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Resumen

Relevancia de la interaccién de Galectina-1y

Aminopeptidasa N/CD13 en el hepatocarcinoma

Resumen

El carcinoma hepatocelular o CHC es la tercera causa de muerte a nivel global y
su incidencia equipara al indice de mortalidad, lo que refleja la pobre prognosis y la
limitacion de opciones terapéuticas. Galectina-1 (Gal-1) es una proteina con afinidad
por B-galactésidos que se encuentra drasticamente aumentada en el CHC y se asocia con
peores desenlaces. Previamente identificamos a CD13 como un receptor de Gal-1 en las
células endoteliales sinusoidales derivadas de un tumor hepatico, SK-HEP-1, por medio
de técnicas protedmicas. CD13 es una exopeptidasa de membrana altamente glicosilada
cuyos niveles se encuentran aumentados en células endoteliales durante la angiogénesis
tumoral. En este trabajo, nos propusimos estudiar la relevancia de la interaccion de Gal-
1 y CDI3 en la diseminacion de las células de CHC y la neovascularizacion del
endotelio sinusoidal hepatico.

Caracterizamos la expresion de Gal-1 y CD13 en muestras de pacientes con
CHC, en lineas celulares de hepatocitos tumorales y en células endoteliales, mediante
ensayos in silico e in vitro. Confirmamos la interaccion fisica y directa de ambas
proteinas y estimamos su constante de afinidad en experimentos de resonancia
plasmonica de superficie. Mediante la modulacion de los niveles de expresion proteica,
demostramos que tanto CD13 como Gal-1 participan en los procesos de diseminacion y
angiogénesis tumoral. Demostramos también una cooperacion de ambas proteinas en la
tubulogénesis de células SK-HEP-1, donde la presencia de CD13 seria importante para

que Gal-1 pueda ejercer su efecto pro-angiogénico tumoral.

Palabras clave: Galectina-1, carcinoma hepatocelular, CD13, aminopeptidasa N,

angiogénesis, diseminacion, células endoteliales sinusoidales



Resumen

Relevance of the Galectin-1 and

Aminopeptidase N/CD13 interaction in hepatocellular carcinoma

Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the third leading cause of death worldwide,
with an incidence rate that closely matches its mortality rate, reflecting its poor
prognosis and limited therapeutic options. Galectin-1 (Gal-1) is a B-galactoside-binding
protein that is drastically overexpressed in HCC and is associated with worse clinical
outcomes. Previously, we identified CD13 as a Gal-1 receptor in sinusoidal endothelial
cells derived from a hepatic tumor, SK-HEP-1, using a proteomic approach. CD13 is a
highly glycosylated membrane-bound exopeptidase that is upregulated in endothelial
cells during tumor angiogenesis. In this study, we aimed to investigate the relevance of
the Gal-1/CDI13 interaction in HCC cell dissemination and sinusoidal endothelial
neovascularization.

We characterized the expression of Gal-1 and CDI13 in patient-derived HCC
samples, tumor hepatocyte cell lines, and endothelial cells using both in silico and in
vitro assays. We confirmed the direct physical interaction between these two proteins
and estimated their binding affinity constant by surface plasmon resonance experiments.
Through the modulation of protein expression levels, we demonstrated that both CD13
and Gal-1 contribute to tumor cell dissemination and angiogenesis. Furthermore, we
showed that these proteins cooperate in SK-HEP-1 cell tubulogenesis, where CD13

appears to be essential for Gal-1 to exert its tumoral pro-angiogenic effect.

Key words: Galectin-1, hepatocellular carcinoma, CD13, aminopeptidase N,

angiogenesis, dissemination, sinusoidal endothelial cells.
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Seccion 1: Carcinoma hepatocelular

1.1 Consideraciones generales del higado

El higado es el organo so6lido mas grande del cuerpo humano llegando a
representar en individuos adultos el 2,5 % de su peso corporal. Posee una importancia
fundamental para la vida, con numerosas funciones que exceden el marco de la
fisiologia digestiva: produccion exocrina de bilis para la digestion y absorcion de
lipidos y vitaminas en el intestino delgado; absorcién y metabolizacion de bilirrubina;
deposito de hierro en forma de ferritina, cobre, vitaminas A, D, E, K y B12, produccion
de factores coagulantes de la sangre; depuracion de sustancias toxicas; metabolizacion y
regulacion de carbohidratos, lipidos, proteinas, hormonas y grupo hemo; y participacion
en la respuesta inmunitaria [1], [2].

Este organo presenta doble suministro sanguineo compuesto por dos grandes
vasos aferentes: la arteria hepatica y la vena porta, y por una via eferente conformada
por tres venas hepaticas que desembocan en la vena cava inferior. E1 75 % de la sangre
que llega al higado, rica en nutrientes, lo hace por el circuito portal desde todo el tracto
gastrointestinal, asi como también desde el pancreas y el bazo. El 25 % de la sangre
restante llega oxigenada, a través de la arteria hepatica proveniente de la via adrtica.
Estos vasos sanguineos ingresan juntos al higado por el hilio y se subdividen en
capilares cada vez mdas pequeios llamados sinusoides hepaticos que irrigan los
lobulillos hepaticos. Por otra parte, los conductos biliares se inician en canaliculos
biliares que confluyen en conductos mayores para formar el conducto biliar comin o
colédoco que sale del hilio y transporta la bilis secretada por el higado, en direccion

opuesta a la de la sangre, hacia la segunda porcion del duodeno (Fig. 1).
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Vena cava Arteria
inferior aorta
Vena \ /
hepatica

Arteria hepatica

Vena porta

Vesicula Colédoco
biliar

Figura 1. Irrigacién sanguinea del higado. Esquema simplificado del doble suministro sanguineo por la
arteria hepatica y la vena porta que ingresan juntas al higado por el hilio y se subdividen en sinusoides
hepaticos que irrigan los lobulillos hepaticos. La irrigacion continuia hacia vénulas hepaticas en el centro
de los lobulillos que a través de tres venas hepaticas desembocan en la vena cava inferior. Los canaliculos
biliares confluyen en conductos mayores para formar el colédoco hacia la vesicula biliar y el duodeno.

Imagen tomada y adaptada de Attps.//Olga Bolbot/shutterstock.com.

El lobulillo hepatico clasico es la unidad estructural y funcional del higado (Fig.
2A). La division del 6rgano en segmentos funcionales se corresponde con las ramas de
irrigacion sanguinea hacia los sinusoides y de drenaje biliar hacia el conducto biliar. El
lobulillo estd compuesto por una masa de tejido hexagonal formado por pilas de
cordones anastomosados de hepatocitos de una sola célula de espesor, separados por el
sistema interconectado de sinusoides que irrigan las células (Fig. 2A). En los angulos
del hexagono se encuentran las triadas portales (arteria hepatica, vena porta y conducto
biliar) y en el centro del lobulillo, una vénula hepatica terminal, en la cual desembocan
los sinusoides (Fig. 2B). Esta disposicion tisular da como resultado un flujo sanguineo
sinusoidal desde el perimetro del hexidgono hacia el centro, lo que determina un
gradiente de oxigeno y una distribucion y actividad enzimatica, distintas. Se pueden

diferenciar tres zonas concéntricas en forma de rombo entre dos lobulillos (Fig. 2C), en
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la zona 1 se ubican las células que primero reciben oxigeno, nutrientes y toxinas desde
la sangre sinusoidal y en la zona 3 se localizan las primeras células en sufrir necrosis

isquémica (necrosis centrolobulillar) como consecuencia de insuficiencia cardiaca [3].

A

Sinusoides Vénula hepatica terminal
hepéticos

Hepatocitos

Vena porta
Conducto biliar [ aAneria

Célula de Kupffer hepatica

Flujo sanguineo

hepatica

Flujo biliar

Vena central

Triada portal

Triada

Zonas Vena central

Figura 2. Lobulillo hepatico clasico. (A) Los hepatocitos estan organizados en cordones anastomosados
irregulares que irradian hacia la vena central. (B) Los angulos del lobulillo clasico poligonal estan
ocupados por la triada portal, la cual contiene ramas de la vena porta, la arteria hepatica, los conductos
biliares y los vasos linfaticos de pequefio calibre. Los sinusoides hepaticos forman canaliculos vasculares
irregulares que transcurren paralelos y entre los cordones de hepatocitos. En el panel inferior (C) se
observa el acino hepatico, una interpretacion funcional de la organizacion hepatica. Consiste en sectores
contiguos de lobulillos clasicos separados mediante vasos sanguineos de distribucion. Las zonas marcadas
1, 2 y 3 poseen irrigacion diferencial siendo la zona 1 irrigada con sangre mas nutritiva y oxigenada.

Tomado y adaptado de [3].

Citoldégicamente, el higado se encuentra formado por células epiteliales
parenquimatosas, o hepatocitos, que representan el 80 % de la masa hepatica total. Entre
3-5 % del o6rgano se compone de células epiteliales biliares, o colangiocitos, los cuales
constituyen la pared de los conductos biliares. El resto estd conformado por células no
parenquimatosas como son las células endoteliales sinusoidales (CES) y células de
Kupffer, o macréfagos, principalmente. Otros residentes del tejido en menor proporcion
son las células estrelladas, o células de Ito, que se activan cuando hay lesion hepatica, y

las células inmunitarias natural killer (NK) con efecto citotoxico [1].
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1.1.1 Hepatocitos

Los hepatocitos constituyen el 80 % de la poblacion celular del higado. Son
células epiteliales poligonales, de gran tamafio (20-30 um), con un nucleo esferoidal en
el centro de la célula. Dado que los hepatocitos estan involucrados en dos sistemas de
flujo contrarios (sintesis y secrecion de bilis por un lado, y absorcion, procesamiento y
secrecion de componentes de la sangre sinusoidal por el otro), exhiben un fenotipo de
polaridad celular tnico. La superficie basal-sinusoidal estd en contacto con el espacio de
Disse mientras que la superficie apical se comunica con el hepatocito contiguo para
formar un canaliculo biliar bordeado por uniones estrechas. Un solo hepatocito puede
formar lumen con tres células vecinas y tener también dos dominios basales
sinusoidales. A diferencia de la mayoria de los tejidos epiteliales, los hepatocitos no
depositan suficientes moléculas de matriz extracelular (MEC) para formar una lamina
basal ya que no se encuentra laminina ni nidégenos (entrecruzadores de matriz) en el
microambiente de la MEC de hepatocitos maduros. La presencia de multiples
superficies basales-sinusoidales y la ausencia de membrana basal podrian haber
evolucionado para maximizar el intercambio bidireccional de macromoléculas entre los
hepatocitos y la sangre [4].

La MEC hepdtica es de baja densidad y se compone principalmente de
fibronectina y colageno tipo I, y cantidades menores de colageno tipo III, IV, Vy VI. La
interaccion entre la MEC y las células hepaticas es esencial para una homeostasis

normal y su modificacion resulta en una funcion hepatica perturbada [5].

1.1.2 Colangiocitos

Los colangiocitos son células epiteliales (3-5 % de la poblacion celular hepatica)
que forman las paredes de conductillos y conductos biliares. La bilis es transportada
desde los canaliculos biliares, formados por hepatocitos, a través del conducto de
Hering, formado por hepatocitos y colangiocitos, hacia los conductillos biliares [3]. Se
postula que los conductos de Hering actian como reservorios de células progenitoras
hepaticas, los cuales podrian migrar y diferenciarse a hepatocitos en estados patologicos
[6]. Los colangiocitos modifican la composicion de la bilis a través de la secrecion de

electrolitos y bicarbonato, entre otros procesos. Fisiolégicamente son células
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quiescentes, pero se vuelven proliferativas durante la injuria hepatica como la

obstruccion biliar extrahepatica o la ingestion cronica de alcohol, toxinas o drogas [7].

1.1.3 Células endoteliales sinusoidales hepaticas (CESHs)

Las CESHs conforman mas del 15 % de las células residentes del higado,
forman la pared de los sinusoides hepaticos y representan la interfase entre el plasma
sanguineo y los cordones de hepatocitos. Son células endoteliales altamente
especializadas con una arquitectura discontinua, sin membrana basal, con fenestraciones
sin diafragma, dispuestas en placas cribosas, lo que se traduce en una barrera permeable
a los hepatocitos, de los cuales se encuentran separadas por el espacio de Disse [8]. Las
fenestraciones miden entre 150 y 175 pum, se agrupan en placas cribosas (entre 20-40
fenestraciones) y ocupan aproximadamente un 8 % de la superficie endotelial. Actian
como un filtro dindmico dejando atravesar particulas menores al didmetro del poro.
Dicho tamafio de poro es regulado por actina, miosina y pequefias GTPasas, como Rho
o calmodulina dependiente de calcio [9], [10]. Este fenotipo particular de la célula
endotelial facilita la oxigenacion de los hepatocitos y mejora su exposicion a las
macromoléculas de la circulacion portal [11]. La modificacion de las propiedades de las
fenestraciones es un proceso natural conocido como pseudo-capilarizacion, asociado a
la edad y la hipoxia [12], mientras que la capilarizacion es la pérdida total de
fenestraciones y precede al desarrollo de la mayoria de las enfermedades hepaticas
cronicas como el carcinoma hepatocelular (CHC) [13].

Esta vasculatura no posee células musculares de tipo liso que generen 6xido
nitrico (ON); sin embargo, las CESHs son las principales productoras de dicho gas. La
produccion de ON ocurre por el efecto de la tension tangencial sobre la enzima 6xido
nitrico sintasa endotelial (eNOS) que induce la supresion de moléculas
vasoconstrictoras como endotelina-1 (ET-1) [14], [15]. Los efectos de ET-1 sobre la
modulacion del tono vascular fueron observados en las células de Ito [16], actuando de
forma paracrina sobre ellas en el espacio de Disse. Asi, las CESH saludables mantienen
a las células de Ito en reposo, inhibiendo su vasoconstriccion [17] (Fig.3).

Otra caracteristica distintiva de este endotelio particular es la alta capacidad
endocitica, que combinada con una importante actividad lisosomal le otorga a las CESH

la habilidad de eliminar macromoléculas solubles y moléculas pequeiias a través de
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receptores de endocitosis (receptores scavenger como estabilina-1/2) [18]. Estas células
también contribuyen al transporte de moléculas a través de la transcitosis [8].

Las CESHs expresan un singular conjunto de moléculas de adhesion que
incluyen ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular 1), VCAM-1 (molécula de
adhesion a células vasculares) y selectinas. La expresion de CD31 (PECAM-1 o
molécula de adhesion a plaquetas y células endoteliales) en las CESHs ha sido objeto de
debate durante mucho tiempo por la inconsistencia en su deteccion con diferentes
métodos. Sin embargo, se pudo detectar el receptor en el interior de las CESHs
normales, y recién al sufrir éstas el proceso de capilarizacion, CD31 se detect6 en la
membrana plasmatica, como en el resto de los tejidos endoteliales [19]. No existe un
marcador especifico de las CESHs, la mayoria de los investigadores utiliza una
combinacion especifica particular lo que da lugar a diferencias muy significativas. Entre
los marcadores consensuados se encuentran CD32b+, CD4+, VEGFR2+, VE (vascular
endotelial)-Cadherin+, Stabilin-1+, Factor VIII+, CD33+, CD31- y CD34- [20].
Recientemente fue propuesto un prometedor gen marcador especifico en raton, Oit3
[21].

Las CESHs comparten la expresion de algunos receptores con las células de
Kupfter, por ejemplo, los receptores de reconocimiento de patrones tipo Toll [22], la
capacidad endocitica descripta previamente, expresion de antigenos € inmunocomplejos
[23], [24]. Por otro lado, las CESHs también funcionarian como células presentadoras
de antigenos ya que expresan el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) tipo I 'y
II y existe evidencia que sugiere la presentacion cruzada de antigenos a linfocitos T

CD8 y CD4, contribuyendo asi a la inmunotolerancia hepatica [25].

1.1.4 Células de Kupfter

Las células de Kupffer son macrofagos residentes hepaticos con un rol esencial
en el sistema inmune e inflamacién. Estan asociadas a la monocapa endotelial, en la
cara luminal, donde ejercen sus funciones [11]. La cantidad de macrofagos en la zona 1
del acino hepatico es el doble aproximadamente respecto del que se encuentra en la
zona 3. Dichas células de la zona 1 exhiben mayor capacidad fagocitica y produccion de
TNF-a (factor de necrosis tumoral o), PGE2 (prostaglandina E2) e IL-1 (interleuquina
1) que las de la zona 2 [26](Fig. 2C).
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1.1.5 Células estrelladas

Las células estrelladas o de Ito son los pericitos del endotelio sinusoidal
hepatico. Se localizan en el espacio de Disse, donde una célula puede envolver hasta 4
CESH vy regular el flujo sanguineo sinusoidal por contraccion. En estado fisiologico
normal, estas células se encuentran en estado quiescente, almacenan vitamina A en
granulos internos y secretan componentes de la MEC. En estados patoldgicos, las
células estrelladas se activan y desdiferencian hacia miofibroblastos proliferativos y
fibroticos, secretando grandes cantidades de colageno a la matriz. Este proceso es
identificado como el principal impulsor de la fibrosis hepatica. Las CESH saludables
promueven la desactivacion de las células de Ito a través de la produccion de ON
estimulada por VEGF-A (factor de crecimiento vascular A), mientras que el endotelio

capilarizado pierde dicha propiedad [11], [17] (Fig. 3).

1.1.6 Células pit

Los linfocitos natural killer residentes del higado se denominan células pit.
Representan una poblacion pequefia (1 cada 10 células de Kupffer), se encuentran
asociados a la cara luminal del endotelio sinusoidal en contacto con los macrofagos. A
diferencia de éstos, las cé€lulas pit no poseen funcién endocitica ni fagocitica. En
experimentos in vitro se ha observado la capacidad de inducir apoptosis en células
tumorales mediante la secrecion de perforina y granzima [27].

Las interacciones entre las distintas células residentes del higado desencadenan
procesos de crecimiento, proliferacion, migracion y diferenciacion o mantenimiento de
un fenotipo regular. Células en estado saludable o dafiadas se vuelven reguladores
positivos o negativos de las células vecinas a través de la produccion de citoquinas,
factores de crecimiento, segundos mensajeros y hormonas. A la MEC se la considera
depositaria de estas moléculas, ademas de proteinas que pueden ser liberadas o
utilizadas por células en la proximidad, otorgdndole un rol central en la comunicacion

en el sinusoide (Fig. 3) [11].
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Figura 3. Comunicacion entre células residentes del sinusoide hepatico en enfermedades cronicas
del higado. La desregulacion inicial de hepatocitos y células endoteliales sinusoidales hepaticas (CESH)
debido a una injuria hepatica conduce a una compleja red de interacciones paracrinas (flechas rojas) con
células estrelladas hepaticas quiescentes (QqCEH) y células de Kupffer (CK) produciendo, en ultima
instancia, un microambiente sinusoidal disfuncional, compuesto por CESH disfuncionales (dCESH),
células estrelladas activadas (aCEH), células de Kupffer activadas (aCK) y hepatocitos disfuncionales y
necropticos. Las caracteristicas fenotipicas de cada tipo celular se pierden progresivamente con el avance
de la enfermedad hepatica dando lugar a la pérdida de fenestraciones y vasodilatacion en las CESH,
deposicion de MEC por las aCEH y aparicion de un perfil proinflamatorio de las aCK. Tomado y
adaptado de [11].

Poder dilucidar los mecanismos de esta comunicacion particular en el sinusoide
hepatico resulta fundamental para profundizar en el conocimiento del higado y sus

patologias.

1.2 Carcinoma hepatocelular

1.2.1 Generalidades y epidemiologia

El carcinoma hepatocelular o hepatocarcinoma (CHC) es el tipo de cancer
primario de higado mas frecuente (85-90 % total de los casos), seguido por el
colangiocarcinoma. Es la tercera causa de muerte y el sexto cancer mas diagnosticado a
nivel global [28], siendo la incidencia en hombres aproximadamente el doble que en

mujeres y mas predominante en Asia Oriental y Africa [29]. En Argentina, la tasa de
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incidencia es menor a 5,6 casos anuales por cada 100.000 habitantes, equivalente a un
nivel intermedio a nivel mundial [30].

Mas del 90 % de los casos de CHC ocurren en un contexto de enfermedad
hepatica crénica. La cirrosis, independientemente de la etiologia, es el factor de riesgo
mas importante. Los factores etioldgicos mas frecuentes incluyen el consumo crénico de
alcohol, esteatosis no alcoholica asociada a diabetes u obesidad, infeccion por virus de
hepatitis B o C y la edad, siendo la incidencia mas alta en personas mayores a 70 anos
de edad. Menos frecuente son las cirrosis ocasionadas por colangitis biliar primaria o
hemocromatosis [31]. En Argentina, las etiologias principales derivan de infecciones
cronicas con el virus de la hepatitis C y alcoholismo. La enfermedad del higado graso
no alcohdlico recientemente renombrada enfermedad hepéatica esteatdtica asociada a
disfunciéon metabolica (MASLD, por sus siglas en inglés) aumenta afio a afilo como

factor de riesgo [30].

1.2.2 Clasificacion clinica

El sistema de clasificacion por estadios utilizado generalmente en cancer por la
AJCC (American Joint Committee on Cancer) depende Uinicamente de la extension de
las lesiones, pero en el cancer de higado esto es mas complicado ya que los pacientes
tienen dafo en el resto del o6rgano junto al carcinoma. Esto afecta no solo las opciones
de tratamiento sino las perspectivas de supervivencia. Por esta razén, se han
desarrollado otros sistemas de clasificacion especificos que tienen en cuenta la funcion
hepética también, siendo el mas utilizado el de BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer)
que incorpora el sistema de estadios de cirrosis Child-Pugh. En base a los niveles
sanguineos de bilirrubina, albimina y tiempo de protrombina, mas la evaluacion de
fluido ascitico en abdomen y la existencia de encefalopatias, el CHC se categoriza en
estadios A (funcidn hepatica normal), B (anomalias leves) y C (anomalias severas) [32].

La clasificacion BCLC se divide en 5 etapas (0-A-B-C-D), las cuales van
asociadas a una estrategia de tratamiento especifica para cada una (Fig. 4) [33]. En
estadios tempranos se puede recurrir a las terapias mdas efectivas que incluyen la
reseccion quirurgica o el trasplante, pero menos del 40 % de los pacientes son
diagnosticados en este estadio. Aun asi, la tasa de recurrencia y metastasis post-cirugia

es muy elevada [34], [35].
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Figura 4. Clasificacion BCLC y estrategias de tratamiento para CHC. Descripcion de etapas de
hepatocarcinoma: 0 (muy precoz), A (precoz), B (intermedia), C (avanzada) y D (terminal). Clasificacion
de cirrosis hepatica Child-Pugh: A (funcion hepatica normal), B (anomalias leves) y C (anomalias
severas). Capacidad funcional (CF) sin sintomas = 0; 1 = con sintomas leves, capaz de hacer actividad
ligera; 2 = capaz de autocuidarse, pero no de trabajar; 3 = capacidad limitada de autocuidado, en cama o

sentado > 50 % del tiempo; 4 = dependiente, postrado. Tomado de [36].

1.2.3 Fisiopatologia

El mecanismo fisiopatologico para el desarrollo del CHC es un complejo
proceso de multiples etapas. La interaccion de varios factores son el origen de los
primeros pasos de la transformacion maligna del hepatocito y el desarrollo del CHC.
Entre ellos se incluyen una predisposicion hereditaria, interacciones reciprocas entre
factores de riesgo virales y no virales, el microambiente tumoral, infiltracion inmune y
la severidad de la enfermedad hepatica cronica de base [31].

La célula de origen del CHC es objeto de debate. El modelo actual propone el
desarrollo metastasico a partir de células madre hepaticas, mientras que
tradicionalmente se atribuy6 a la transformacion de hepatocitos maduros, los cuales
poseen una vida media de 5 meses y retienen un considerable potencial proliferativo en
respuesta a una injuria. Dada la alta plasticidad celular y metaplasia, la morfologia y

firma epigenética de un tumor no necesariamente refleja la célula de origen [37].
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En el CHC se han identificado alteraciones recurrentes en proto-oncogenes o
genes supresores de tumores. La activacion de telomerasas debido a una mutacion del
promotor TERT, inserciones virales, traslocaciéon cromosdémica o amplificacion génica,
son las alteraciones mas frecuentes observadas en ~80 % de los casos. Se demostrd
también la activacion de la via WNT-B-catenina en el 30-50 % de los casos a causa de
mutaciones en el gen de B-catenina (CTNNBI), AXINI o inactivacion de APC
(inhibidores de la via WNT) [38], [39]. Otras mutaciones frecuentes se encuentran en
genes involucrados en el control del ciclo celular (7P53, RBI, CCNA2, CCNEI, PTEN,
ARIDIA, ARID2, RPS6KA3 o NFE2L2), en genes implicados en la regulacion
epigenética, en el estrés oxidativo y en las vias de MAPK (proteina kinasa activada por
mitogenos) y AKT-mTOR, como asi también en los genes CCNDI, FGF19, VEGFA,
MYC o MET, donde se observan amplificaciones que conducen a la activacion de varias
vias de sefializaciéon proto-oncogénicas [40][31]. A pesar de que las mutaciones se
acumulan azarosamente, ciertos genes especificos estdn emparentados con subclases
moleculares de CHC definidas por perfiles transcriptomicos y fenotipos histoldgicos
[41], [42].

Las clases moleculares de CHC fueron definidas en base al principal conductor
molecular (driver) y las vias de sefalizacion involucradas o estatus inmune del tumor.
Se definen seglin las alteraciones genomicas, el perfil histopatologico y desenlace
clinico (Fig. 5). La clase proliferativa constituye el ~50 % de los casos de CHC, esta
enriquecida en mutaciones en el gen 7P53 y en amplificaciones de los genes FGF19 o
CCNDI, esta asociada a la infeccion por el virus de hepatitis B y tiene el peor
prondstico. Incluye dos subclases: progenitor y de la via WNT-TGF (factor de
crecimiento transformante §). La primera se caracteriza por la activacion de las vias
proliferativas clasicas (PI3K (fosfoinositol-3-kinasa)-AKT-mTOR, RAS-MAPK,
cascadas de sefalizacion MET e IGF (factor de crecimiento similar a insulina) y por la
expresion de marcadores moleculares de células progenitoras como EPCAM (molécula
de adhesion de células epiteliales) y a-fetoproteina (AFP). ElI grupo WNT-TGFp esta
caracterizado por la via de activacion no canonica WNT.

Por otro lado, la clase no proliferativa prevalece en el CHC asociado al consumo
alcohodlico y a la infeccién crénica con el virus de hepatitis C, y presenta mejores
desenlaces clinicos. Se observan al menos dos subclases dentro de este grupo: una

caracterizada por la activacion de la via WNT, asociada a mutaciones en el gen
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CTNNBI, y la otra se caracteriza por la activacion de la sefalizacion del IFNa

(interferon alfa) (Revisado en [31] (Fig. 5).
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Figura 5. Clasificacién molecular de CHC. Breve resumen de clases y subclases moleculares de CHC,
principales mutaciones y vias de sefializacion, caracteristicas clinicas y etiologias de cada subtipo.

Tomado y adaptado de [41].

1.2.4 Roles de las CESHs en el CHC

Como ya se mencion6 previamente, el desarrollo del CHC ocurre, la mayoria de
las veces, en un contexto de enfermedad hepatica cronica desde una lesion precancerosa
a un tumor metastasico avanzado. Los nodulos displasicos se nutren de sangre
preferentemente de la via portal, pero en las primeras etapas del CHC ocurre un viraje
hacia el suministro por via arterial. De hecho, la deteccion de hipervascularizacion
arterial es parte de los métodos no invasivos para establecer el diagnostico clinico de
CHC [43]. Las CESHs capilarizadas participan en este proceso de angiogénesis,
coagulacion y fibrindlisis que remodelan la vasculatura tumoral y dan como resultado
un tumor altamente irrigado que promueve la tumorigénesis y el desarrollo de
metastasis [44]. Las CESHs diferenciadas o maduras son capaces de mantener a las
células estrelladas quiescentes en parte, debido a la liberacion del factor de crecimiento
de endotelio vascular (VEGF por sus siglas en inglés) que las mantiene en ese estado.
Por lo tanto, las CESHs son las principales protectoras de la fibrosis a través de este

mecanismo. Las CESHs capilarizadas liberan fibronectina, lo cual se ha demostrado que
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promueve la activacion de las células estrelladas. La acumulacion de colageno en el
espacio de Disse podria contribuir a la pérdida de fenestraciones endoteliales agravando
la fibrosis hepatica y autoperpetuando un ciclo proinflamatorio entre células estrelladas
y CESHs capilarizadas que contribuyen a la extension de la fibrosis (Revisado en [11]).
La regeneracion hepatica implica la participacion no solo de los hepatocitos sino
también de componentes del plasma como, células progenitoras sinusoidales y del
sistema inmune, y plaquetas. Ante una injuria se induce la expresion hepatica de VEGF,
lo que induce el reclutamiento de células progenitoras sinusoidales ricas en factores de
crecimiento hepatocitario (HGF) a la vez que promueve la expresion de este factor en
CESHs residentes. HGF estimula la proliferacion de hepatocitos y los progenitores
sinusoidales reemplazan las CESHs perdidas en la lesion original. Los cuerpos
apoptoéticos de los hepatocitos producidos, capturados por las células estrelladas y las de
Kupffer contribuyen a la activacion de las mismas [45]. Luego de la injuria también se
reclutan y secuestran plaquetas, que se adhieren a las CESHs. La activacion plaquetaria
subsiguiente resulta en la liberacion de granulos plaquetarios que estimulan también la
proliferacién de los hepatocitos. Las plaquetas también activan a las CESHs peri-
tumorales, las cuales secretan factores de crecimiento como interleuquina-6 (IL-6),
cuyos receptores se encuentran en las células de Kupffer y hepatocitos, estimulando una
cascada de sefializacion via JAK-STAT3 que desencadena el proceso tumorigénico y la

angiogénesis del tumor [46].

1.2.5 Diagnostico y tratamiento

Dado que la mayoria de los casos de CHC ocurren en una poblacion de pacientes
identificable (pacientes con hepatitis B cronica o cirrosis) existe un sistema de
vigilancia que permite diagnosticar el tumor en etapas tempranas. Aun asi, un 50 % de
individuos se diagnostica por la presencia de una masa hepatica identificada en
imagenes solicitadas debido a otras razones o debido a sintomatologia avanzada del
CHC (dolor abdominal, pérdida de peso, empeoramiento de la disfuncion hepatica)
(Revisado en [31]).

Los métodos de diagndstico incluyen la determinacion de niveles séricos de AFP
(> 20 ng/ml) o la deteccion de nodulos hepaticos en iméagenes de ecografia, los cuales
requieren de un seguimiento en el tiempo. La mayoria de las lesiones menores a 1 cm de

diametro no suelen ser CHC, o no pueden diagnosticarse y deben repetirse los estudios
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cada 3 meses. Las lesiones mayores a 1 cm deben ser evaluadas mediante tomografia
computada o resonancia magnética nuclear con contraste. Estas metodologias pueden
detectar un fendmeno conocido como hiperrealce de la fase arterial que proporciona
informacion sobre el grado y patréon de la vascularizacion, y permite diagnosticar un
carcinoma con 96 % de especificidad sin requerir confirmacion histoldgica [31]. Hasta
un ~30 % de los tumores posee una presentacion atipica en el diagndstico por imagenes.
Histologicamente, el CHC presenta invasion del estroma, densidad celular aumentada,
tractos portales intratumorales, arterias no pareadas, patron pseudoglandular y
hepatocitos con vacuolas lipidicas. Algunos pacientes requieren multiples biopsias para
un diagnostico certero [47].

El tratamiento se asigna dependiendo del estadio del tumor y la relacién costo-
beneficio de intervenciones quirargicas siguiendo los preceptos de la BCLC (Fig. 4).
Los pacientes con tumores en estadios tempranos son los candidatos preferenciales para
la reseccion, trasplante y ablacion local, mientras que los que se encuentran en estadios
intermedios son candidatos a la quimioembolizacion. Este procedimiento es poco
invasivo y bloquea el suministro de sangre al tumor luego de administrar drogas
terapéuticas (Doxorrubicina, mitomicina C, cisplatino) en los vasos sanguineos cercanos
al tumor [36], [48].

Los pacientes con tumores en etapas avanzadas reciben primero tratamiento
sistétmico. En 2007 se aprobo el uso clinico de Sorafenib, un inhibidor de multiples
quinasas celulares que demostrd una sobrevida de 2 o 3 meses en pacientes con CHC
avanzado. Actlia bloqueando la proliferacion y la angiogénesis tumoral al inhibir las
vias de sefializacion de VEGF, PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas),
EGF (factor de crecimiento epidérmico) y de c-RAF [49]. Casi 10 afos después fue
aprobada la droga Lenvatinib, de administracion oral, con la capacidad de inhibir las
vias de sefializacion de VEGF, PDGF, del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y
del receptor RET, y mostrando un éxito similar al Sorafenib [50]. En un estudio clinico
mas reciente, se observd que la terapia combinada de Atezolizumab (anti-PDL1) y
Bevacizumab (anti-VEGF) mejord la sobrevida total comparada con la del tratamiento
con Sorafenib [51]. Como segunda linea de tratamiento, actualmente se utilizan tres
farmacos aprobados, Regorafenib, Cabozantinib y Ramucirumab, siendo este Gltimo un
anticuerpo anti-VEGFR-2. En base a nuevos estudios clinicos en fase II, existen otras
terapias adicionales aprobadas post Sorafenib, tales como Pembrolizumab, Ipilimumab

y Nivolumab. Este tltimo es un inhibidor de la proteina PD-1, una molécula presente
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en células de la inmunidad innata y adquirida, que induce apoptosis al unirse a su
ligando interfiriendo con la tolerancia inmunologica del higado [31]. El uso de estas
terapias mejord sustancialmente la sobrevida con una media de ~36 meses (estadios 0 y
A); ~16 meses (B 'y C) y ~6 meses (D) en pacientes con un higado bien preservado
(Child-Pugh score: A) y enfermedad compensada (Revisado en [31]).

El proceso angiogénico como blanco terapéutico ha demostrado ser de suma
importancia como parte del manejo de la patologia, especialmente con los nuevos
ensayos clinicos utilizando Bevacizumab y Ramucirumab [51], [52]. Sin embargo, la
quimiorresistencia, la recurrencia y la metéstasis son las causas mas frecuentes de
mortalidad entre los pacientes con CHC, lo que muestra la necesidad de seguir
explorando los mecanismos que subyacen a la diseminacion de células tumorales para el

desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.

1.3 Angiogénesis en el CHC

1.3.1 Biologia vascular

En el embrion humano, los capilares sanguineos surgen a partir de precursores
endoteliales compartidos con los progenitores hematopoyéticos. Esta relacion
emparentada entre el sistema sanguineo y el sistema vascular es fundamental y se
mantiene a lo largo de toda la vida del individuo, incluso en la enfermedad. Los
progenitores de origen mesodérmico se diferencian a angioblastos que se ensamblan en
un laberinto vascular primitivo de pequefios capilares. Este proceso se denomina
vasculogénesis [53]. Durante la fase angiogénica, el plexo vascular se expande de forma
progresiva por medio de brotaciéon y remodelacion de capilares hacia una red vascular
organizada de vasos que se ramifican en capilares més pequenos. Los canales
endoteliales nacientes se cubren de pericitos y células de musculo liso proveyendo
resistencia y la capacidad de regular la perfusion del vaso; este proceso se denomina
arteriogénesis. Por su parte, los vasos linfaticos, encargados de recuperar el plasma que
se filtra por los capilares en los tejidos y devolverlo al sistema sanguineo, se
transdiferencian a partir de tejido venoso (Revisado en [54]).

En individuos adultos, la mayoria de los vasos sanguineos se encuentra en estado

quiescente y la angiogénesis fisioldgica ocurre solamente en el ciclo menstrual en el
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ovario, en la placenta durante el embarazo y en los procesos de reparacion de heridas.
Las células endoteliales (CE) retienen la habilidad de rapida division ante estimulos
fisioldgicos como hipoxia e inflamacion. En estas condiciones, la angiogénesis es un
proceso altamente regulado que se inicia por breves periodos y luego es inhibida por
completo[54].

El proceso angiogénico ocurre en una sucesion de etapas que incluyen la
activacion, proliferacion y migracion de las células endoteliales, y culmina con la
maduracion de los vasos formados. La regulacion de este proceso es compleja e
involucra interacciones entre células, numerosos factores solubles pro- y anti-
angiogénicos y componentes de la MEC. En la figura 6 se observa un resumen

resaltando las interacciones mas relevantes.

Capilar Desestabilizacion Brotacion
Proliferacion
Membrana —
basal .
Pericito ——,
—_—
Hipoxia VEGF
ON MNotch & Delta 4
Célula VEGF A"Fgé/ 2
endotelial Ang 2 Moléculas guia Estatina

° Proteasas Integrinas
Proteasas Proteasas

Ramificacién

Flujo sanguineo
Ang1l
PDGF
Notch

SqP,
TGFR

Figura 6. Etapas de la angiogénesis. La formacion de nuevos vasos a partir de vasculatura pre-existente
consta de etapas secuenciales finamente reguladas, que involucran distintitos factores pro- y anti-

angiogénicos. Tomado y adaptado de [55].

La hipoxia en los tejidos regula positivamente la expresion y liberacion de
diversos factores pro-angiogénicos como VEGF, angiopoyetina-2 y 6xido nitrico sintasa
(NOS) [56]. El ON dilata los capilares y VEGF activa las CE en reposo en vasos
sanguineos adyacentes interrumpiendo el contacto célula-célula interendotelial, lo que
causa vasopermeabilidad [57]. Las CE proliferan y migran, aunque solo una porcion de

ellas es seleccionada para este proceso de brotacion y responden a las sefiales pro-
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angiogénicas por mecanismos que involucran a receptores NOTCH y su ligando
DELTA-like 4 [58]. La direccion de la migracion de las CE esta dirigida por VEGF,
angiopoyetina-1 y -2 (Ang 1/-2)y el factor de crecimiento de fibroblasto basico (bFGF).
Otras citoquinas que contribuyen a este proceso son el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), factor de crecimiento epidermal (EGF), TGFp y las moléculas guia
efrinas, semaforinas y netrinas [59]. Las CE activadas degradan la membrana basal y la
MEC circundante mediante la secrecion de proteasas que incluyen activadores del
plasmindgeno, metaloproteinasa de matriz (MMPs por sus siglas en inglés),
heparinasas, triptasas y catepsinas. Estas proteasas degradan y alteran la composicion de
la. MEC permitiendo el avance de las CE, y ademds mantienen secuestrados y
almacenados distintos factores angiogénicos que son liberados después de la
degradacion y contintian estimulando a las CE [59].

El proceso de angiogénesis involucra también la proliferacion de las CE,
inducida principalmente por VEGF y Ang-2. La matriz degradada permite la adhesion
de la célula endotelial mediada por integrinas, como por ejemplo los heterodimeros
avBs y avps, que participan en la comunicacion intercelular con los receptores de
VEGF y bFGF para promover o inhibir la proliferacién de la CE [60]. Finalmente las
CEs se ensamblan en una estructura tubular. En la subsecuente formacién de un lumen
participa una estatina endotelial vascular asociada a la MEC (EGFL7) lo que conduce a
la formacion de nuevos capilares sanguineos [61]. El flujo sanguineo comienza a
circular distribuyendo oxigeno, lo que disminuye la expresion local de VEGF y por
tanto, la proliferacion de las CEs. Se secretan los componentes para una nueva
membrana basal y los pericitos son reclutados, estos intervienen en la estabilizacion y
maduracion de los vasos recién formados. Este proceso estd regulado por
angiopoyetina-1 y su receptor Tie2, PDGF y el receptor B, la sefializacion a través de
NOTCH, esfingosina-1-fosfato y el receptor de esfingolipidos acoplado a proteina G, y
TGFB [62], [63]. Las proteasas también pueden modular este proceso liberando
proteinas asociadas a la MEC como trombospondina-1, canstatina, tumstatina y
endostatina e inhibidores no derivados de la MEC que incluyen angiostatina,
vasoinhibinas, antitrombina II, protrombina kringle-2, plasmindégeno kringle-5 y

vasoestatina [64].
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1.3.2 Angiogénesis tumoral

En 1971 se demostrd por primera vez que un tumor no puede crecer mas alla de
unos milimetros si no recluta nuevos capilares de vasos sanguineos, proponiéndose que
el crecimiento tumoral es dependiente de la angiogénesis y que el propio tumor secreta
factores difusibles que podrian estimularla [65]. Para ello, el tumor debe transformarse
hacia un fenotipo angiogénico (“switch angiogénico™), el cual es regulado por los
factores pro- y anti-angidogenicos mencionados previamente [66]. Ademds del
mecanismo de angiogénesis por brotacion ya explicado, se han identificados otros tipos
de neovascularizacion en tumores como: angiogénesis intususceptiva (vasos pre-
existentes se dividen en dos nuevos vasos por la formacion de un pilar de tejido
transvascular en el lumen del vaso sanguineo); reclutamiento de células endoteliales
progenitoras (involucra la captacion de angioblastos circulantes o de médula 6sea en la
formacion de nuevos capilares); cooptacion de vasos (crecimiento avascular del tumor
en tejidos muy vascularizados); mimetismo vasculogénico (células tumorales se
desdiferencian hacia un fenotipo endotelial formando estructuras tipo tubulares lo que
provee al tumor un sistema secundario de circulacion independiente de angiogénesis) y
linfangiogénesis (activacion de CE de capilares linfaticos que genera nuevos capilares)
(Revisado en [67]).

Los vasos tumorales difieren de los vasos normales en algunos aspectos debido a
la desregulacion de las vias de sefializacion involucradas y la alteracion de la expresion
génica de los factores angiogénicos. En comparacion a los normales, los nuevos vasos
tumorales formados son estructural y funcionalmente anormales. Generalmente poseen
un diametro irregular, carecen de membrana basal, poseen una escasa cubierta de
pericitos o la misma puede estar ausente, forman cortocircuitos arteriovenosos y no se
organizan siguiendo un patréon jerarquico claro, lo que produce filtraciones [68].
Algunos tumores poseen canales formados por células epiteliales tumorales (mimetismo
vasculogénico) o por capilares mosaico, donde las células tumorales forman hasta un 25
% de la cara luminal [69], [70]. Estas caracteristicas tienen impacto en el diagnostico y
las estrategias terapéuticas a usar. Se describid que las filtraciones en los vasos
tumorales generan la difusion de las sustancias de contraste para el diagndstico por
imagenes o el incremento de fluido intersticial, comprometiendo el delivery de drogas al

tejido tumoral [71].
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1.3.3 Regulacién angiogénica en el CHC

Los vasos recién formados en los tumores hepaticos también exhiben
anomalias que conllevan a dreas hipovasculares con hipoxia severa y/o necrosis,
causando una fuerte estimulacion angiogénica. Si bien la hipoxia estd asociada al
crecimiento, progresion y resistencia a las terapias [56][72], no existe evidencia directa
de que sea la causa directa de la hipervascularizacion y arterializacion en el CHC
humano [73]. Por otra parte, también existen mecanismos independientes de hipoxia
para la activacion de genes HIF (factor inducible por hipoxia) y de otras vias de
sefalizacion angiogénicas [74]. Los hepatocitos tumorales, las células inmunes
infiltrantes y las células estrelladas activadas secretan factores como VEGF, bFGEF,
angiopoyetinas, PDGF, PLGF (factor de crecimiento derivado de placenta) y TGFp,
entre otros, y promueven la formacion de nuevos capilares a partir de vasos cercanos.
En la tabla 1 se muestra un resumen de los principales factores pro- y anti-angiogénicos
y su relevancia en el CHC (Revisado en [75], [76]).

Particularmente en el higado, la proteina X del virus de la hepatitis B estaria
asociada a altos niveles de HIF-1 y MMPs, y a alteraciones en los genes P53, RAS,
MYC, C-JUN que pueden regular positivamente algunos factores pro-angiogénicos,

revisado en [43].
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VEGF/VEGFR-2

Es el eje regulador de la angiogénesis mas importante y estudiado, critico
para el crecimiento y desarrollo del CHC.

Existen 5 genes para VEGF llamados VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D
y VEGF-E. VEGFR-2 es estimulado por la unién de VEGF-A, C o D, siendo
el VEGF-A el méas importante. Esta interaccion lleva a una cascada de
fosforilacion resultando en proliferacion, migracion y tubulogénesis de CE.
Los nuevos capilares poseen anomalias y filtraciones, en parte, por la
sobreexpresion de VEGF, lo que resulta en areas de gran presion intersticial y
severa hipoxia o necrosis. El VEGF en circulacion se encuentra aumentado en

el CHC y correlaciona con la progresion y vascularizacion de tumores.

PDGF/PDGFR

El factor de crecimiento derivado de plaquetas es una familia de 4 isoformas
de homodimeros PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C, PDGF-D y un heterodimero
PDGF-AB. La uniéon a los receptores PDGFR-tirosin kinasa o y J,
expresados en fibroblastos, células de musculo liso y pericitos activa vias de
sefializacion similares a las estimuladas por VEGF. En el CHC humano, la
sobreexpresion del receptor correlaciona con la densidad microcapilar y peor

prondstico.

FGF/FGFR

Los factores de crecimiento de fibroblastos son una familia de 22 miembros
que funcionan como ligandos de 4 receptores tirosin kinasa (FGFR-1,-2,-3 y-
4). La comunicacion intercelular de las vias bFGF y VEGF-A durante las
fases iniciales del crecimiento tumoral induce la neovascularizacion. Ambos
factores se asocian a sinusoides capilarizados en la angiogénesis del CHC.
bFGF también modula la expresion de integrinas en CE y en otras células del

microambiente tumoral.

Angiopoyetina/Tie2

Ang-1 y -2 son ligandos del receptor Tie2 en CE activadas. Ang-1 esta
ampliamente expresada en células murales (pericitos y musculo liso), Ang-2
se encuentra restringida a los sitios de remodelacion vascular. Ambas
isoformas tienen similar afinidad por Tie2. Mientras Ang-1 media la
activacion, Ang-2 antagoniza la union, lo que modularia la via. Ang-1
estabilizaria los vasos sanguineos mientras que la sobreexpresion de Ang-2 en
dreas de remodelado inhibe esta interaccion, desestabilizando las células
murales, un paso necesario para facilitar la proliferacion o la brotacién en
presencia de VEGF.

Los niveles de Ang-2 se ven incrementados en la cirrosis y aun mas en el

CHC.

Endoglina (CD105)

CD105 esta regulado positivamente en las CE en proliferacion en el CHC. Es
un correceptor para bFGF. Su expresion correlaciona con el estadio, la
diferenciacion y agresividad del tumor de CHC. CD105 promueve la invasion

y metéstasis de hepatocitos tumorales al incrementar los niveles de VEGF.

Tabla 1. Principales factores pro-angiogénicos en el CHC. Tomado y adaptado de [75], [76].
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Seccidén 2: Galectinas

2.1 Consideraciones generales de las galectinas

Las galectinas son una familia de proteinas evolutivamente conservada con
afinidad por p—galactosidos. En 1975, galectina-1 (Gal-1) fue el primer miembro de la
familia de las galectinas en ser descubierta en la anguila eléctrica. Esta proteina,
llamada electrolectina, poseia capacidad de hemaglutinar eritrocitos de conejo
tripsinizados [77]. En los afios posteriores se encontraron lectinas similares en extractos
de distintos tejidos y de otras especies animales que fueron nombradas segin su origen
y peso molecular aparente. Por ejemplo: una lectina de 29 kDa aislada de pulmoén de
rata se denomind RL29 (por sus siglas en inglés, 29 kDa rat lung lectin); una proteina
de 35 kDa que une carbohidratos se llam6 CBP35 (35 kDa carbohydrate-binding
protein) y una lectina de 31 kDa aislada de células tumorales se identific6 como L-31
(cancer cell lectin of 31 kDa). Actualmente, se uniformd la nomenclatura y estas
proteinas se reconocen como galectina-3 (Gal-3) (Revisado en [78]).

Las galectinas reconocen especificamente al disacarido N-acetil-galactosamina
(Galp(1-4)-GlcNAc; LacNAc) presente en la superficie de glicoconjugados, a través de
un dominio de reconocimiento a carbohidratos (DRC) que corresponde a una secuencia
de aproximadamente 130 aminoécidos. El DRC se pliega espacialmente adoptando una
estructura de sandwich 3 formada por dos hojas 3 antiparalelas. Notablemente, la union
a carbohidratos involucra 7 residuos aminoacidicos altamente conservados entre estas
lectinas [79]. En 1994, se unificaron todas las proteinas descubiertas hasta el momento
dentro de una misma familia bajo el nombre de galectinas, en base a su similitud de
secuencia en el DRC y su capacidad de unirse a f—galactosidos [80].

Hasta la fecha se han identificado 15 galectinas en mamiferos, de las cuales 12
se encuentran en humanos [81]. Segln las caracteristicas estructurales se clasifican en 3

grupos (Fig. 7):
e Prototipo: poseen un Unico DRC. Se encuentran como monomeros o pueden

dimerizar. Pertenecen a este grupo las galectinas -1, -2, -5, -7, -10, -11%*, -13, -14 y -

15% y -16.
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e Quimera: poseen un unico DRC ubicado en el extremo carboxilo al cual se fusiona
una cola de aminoécidos ricos en prolina y glicina lo que permite formar estructuras
tri o pentaméricas [81]. Galectina-3 es la inica representante de este grupo.

e Repeticiones en tdndem: poseen dos DRC distintos conectados por un péptido
linker. Pertenecen a este subgrupo las galectinas -4, -6, -8, -9y -12.

*misma proteina descubierta en placenta y ovario de oveja.

Galectinas
[ [ [ [ |
Gal-1 Gal-3 Gal-4 Gal-8 Gal-9
» \ ’. . § A b ie; @)) - v ) 0 3 A )
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[ | I } i
Prototipo Quimera Tandem-repeat
% 4 ( i .\ ’ c
DRC Unico DRC Unico N-DRCy C-DRC
Homodimero Oligomero unidos por péptido linker
Baja expresion en higado Baja expresién en higado  Baja expresion en higado Presente en higado Presente en higado
Elevada en CHC Elevada en CHC Elevada en CHC Disminuida en CHC Disminuida en CHC

Figura 7. Estructura conservada de galectinas-1, -3, -4, -8 y -9, y clasificacion segiin su estructura.
En base a sus caracteristicas estructurales, las galectinas se clasifican en “prototipo”, “quimera” y “de
repeticiones en tandem”. La estructura del DRC de Gal-1 se muestra en color azul (Codigo de
identificacion en el Protein Data Bank, PDB: 4Y 1U); la del DRC de Gal-3 en verde (PDB: 4R9A); la del
DRC del extremo amino (N-DRC) de Gal-4 en verde malaquita y la de su extremo carboxilo (C-DRC) en
turquesa (PDB: 4YM3); la del N-DRC de Gal-8 en naranja y la de su C-DRC en rojo (PDB: 3VKM); y la
del N-DRC de Gal-9 esta mostrada en lila y la del C-DRC en violeta (PDB: 3WV6). Todas las estructuras

estan representadas en complejo con lactosa (amarillo) y el N-DRC de Gal-8 con SialLac (3 sialillactosa)

en color cian. Adaptada de [82].

En cuanto a la distribucion tisular, algunos miembros de la familia como Gal-1,
Gal-3, Gal-8 y Gal-9 se encuentran expresadas de forma ubicua incluyendo células del
sistema inmune, sistema gastrointestinal, fibroblastos y neuronas, mientras que otras
galectinas tienen una localizacion tisular mds restringida, como Gal-7 encontrada

preferencialmente en el epitelio escamoso estratificado de intestino y piel, Gal-12
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expresada en el tejido adiposo, Gal-5 en los eritrocitos, Gal-13 en la placenta o Gal-10
en eosinofilos y basoéfilos [83], [84].

Las galectinas se encuentran en el nicleo, citoplasma y también son secretadas
quedando asociadas a la membrana plasmatica o la MEC. No poseen péptido sefial, son
sintetizadas en ribosomas libres del citoplasma y exportadas a través de una via no
clasica, independiente de Golgi, con un mecanismo no completamente dilucidado [85],
[86]. Estudios recientes sugieren que involucraria una acumulacién de galectinas en
parches discretos bajo la membrana plasmatica y su externalizacién a través de
vesiculas extracelulares [87]. La oligomerizacion facilita algunas funciones de las
galectinas como las interacciones célula-célula o célula-MEC. Estas interacciones
proteina-glicano ocurren principalmente fuera de la célula mientras que las
interacciones proteina-proteina en el citoplasma o nucleo median funciones
intracelulares como splicing de pre-ARNm o sefializacion en apoptosis [88], [89].

En cuanto a las diversas funciones, dependiendo de la etapa del desarrollo del
organismo y la localizacion tisular, estas proteinas asumen diversos roles en la
regulacion del ciclo celular, la apoptosis, la inmunidad, la diferenciacion celular y la
morfogénesis, entre otras [90]. Considerando la amplia variedad de funciones de las
galectinas no es extrafio que la desregulacion de la expresion de las mismas esté
implicada en distintas patologias, incluyendo inflamacion y céncer [81]. Las galectinas
han demostrado facilitar varios procesos clave de la progresion tumoral, como la

transformacion de las células tumorales, metéstasis y el escape inmune [91].

2.1.1 Galectinas en el CHC

Mientras que en el higado normal Gal-1, -3 y -4 se expresan en niveles
constitutivos bajos, su expresion en hepatocitos tumorales se encuentra incrementada.
Por otro lado, la expresion de Gal-8 y Gal-9 en tumores hepéaticos se encuentra alterada.
La expresion aberrante de estas galectinas correlaciona con el crecimiento tumoral, la
adhesion de células de CHC a la MEC, la migracion e invasion, la agresividad del

tumor, la metastasis, la recurrencia post-cirugia y el mal prondstico (Revisado en [92]).
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2.2 Galectina-1

Gal-1 es una proteina de ~14,5 kDa, contiene 135 aminoacidos y esta codificada
por el gen LGALS1, de las siglas en inglés lectin, galactoside-binding, soluble 1 [80]. Es
una proteina soluble que pertenece al grupo de galectinas prototipo ya que posee un
unico DRC, y que se encuentra como homodimero en solucién. Cada mondémero
presenta una estructura de sdndwich 3, formada por dos hojas B antiparalelas de cinco
(F1-F5) y seis (S1-Sé6a/b) cadenas cada una. Los extremos carboxilo y amino de cada
monoémero se encuentran en la interfase del dimero, cuya integridad es mantenida por
interacciones hidrofébicas, mientras que el DRC se localiza en cada subunidad en un
bolsillo formado por las cadenas S4-S6a/b (Fig. 8) [93]. Cada monomero contiene seis
residuos de cisteina (Cys2, Cysl6, Cys42, Cys60, Cys88 y Cys130), los cuales deben
encontrarse reducidos para mantener la actividad de lectina [94]. El homodimero se
disocia espontaneamente en concentraciones menores a 7 uM y la forma monomérica

puede unirse a carbohidratos, pero lo hace con menor nivel de afinidad [95].

Figura 8. Estructura de Gal-1. Representacion en modelo de cintas de la estructura cristalizada de Gal-1
(azul) unida al ligando lactosa (amarillo), resuelta por difraccion de rayos X; PDB: 4Y1U. Cada
monomero de Gal-1 posee una estructura de sandwich B: dos hojas B antiparalelas de cinco (F1-F5) y seis

(S1-S6) hebras, respectivamente.

Gal-1 se encuentra tanto en el interior como en el exterior celular. Es una
proteina con caracteristicas citosolicas como un N-terminal acetilado y ausencia de
glicosilaciones. Se la ha encontrado en el nucleo, citosol, a ambos lados de la membrana
plasmatica y en la MEC, a pesar de no poseer una secuencia sefial de secrecion para la

via clasica de reticulo endoplasmatico/Golgi (Revisado en [96]). Existe evidencia de

36



Introduccion | Seccion 2

una posible exportacion via vesiculas, el DRC constituiria el motivo target para la
maquinaria de traslocacion que utilizaria proteinas glicosiladas exponiendo residuos de
B-galactosidos, funcionando ademas como mecanismo de control de calidad ya que la
maquinaria de exportacion solo reconoceria galectinas correctamente plegadas [97].

Desde su descubrimiento, Gal-1 ha demostrado su participacion en diversos
procesos fisiologicos y patologicos. Las funciones intracelulares de Gal-1 se encuentran
principalmente mediadas por interacciones proteina-proteina. Se conoce su
participacion en el procesamiento de ARNm al interaccionar con la proteina gemin 4 en
el nucleo celular [98], y su interaccion con Raf-1 mediando la estabilizaciéon de H-RAS
y la activacion de la via ERK [99]. En cuanto a las funciones extracelulares de Gal-1,
que son dependientes de su actividad de lectina, ocurren gracias a la interaccion del
DRC con los glicoconjugados expuestos en la superficie celular y la MEC. Al igual que
los otros miembros de la familia, Gal-1 posee la capacidad de configurar complejos
multivalentes con glicoconjugados similares a redes o mallas denominadas /attices
[100]. Estas redes formarian parte de la organizacion de dominios de membrana, en la
regulacion de umbrales de sefalizaciébn y en la persistencia de receptores en la
superficie celular disminuyendo la endocitosis [101].

Se han descripto funciones de Gal-1 en el desarrollo y diferenciacion del tejido
hematopoyético, musculo esquelético por la estimulacion de células madre neuronales
[96], asi como funciones durante el embarazo como la modulacion de la respuesta
inmune materna, roles en la implantacion y placentacion del embrion, migracion del
trofoblasto, invasion, formacion del sincicio, entre otros (Revisado en [102].

Dentro del sistema inmune Gal-1 cumple variadas funciones. Se encuentra
abundantemente expresada en sitios inmunoprivilegiados como placenta, testiculo y ojo,
a la vez que es regulada positiva o negativamente en condiciones inflamatorias
incluyendo infecciones microbianas, autoinmunidad, alergias, enfermedades
neurodegenerativas, desordenes reproductivos y cancer (Revisado en [103]). En
modelos experimentales se observd que la expresion de Gal-1 es maxima durante la fase
de resolucion en enfermedades autoinmunes como encefalomielitis, artritis reumatoidea
o diabetes autoinmune entre otras, a través de la modulacion de macrofagos, neutrofilos
y células dendriticas [104]. Por otro lado, Gal-1 cumple un rol esencial al inducir la
apoptosis de linfocitos T activados [105], [106].

Se ha reportado la expresion incrementada de Gal-1 en carcinoma de higado,

colon, mama, pulmoén, cabeza y cuello, ovario, prostata, sarcoma de Kaposi, neoplasia
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mieloproliferativa y linfoma de Hodgkin (Revisado en [107]). Gal-1 también se ha
encontrado sobreexpresada en el estroma circundante a las células tumorales [108],
[109]. Gal-1 extracelular también fue detectada en el plasma de pacientes con cancer
colorrectal y carcinoma escamoso de cabeza y cuello, a la vez que altos niveles
correlacionaron con peores pronosticos [110], [111]. Resultados similares, vinculando
altos niveles de Gal-1 en el tumor con el estadio de éste y el mal prondstico clinico
fueron encontrados en pacientes con cancer gastrico, de cuello de tutero, glioblastoma,
colon, mama, sarcoma de Kaposi y prostata, lo que posiciona a Gal-1 como posible
biomarcador y blanco terapéutico en cancer (Revisado en [107], [112]). Dado el
especial interés de este trabajo en el CHC, la participacion de Gal-1 en este tipo de
cancer sera abordado en detalle, asi como sus roles en la angiogénesis y diseminacion

tumoral.

2.2.1 Gal-1 en el CHC

El estado de metilacion del promotor del gen LGALS! fue identificado como un
mecanismo central que controla la expresion de la proteina tanto en tejidos normales
como en células transformadas y tumores [84]. En algunos trabajos se identifico la
expresion de Gal-1 dramaticamente aumentada en el CHC y su correlacion con peores
prondsticos luego de la reseccion quirrgica [113], [114]. Kondoh y colaboradores
[115] estudiaron el estado de metilacion del promotor del gen de Gal-1, encontrando
que ciertos dinucléotidos CpG alrededor del sitio de inicio de la transcripcion se
encontraban frecuentemente metilados en el higado no tumoral, mientras que en
tumores y lineas tumorales se encontraba hipometilado. En un andlisis de
inmunohistoquimica en tumores de CHC se encontré también una acumulacion
preferencial de Gal-1 en el tejido estromal circundante al tumor sugiriendo la secrecion
y acumulacion de Gal-1 por parte de los hepatocitos tumorales [116]. Resultados de
nuestro laboratorio abonaron a esta teoria demostrando que la sobreexpresion de Gal-1
en c¢lulas de CHC humano, HEPG2, promueve el crecimiento tumoral y la metéstasis
in vivo. Ademas se demostrd6 que Gal-1 favorece la adhesion celular a laminina,
componente mayoritario de la MEC y membranas basales, y que el efecto pro-adhesivo
es mediado especificamente por integrinas ai, o2, 03, oy Y Pi1, a través de las vias de
sefalizacion PI3K y/o ERK1/2 [117]. Estas vias son estimuladas por la activacion de H-

Ras. Varios trabajos demostraron que Gal-1 estabiliza la formacion de nanoclusters de
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H-Ras en membrana, lo que contribuye a la transformacion maligna alterando procesos
de supervivencia celular, migracion y proliferacion [99], [118], [119].

Hay evidencia del efecto inmunomodulador de Gal-1 en distintos tumores,
inclusive en el CHC. Garin y colaboradores [120] demostraron que Gal-1 es un
modulador central sobre células T regulatorias (Tregs) CD4"CD25", las cuales tienen un
rol esencial en la inmunidad tumoral. Se observo que el numero de células Tregs se
encuentra incrementado en pacientes con neoplasias [121], y también una correlacion
positiva entre la expresion de Gal-1 y la infiltracion tumoral de Tregs FoxP3" [114]. En
otro trabajo, se demostro la sobreexpresion de Gal-1 en células estrelladas asociadas al
CHC coincidente con la expresion disminuida del micro ARN miR-22. Los autores
demostraron que esto conduce a la induccion de apoptosis en linfocitos T y a un
desbalance en la produccion de citoquinas en los linfocitos Th1/Th2, sugiriendo que
Gal-1 promueve un microambiente inmunosupresivo favoreciendo el desarrollo del
tumor [122], [123].

Para comprender el rol de Gal-1 y su contribucion al desarrollo del CHC,
nuestro laboratorio se propuso continuar estudiando los mecanismos moleculares
involucrados utilizando lineas celulares tumorales y modelos in vivo. Se demostré que
la sobreexpresion de Gal-1 en hepatocitos tumorales HEPG2 induce la transicion
epitelio-mesénquima (TEM), proceso que incluye la pérdida de uniones adherentes,
pérdida de polaridad celular y expresion de marcadores mesenquimales, resultando en la
transformacion de la célula epitelial hacia un fenotipo fibroblastoide. Las células que
sobreexpresan Gal-1 también muestran una mayor adhesion a proteinas de la MEC y
adquieren resistencia a anoikis (son capaces de crecer en forma independiente del
anclaje). Ademads, demostramos que la sobreexpresion de Gal-1 conduce a la
hiperactivacion de las vias de PI3K/Akt y WNT/B-catenina [124].

Resultados de nuestro laboratorio también demostraron que niveles
incrementados de Gal-1 en células HEPG2 generan tumores mas resistentes al
tratamiento con Doxorrubicina y Sorafenib. Demostramos que esto ocurre por medio
del aumento de transportador de drogas glicoproteinas-P (gp-P) y la disminucion de los
niveles intracelulares de la droga [125].

Recientemente, en un modelo de ratones con esteatohepatitis asociada a
disfuncion metabolica y CHC (MASH-HCC, por sus siglas en inglés), con dieta
occidental alta en azlcares y grasas, se demostrd una relacion entre Gal-1 y la via de

sefalizacion Rho en multiples niveles (Rho GTPasas, GTPasas efectoras y activadoras
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de protein kinasas). Por analisis del transcriptoma se observd que ratones que
sobreexpresaban Gal-1 en higado aumentaban también las vias de fosforilacion post-
traduccional, desgranulacion de plaquetas, efectores de Rho GTPasas y degradacion de
la MEC. Por otra parte, el silenciamiento de Gal-1 regul6 negativamente dichas vias, lo
que demuestra un impacto directo de los niveles de esta galectina en los procesos de
remodelacion de la MEC y la TEM [126]. En otro interesante trabajo del mismo autor,
se observo que el silenciamiento de Gal-1 en un modelo de ratones con CHC reducia la
TEM vy la formacién de matriz en los margenes del tumor, provocando la infiltracién de

c¢lulas inmunes y la expansion de linfocitos T citotoxicos [127].
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Figura 9. Roles de Gal-1 descriptos en el microambiente tumoral. Gal-1 participa de diversos
procesos clave en la progresion, metastasis y recurrencia de tumores de CHC. Ademas del crecimiento
tumoral, Gal-1 se encuentra involucrada en la transformacién maligna, adhesion célula-célula, célula-
MEC, angiogénesis, quimiorresistencia y escape del tumor al sistema inmune [99], [114], [117], [123],

[125], [126], [124].

2.2.2 Gal-1 en la diseminacion tumoral

La diseminacién de células tumorales es un proceso complejo que consta de
sucesivas etapas que incluyen la adhesion célula-célula, célula-MEC, migracion,
invasion, angiogénesis y evasion de la respuesta inmune. Tradicionalmente se la ha
entendido como un proceso lineal y secuencial pero més recientemente se acepta que el
proceso metastdsico involucra multiples mecanismos paralelos de diseminacion [128].
Entre ellos, Glinsky y colaboradores [129] demostraron que la adhesion al endotelio
vascular de células tumorales metastisicas y la adhesion homotipica (agregacion)
representan dos pasos coordinados en la diseminacion tumoral. Los investigadores
propusieron que la adhesiéon homo- y heterotipica mediada por galactdsidos y galectinas
en el endotelio microvascular cumplen un rol importante en las etapas tempranas de la
diseminacion tumoral. Se ha descripto que Gal-1 favorece la adhesion de células a
componentes de la MEC como laminina y fibronectina en distintos tipos de cancer,
como los de ovario y prostata [91], y a células del endotelio vascular [130], [131]. Las
interacciones cé€lula-célula se establecen a través de diversas moléculas que se clasifican
en cadherinas, integrinas, selectinas y la superfamilia de inmunoglobulinas [132]. Las
integrinas son heterodimeros no covalentes formadas por o y f subunidades que se unen
a ciertos ligandos de la MEC como laminina, fibronectina y coldgeno dependiendo su
selectiva afinidad dada por la combinacion de subunidades. Dado que Gal-1 ha sido
descrita en numerosas ocasiones como ligando de integrinas en diversos tejidos [82], se
ha propuesto que podria modular los mecanismos de adhesion celular en la metastasis
tumoral a través de la union o regulacion de la expresion de las integrinas [91]. En
nuestro laboratorio se demostr6 que tanto la adicién de galectina-1 recombinante (rGal-
1), como la sobreexpresion de la proteina endogena, incrementan la adhesion de células
HEPG?2 a laminina [117], a la vez que el aumento de la expresion de Gal-1, en parte
inducido por TGFI1, promueve la adhesion de las células de CHC al endotelio
sinusoidal hepatico [133]. Esto representaria un mecanismo a través del cual Gal-1

induce la diseminacion de los hepatocitos tumorales.
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2.2.3 Gal-1 en el endotelio tumoral

La expresion basal de galectinas en el endotelio humano normal quiescente se
restringe a las galectinas-1, -3, -8 y -9 [134], [135]. Por inmunohistoquimica (IHQ) se
reportd que la expresion de Gal-1 se encuentra ampliamente distribuida en el endotelio
vascular pero con niveles muy bajos, mientras que las otras galectinas varian su
expresion y localizacion dependiendo del tejido de origen. La activacion endotelial in
vitro incrementa significativamente la expresion global de Gal-1 a la vez que disminuye
los niveles intracelulares de Gal -8 y Gal-9 (pero aumentan levemente en membrana),
mientras que Gal-3 no se ve afectada [135]. Se ha demostrado que ciertos
desencadenantes como las citoquinas, factores de crecimiento o la hipoxia pueden
alterar los patrones de glicosilacion en la superficie de CE afectando la capacidad o
permisividad de unioén de las galectinas hacia receptores especificos, lo cual interfiere
con la funcionalidad del endotelio [136], [137], [138].

En 2006, Thijssen y colaboradores encontraron, por medio de distintas técnicas
para identificar interacciones proteina-proteina, que Gal-1 era la proteina blanco del
péptido anti-angiogénico Anginex, disefiado previamente en su laboratorio con eficacia
como terapia en la angiogénesis tumoral [139], [140]. Numerosas publicaciones en los
afos siguientes dieron soporte para establecer que Gal-1 posee un rol clave en la
angiogénesis de células endoteliales in vitro y angiogénesis in vivo [141], [142], [143],
[144], [145], [146], [147], [148]. Hsieh y colaboradores encontraron que Gal-1 se une a
través del DRC a neuropilina-1, un correceptor de VEGFR-2, aumentando la
fosforilacion de este ultimo y con ello, su sefializacion rio abajo. Croci y colaboradores
[145] demostraron luego en el sarcoma de Kaposi la union de Gal-1 a VEGFR-2, con un
patron de glicosilacion alterada, lo que permite la induccion de la via angiogénica. A su
vez, D’Haene y colaboradores [149] reportaron que Gal-1 induce la fosforilacion de
VEGFR-2, mecanismo que podria mediar un retraso en la endocitosis del receptor. Es
interesante notar que el agregado de un anticuerpo bloqueante de VEGFR-2 s6lo inhibid
los efectos proangiogénicos de Gal-1 de forma parcial, revelando la existencia de otros
mecanismos alternativos por los que la galectina actuaria. En un trabajo mas reciente,
Cheng y colaboradores [150] observaron una correlacion in vivo entre los niveles de
expresion de Gal-1 y los de VEGF/VEGFR-2 en un modelo de ratones con isquemia
cerebral inducida. En ratones tratados diariamente con Gal-1 se observo la remodelacion

vascular y reperfusion sanguinea post—isquemia, a diferencia de lo observado en ratones
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knock out (KO) para Gal-1. Recientemente también fue sugerido que Gal-1 podria
interactuar, entre otros, con transcriptos ARNm de VEGF, lo que podria interferir con la
traduccion y/o secrecion del potente inductor angiogénico proponiendo un nuevo
mecanismo [151] [148].

En nuestro laboratorio previamente describimos el efecto de Gal-1 secretada por
los hepacitos tumorales sobre el endotelio asociado al CHC y el microambiente tumoral.
Entre otros resultados demostramos que, tanto la proteina secretada por células HEPG2
asi como la obtenida de forma recombinante inducian la proliferacién y migracion de
las CESHs SK-HEP-1 aisladas del liquido ascitico de un paciente con CHC [133].

Si bien algunas proteinas han sido identificadas como receptores de Gal-1 y
algunas son conocidas por su importancia en la biologia endotelial [82], [96], ain
quedan interrogantes sobre como las interacciones Gal-1/glicoconjugados contribuyen a

la funcion celular y el proceso angiogénico tumoral, en particular en el CHC.
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Secciéon 3: Aminopeptidasa N/ CD13

3.1 Consideraciones generales

Las aminopeptidasas son enzimas que catalizan la ruptura de diversos sustratos
oligopeptidicos hidrolizando los aminoacidos desde el amino terminal. Son
exopeptidasas ya que liberan el o los aminoacidos terminales. Se encuentran
ampliamente distribuidas en el reino vegetal y animal, asi como en bacterias. Se
clasifican principalmente en base a su localizacion subcelular, cation metélico utilizado
en la reaccion catalizada, resistencia al inhibidor bestatina y pH optimo (Revisado en
[152]). La aminopeptidasa N fue identificada por primera vez en 1952 por su actividad
como cisteinil-glicinasa [153]. En los afios posteriores pudo ser aislada mediante
cromatografia y bioquimicamente caracterizada. Se le otorgd el nombre aminopeptidasa
M, por su presencia en membrana; y también, alanil aminopeptidasa o aminopeptidasa
N por su preferencia hacia aminoacidos neutros [154], [155].

Las células de linaje mieloide normales y leucémicas contienen un set de
antigenos de membrana Unicos, los cuales se llamaron por convencion differentiation
clusters (CD) debido a su reactividad hacia anticuerpos monoclonales. Algunos
anticuerpos unian especificamente una glicoproteina de membrana de aproximadamente
150 kDa que se expresaba en células del linaje granulocitos-monocitos en todos los
estadios de diferenciacion, incluidas células progenitoras ya comprometidas. Dicho
cluster al cual se asignd el numero 13, también se expresaba en blastocitos en una alta
proporcion de pacientes con leucemia mieloide aguda [156], [157], [158]. En 1989, un
grupo de investigadores determiné la estructura primaria de la proteina, la cual resultd

ser idéntica a la descripta para aminopeptidasa N [159].
3.1.1 Estructura de CD13

En la actualidad, CD13/aminopeptidasa N se clasifica como una proteina
integral de membrana tipo Il y a su vez, pertenece a la familia M1 de las zinc
metaloproteasas, también llamadas gluncinzinas [160]. En la mayoria de las especies
existe como homodimero en la membrana plasmatica, el cual se dimeriza en el reticulo

endoplasmatico previo a la asociacidon con el aparato de Golgi [161]. CD13 también se
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ha encontrado de forma soluble en plasma y orina, con un mecanismo de liberacion de
la membrana atn no caracterizado [162], [163].

En su extension completa, la proteina CD13 de origen humano se compone de
967 aminoacidos y 7 secciones [164], [165](Fig. 9). Posee 4 ectodominios, el primero
(I) estabiliza la proteina en la membrana plasmatica; el ectodominio II contiene el sitio
catalitico y el sitio de union a zinc localizado en una cavidad amplia e interna,
inaccesible al grueso del solvente; el ectodominio IV es el responsable de la interfase
dimérica por medio de interacciones hidrofébicas. Para la actividad catalitica, los 4
ectodominios se encuentran coordinados para formar una conformacion abierta o
cerrada, lo cual permite al sustrato atravesar un canal negativamente cargado hacia el
sitio catalitico, lo que explicaria la particular afinidad a péptidos cortos. El ectodominio
IIT permitiria un movimiento de 15° que origina la disposicién abierta o cerrada. La
proteina posee una unica region transmembrana de 24 aminoécidos hidrofobicos con

una seccion citoplasmatica de apenas 9 aminoacidos.

I Membrana plasmatica I

(8)
Figura 10. Estructura de CD13/aminopeptidasa N. (A) Organizacion de los dominios del monémero
de CD13 humano. El dominio citoplasmatico se muestra en color blanco; el segmento transmembrana en
color negro; el tallo rico en serina (ser)/treonina (thr) se muestra en gris y el resto de los ectodominios se
muestran en color azul (I), verde (II), magenta (III) y amarillo (IV). Los numeros indican los limites de
cada dominio. (B) Representaciéon en modelo de cintas de la estructura cristalizada de los ectodominios de
CDI13 humana dimerizada y representada en su probable orientacién en la membrana plasmatica. Los
colores se corresponden con los descriptos anteriormente. Las esferas amarillas indican la localizaciéon del
sitio activo en el dominio II (s6lo se observa en el mondmero izquierdo) mientras que los sitios de N-

glicosilacion se muestran en modelo de barras. Tomado y adaptado de [164].

45



Introduccion | Seccion 3

Las glicosilaciones son una modificacion post-traduccional muy comun en
proteinas de membrana y de exportacion, lo que contribuye a la generacion de distintas
variantes con funciones y localizaciones distintas. El peso molecular de CD13 sin
glicosilar es de 110 kDa, mientras que las distintas glicoformas encontradas oscilan
entre 130 y 250 kDa, representando entre un 20 y 40 % de su masa total [166], portando
residuos glicosilados en 10 sitios de N-glicosilacion segtn el andlisis de su secuencia
[167]. La N-glicosilacién consiste en la adiciéon de una cadena de oligosacaridos de
complejidad variable en un aminoacido asparagina (N) que se halla en la secuencia de
aminoacidos N-X-Ser/Thr. En cuanto a la O-glicosilacion, consiste en la adicion
covalente de una N-acetil-galactosamina (GalNAc) en un atomo de oxigeno de los
aminodcidos serina o treonina. En CD13 se han encontrado sitios de O-glicosilacion
principalmente en la region del tallo [168], [169]. Si bien la existencia de isoformas o
glicoformas de CDI13 tejido-especificas ha sido postulada reiteradas veces, fue
recientemente que se demostraron distintos patrones de glicosilacion, no sélo en
distintos tejidos sino principalmente entre tejidos normales y tumorales, presentando a

CD13 como una oportunidad de blanco terapéutico [170].

3.1.2 CD13 como proteina multiproposito

Aminopeptidasa N/CD13 ha sido denominada una proteina multipropdsito por la
multiplicidad de funciones que posee en los distintos sistemas en los que se la ha
estudiado [167]. Estas funciones resultan de 3 tipos de mecanismos de accion
conocidos: enzimatico, endocitosis y sefializacion molecular.

La expresion de CD13 se considera ubicua debido a la presencia generalizada en
algunos 6rganos, tejidos y tipos celulares del cuerpo humano como el epitelio ribete en
cepillo de los rifiones, intestino delgado, membranas sinépticas en el sistema nervioso,
placenta, cerebro, higado y en varios tipos celulares incluyendo linfocitos, monocitos,
macrofagos, granulocitos, células del estroma, fibroblastos, musculo liso y osteoclastos
[167], [171], [172]. En las células endoteliales vasculares, su expresion se encuentra
ausente, pero se ha reportado su expresion en el endotelio tumoral [173], [174]. En
cuanto a la regulacion génica se demostrd que su expresion estd controlada por dos
promotores distintos, separados por un intréon de 8 kb, que produce dos transcriptos que
solo difieren en la regiéon 5" no codificante. Un promotor cercano al inicio de

transcripcion dirige la expresion en células del intestino, rifion, higado y endoteliales
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mientras que el promotor distal regula la expresion de CD13 en células mieloides y
fibroblastos [166], [175]. Dada la expresion ubicua de CD13 y que distintas isoformas
exhiben especificidad variable por sus ligandos, se ha sugerido que las funciones de esta
proteina probablemente dependan del sitio de expresion [176].

Entre las funciones fisiologicas descriptas, se reportd que la actividad enzimatica
de la aminopeptidasa N es necesaria para la degradacion de péptidos, la captacion de
aminoacidos y el metabolismo del tripéptido glutation en el ribete en cepillo de las
microvellosidades del epitelio del intestino delgado para facilitar la reabsorcion [177].
En el tejido nervioso, la proteina posee roles clave en el metabolismo de neuropéptidos
incluyendo la inactivaciéon de encefalinas y endorfinas en la transduccion de sefiales
[178] y en el procesamiento de angiotensina III, influenciando la liberacion de
vasopresina [179]. Esta cualidad también se observo in vivo en la capacidad de
disminuir la presion sanguinea en ratas hipertensas [180]. Dada la abundante presencia
de CD13 en el plexo coroideo, se ha sugerido también que actla como una barrera
protectora de los péptidos circulantes que podrian ser potencialmente dafinos para el
cerebro [181]. En el campo de la inmunologia, CD13 posee un rol clave en el
crecimiento y maduracion de células dendriticas y la activacion de macrofagos [182].
Ademas se ha descrito su participacion en el remodelado extracelular de péptidos
antigénicos de moléculas del CMH (complejo mayor de histocompatibilidad) [183], su
rol esencial en la fagocitosis, inflamacion y la degradacion con la subsecuente
inactivacion de diversas citoquinas (Revisado en [167]).

Por otro lado, algunas funciones de CDI3 resultan independientes de su
actividad enzimatica, por ejemplo, actia como receptor del coronavirus 229E en
humanos [184], del coronavirus respiratorio porcino (CoV), del virus porcino de la
gastroenteritis transmisible (TGEV por sus siglas en inglés), del virus felino de
peritonitis infecciosa (FIPV), y del coronavirus felino entérico (FeCoV) y canino
(CCoV) [185]. La especificidad en cada especie se encuentra estrechamente relacionada
a los sitios de N-glicosilacion [186]. CD13 participa también como receptor en eventos
tempranos del contagio por citomegalovirus humano (HCMV), asociandose a particulas
viricas durante la etapa de maduracion y volviéndose proteina inmunogénica durante la
infeccidn, por lo que se encuentran anticuerpos anti-CD13 en pacientes cursando la
enfermedad y en pacientes con enfermedades autoinmunitarias positivos para

autoanticuerpos HCMV-IgG [187], [188].
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Ademas, tanto la sobreexpresion como la actividad incrementada de CD13 se
han reportado en la literatura de forma extensiva y se ha sugerido a esta proteina como
marcador diagndstico en varias patologias como diabetes e hipertension [180],
enfermedades coldgeno-vasculares (grupo de trastornos autoinmunes que afectan los
tejidos conectivos, huesos y tendones) [189], Enfermedad de Crohn [188] y en distintos
tipos de céancer. Dado el particular interés para este trabajo, se revisard en mayor

profundidad la asociacion entre CD13 y el cancer en la proxima seccion.

3.2 CD13 encanceryenel CHC

La expresion de CD13 en tumores se ha asociado fuertemente a la progresion de
la enfermedad, especialmente a la angiogénesis tumoral y la metéstasis [167], [190].
Niveles inusualmente altos de CDI13 se han encontrado en distintos tipos de cancer
como los de mama [171], [191], ovario [192], tiroides [193], pancreas [194], colorrectal
[195] y de pulmén [196]. En el céncer de pancreas, donde ha sido estudiado
intensivamente, los niveles séricos de CD13 correlacionan con el tamano del tumor,
metastasis en nodulos linfaticos y grado metastasico. Se lo considera un biomarcador
diagndstico y prondstico en etapas tempranas de la enfermedad y predictor de
supervivencia general [197]. Song y colaboradores [198] estudiaron la expresion de
CD13 y TGFpB1 en tumores primarios y metastasicos en cancer gastrico, observando
también una correlacion entre el tamafio tumoral, la metéstasis en nodulos linfaticos y la
diferenciacion tumoral. En otros tipos de céncer, la relacion no resulta tan lineal y
existen reportes contradictorios. Por ejemplo, en el cancer renal, Ishii y colaboradores
[199] encontraron disminuidos los niveles de CDI13 en comparacion al tejido
circundante no tumoral. Sin embargo en un trabajo mas reciente, Liu y colaboradores, si
bien demostraron por IHQ y Western blotting una menor expresion de CDI3 en el
tumor con respecto al tejido circundante normal, también encontraron que el tratamiento
con bestatina (inhibidor de aminopeptidasas) inhibia la proliferacion, migracion e
invasion de células renales tumorales [200]. Por otro lado, en pacientes con céncer de
colon se encontrd que la actividad enzimatica elevada de CD13 en el tejido tumoral
correlacionaba con mejor supervivencia general, pero baja actividad en la proteina
soluble en plasma correlacionaba con peores prondsticos, sin que existiera relacion entre

los niveles de expresion séricos y tumorales [201].
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CD13 es un marcador de células madre tumorales en el CHC [202] y
colangiocarcinoma [203]. Las denominadas Cancer Stem Cells (CSC) son células que
exhiben un fenotipo del estilo progenitor, y son constituyentes de la mayoria de los
canceres solidos y lineas celulares derivadas de ellos con capacidad de autorenovacion.
Esta cualidad seria de gran relevancia clinica por la capacidad de iniciacion y
progresion del tumor asi como la resistencia, recurrencia y metastasis luego de la terapia
quirtirgica o sistémica [204]. Entre otras caracteristicas, las CSC pueden ser
identificadas por marcadores de superficie especificos. El hecho de haber descubierto
que CD13 es un marcador de CSC en el CHC y el colangiocarcinoma [205] [203], abrid
el camino a nuevas investigaciones sobre esta proteina en los tumores hepaticos. Entre
otros mecanismos, se encontrdé que la alta expresion de CD13 esta asociada a la TEM
inducida por TGFp y a la prevencion del aumento de los niveles de especies reactivas
del oxigeno (ROS por sus siglas en inglés), lo que facilita la supervivencia de las
células. Ademas, la inhibicion farmacolédgica de la aminopeptidasa protege a las CSC de
la muerte inducida por apoptosis [206] y las sensibiliza a los efectos de drogas
terapéuticas como doxorrubicina y 5-fluorouracilo [207], [208]. Mas recientemente, Hu
y colaboradores llevaron adelante un estudio clinico en el que observaron que altos
niveles de expresion de CD13 en muestras metastasicas de CHC correlacionaban con
peores pronosticos de los pacientes luego de la reseccion quirurgica. También
encontraron que tanto la administracion de bestatina como el silenciamiento mediante
siRNA lograban superar la resistencia a sorafenib. El estudio demostré que la
sobreexpresion de CD13 conducia a la consiguiente activacion de la via de sefializacion

NF-«B, implicada en procesos inflamatorios y tumorales [209].

3.2.1 CD13 en el proceso de adhesion

La participacion de CDI13 en la adhesion celular se estudio
principalmente en células mieloides y en menor medida, en células tumorales. En
experimentos de inmunofluorescencia, Menrad y colaboradores [210] demostraron que
CD13 se ubica en forma difusa en membrana de cé¢lulas de melanoma aisladas, pero se
relocaliza hacia las zonas de contacto célula-célula al alcanzar la confluencia. En otro
trabajo se encontr6 que el entrecruzamiento de dimeros de CDI13 en monocitos
humanos da como resultado un fendmeno de intensa agregacion homotipica,

independiente de la actividad enzimatica [211]. Ademds se reportdé que Gal-3 se
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encuentra asociada a CD13 en monocitos, pero se disocia durante la agregacion celular
[212]. Adicionalmente, en el estudio de adhesion de monocitos a células endoteliales, se
encontrd que los receptores CD13 presentes en la membrana de cada tipo celular se
encontraban formando parte de los mismos complejos durante la adhesion heterotipica,
estudiado por co-inmunoprecipitacion [213]. Utilizando células HUVEC silenciadas
para CD13 se demostro también la participacion de esta proteina en la migracion y

adhesion a proteinas de la MEC como colégeno y fibronectina [214].

3.2.2 CDI13 en la angiogénesis tumoral

Pasqualini y colaboradores [215] fueron pioneros en el estudio de péptidos
residentes en tumores (tumor-homing peptides) lo que llevo al descubrimiento del
péptido asparagina-glicina-arginina (NGR) utilizando la tecnologia de phage-display, lo
que luego les permitiria acoplar drogas tumorales al péptido y dirigirlos hacia el sitio
del tumor con una eficacia muy alta [216]. En los afios siguientes, demostraron que
CD13 era un receptor del péptido NGR en capilares tumorales y otros vasos sanguineos
en proceso angiogénico [173], abriendo un nuevo campo de estudio en relacion a la
proteina. La expresion de CD13 se encuentra regulada positivamente, tanto a nivel de
ARN mensajero como de proteina, en el endotelio vascular en respuesta a hipoxia y a
otros factores de crecimiento angiogénico, incluyendo bFGF, TNFa y VEGF [217]. En
otro estudio sobre el endotelio, el silenciamiento a través de siARN dirigido a CD13
redujo la migracion y formacion de tubulos de células HUVEC, sugiriendo una
actividad angiogénica fisiologica [214]. Posteriormente, sin embargo, se observo que
ratones KO para la aminopeptidasa no conllevaba anormalidades fisiologicas, excepto
en condiciones de hipoxia donde la respuesta angiogénica se veia deteriorada [218].

Los roles de CD13 en la angiogénesis tumoral demostraron ser importantes para
el crecimiento tumoral dado que la inhibicion de su actividad mediante distintos
inhibidores como bestatina y anticuerpos bloqueantes, y la pérdida de expresion

indujeron el colapso de la neovasculatura tumoral [190], [219].

3.2.3 Terapias antitumorales

Dados los importantes roles demostrados en la progresion tumoral, CD13 se ha

convertido en un interesante objetivo para el desarrollo de nuevas drogas
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anticancerigenas. Diversos inhibidores de CD13 se encuentran en diferentes etapas de
investigacion preclinica y clinica. Si bien, ningtn inhibidor ha sido aprobado aun para el
tratamiento en humanos en Europa o Estados Unidos (Revisado en [220]), en Japon,
Ubenimex (bestatina) se encuentra autorizado como terapia antitumoral e
inmunomoduladora para cancer de pulmén y leucemia aguda [221]. Recientemente se
ha desarrollado un derivado de la molécula de bestatina que promete mayor capacidad
antitumoral con menores efectos adversos [222]. La falta de especificidad de los
inhibidores conocidos a la amplia familia de aminopeptidasas e incluso metaloproteasas,
representa un desafio significativo para el desarrollo de inhibidores de CD13. Por otro
lado, el uso de anticuerpos con enfoque terapéutico dependera de la capacidad de éstos
de unirse a las glicoformas de CD13, selectivamente expresadas en tejidos tumorales
pero ausentes en normales, como ya se ha logrado para las glicoformas tumorales de

otros receptores como LYPD3, MUC1 y CD43 [170].

3.3CD13 vy Gal-1

3.3.1 Resultados del laboratorio atin no publicados

Resultados previos de nuestro grupo que dieron origen a la Tesis Doctoral de la
Bioquimica Malena Manzi demostraron que Gal-1 secretada por las células de CHC
HEPG?2 promueve la proliferacion y migracion de las CESHs SK-HEP-1 y la adhesion
de los hepatocitos tumorales al endotelio [133], sugiriendo que Gal-1 cumpliria un rol
importante en la angiogénesis y diseminacion tumoral en el microambiente del CHC.

Dado que los efectos descriptos eran dependientes de la interaccion de Gal-1 (a
través de su DRC) con glicoconjugados, luego se llevo a cabo la bisqueda de posibles
receptores de la galectina en la superficie de células SK-HEP-1. Para ello, una fraccion
de proteinas de membrana de dichas células se someti6 a una cromatografia de afinidad
en una columna de rGal-1. Las proteinas adsorbidas se eluyeron con lactosa por
competencia, se resolvieron mediante SDS-PAGE, y se tifieron con Coomassie Brilliant
Blue. Las bandas seleccionadas se escindieron y se realizd una digestion con tripsina de
las proteinas inmersas en el gel. Luego, los péptidos resultantes se extrajeron de dicho
gel y se analizaron en un espectrometro de masa 4800 MALDI TOF TOF. Las proteinas
fueron identificadas de acuerdo con la busqueda y comparacion de perfiles de masas

utilizando el programa MS/MS ion search de MASCOT con restriccion taxondémica
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utilizando la base de datos NCBInr. Los experimentos de espectrometria de masa y el
analisis de los datos se realizaron a través del servicio brindado por el Laboratorio
Nacional de Investigacion y Servicios en Péptidos, Proteinas y Espectrometria de Masa
(LANAIS-PROEM, IQUIFIB, UBA-CONICET).

El estudio de los espectros de fragmentacion permitio identificar los péptidos
indicados en rojo en la figura 11, correspondientes a la proteina CD13 (103 kDa,
Uniprot P15144), con un porcentaje de cobertura de la secuencia proteica del 24 %

(Resultados no publicados, tesis doctoral M. Manzi, 2016).

Aminopeptidasa N (CD13) (103 kDa)

1 MAKGFYISKS LGILGILLGV AAVCTIIALS VVYSQEENKN ANSSPVASTT

51 PSASATTNPA SATTLDQSKA WNRYRLPNTL KPDSYRVTLR PYLTPNDRGL
101 YVFKGSSTVE FTCEEATDVI ITHSEKLNYT LSQGHEVVLR GVGGSQEPD
151 DETELVEPTE YLVVHLEGSL VEDSQYEMDS EFEGELADDL AGFYRSEYME
201 GNVREVVATT QMQAADARKS FPCFDEPAME AEFNITLIHP KDLTALSNML
251 PEGPSTPLPE DPNWNVTEFH TTPEMSTYLL AFIVSEFDYV EEKQASNGVLI
301 RIWARPSAIA AGHGDYALNV TGPILNFFAG HYDTPYPLPK SDQIGLPDEN
351 AGAMENWGLV TYRENSLLFD PLSSSSSNEE RVVTVIAHEL AHQWEGNLVT
401 IEWWNDLWLN EGFASYVEYL GADYAEPTWN LEDLMVLNDV YRVMAVDALA
451 SSHPLSTPAS EINTPAQISE LFDAISYSEG ASVLEMLSSF LSEDVEFEQGL
501 ASYLHTFAYQ NTIYLNLWDH LOQEAVNNESI QLPTTVEDIM NEWTLOMGEP
551 WVITVDTSTGT LSQEHFLLDP DSNVTRPSEF NYVWIVPITS IRDGRQQODY
601 WLIDVRAQND LFSTSGNEWV LLNLNVTGYY RVNYDEENWR KIQTQLQRDH
651 SATPVINRAQ IINDAFNLAS AHEVPVTLAL NNTLFLIEER QYMPWEAALS
701 SLSYFELMFD RSEVYGPMEN YLEEQVTPLE IHFENNTNNW REIPENTMDQ
751 YSEVNAISTA CSNGVPECEE MVSGLFEQWM ENPNNNEIHP NLRSTVYCNA
801 IAQGGEEEWD FAWEQFENAT LVNEADELRA ALACSKELWI TR
851 PDLIRKQDAT STIISITNNV IGQGLVWDEV QSNWKKLEND YGGGSES
901 LIQAVTRREFS TEYELQQLEQ FEEDNEETGE GSGTRALEQA LEKTKANIEW
951 VEENKEVVLQ WETENSK

Figura 11. Secuencia de aminoacidos de la proteina aminopeptidasa N, APN/CD13. El analisis se
realizé con el programa MS/MS ion search de MASCOT con restriccion taxondmica y se utilizo la base
de datos NCBInr. En rojo se resaltan los péptidos obtenidos por digestion triptica que permitieron la

identificacion de la proteina (Resultados no publicados, tesis doctoral M. Manzi, 2016).

Se investigd también la posible colocalizacion de Gal-1 y CD13 en la membrana
plasmatica para lo cual se realizé una doble inmunomarcacion en las células SK-HEP-1
en ausencia de agentes permeabilizantes y se observo en un microscopio confocal. Las
fotografias en la figura 12 muestran la superposicion de ambos canales (fluorescencia
verde y roja) lo que permite inferir que Gal-1 y CD13 colocalizan en la superficie de las

células SK-HEP-1. Mediante el programa [lmage Pro Plus se calculd el indice de

52



Introduccion | Seccion 3

Manders y determiné que, en casi la totalidad de las células (> del 98 %) la sefial de
CD13 coincidia con la de Gal-1 (y viceversa). Ademas, para confirmar la interaccion de
Gal-1 con glicanos, las células se preincubaron durante 30 minutos con lactosa (100
mM) de forma de bloquear el DRC de la galectina. La presencia de lactosa generd una

disminucién del porcentaje de células que mostraron colocalizacion de ambas proteinas.

CD13 Superposicion
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Figura 12. Colocalizacion de CD13 y Gal-1 en la membrana de las células SK-HEP-1. Se muestran

SK-HEP-1

SK-HEP-1

SK-HEP-1
+ lactosa

fotografias representativas de un campo (panel superior) y de 1 o 2 células (panel inferior) en ausencia o
presencia de lactosa. La doble inmunomarcacion se realizé con un anticuerpo anti-CD13 (WMIS,
ab7417) y el anticuerpo secundario correspondiente conjugado a Alexa-546 (canal rojo), seguido de un
anticuerpo anti-Gal-1 (Santa Cruz) y el secundario correspondiente conjugado a FITC (canal verde). Los
nucleos se tifieron con DAPI y se observ en un microscopio confocal (400X). (Resultados no publicados,

adaptado de tesis doctoral M. Manzi, 2016).

Esta fue la primera vez que se identifico a CD13 como posible receptor de Gal-

1. Hasta el momento, no se habia descripto ningun receptor de galectinas en las CESHs.
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Hipotesis y objetivos

Construccion de la hipotesis

A pesar de que los tratamientos de pacientes con carcinoma hepatocelular (CHC)
han evolucionado durante la ultima década, la incidencia todavia se equipara con el
indice de mortalidad, lo que refleja la pobre prognosis de la enfermedad y la necesidad
de explorar los mecanismos que subyacen a la diseminacion de las células de CHC para
el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.

En los hepatocitos tumorales, el nivel de expresion de Gal-1 se encuentra
incrementado y su sobreexpresion se asocia a una mayor invasion tumoral, metastasis,
recurrencia 'y menor sobrevida de los pacientes, identificando a Gal-1 como un
marcador de mal pronostico en el CHC. A través de su interaccion con glicanos de las
superficies celulares, Gal-1 favorece el desarrollo tumoral, la metastasis, el escape al

sistema inmune y la angiogénesis.

Los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio demostraron que:

e El aumento del nivel de Gal-1 en las células de CHC HEPG2 promueve su
adhesion a las CESHs SK-HEP-1 en forma dependiente de glicanos,
favoreciendo la diseminacion tumoral.

e (@al-1 presente en el microambiente del CHC (secretada de las células HEPG2)
estimula la proliferacion y migracion de las células SK-HEP-1 en forma
dependiente de la union a glicanos, lo que favoreceria la angiogénesis.

e La aminopeptidasa N/CD13 seria un receptor de Gal-1 en las CESHs SK-HEP-1
y ambas proteinas colocalizan en la membrana plasmatica de dichas células,
sugiriendo una posible interaccion a través de la cual Gal-1 podria ejercer sus

efectos dentro del microambiente tumoral hepatico.

CD13 es una exopeptidasa altamente glicosilada que se encuentra aumentada en
la superficie de numerosos tipos de células tumorales y particularmente en las células
endoteliales durante la angiogénesis tumoral. Ademas, CD13 promueve la tubulogénesis
y migracion de las CE HUVEC vy su interaccion con Gal-3 promueve la angiogénesis de
dichas c¢lulas [223].

Todas estas evidencias permitieron construir la hipotesis de este trabajo de tesis:
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II.

I1I.

Hipdtesis

CD13 es un receptor de Gal-1 y la interaccion entre ambas proteinas promueve,
en parte, la progresion y diseminacion del hepatocarcinoma y la angiogénesis del

endotelio sinusoidal

Objetivo General

Estudiar la relevancia de la interaccion de Gal-1 con su novedoso receptor CD13,
como un evento que favorece la progresion y diseminacion del hepatocarcinoma y

la neovascularizacion del endotelio sinusoidal hepdtico

Objetivos especificos:

Estudiar la expresion de Gal-1 y CD13 en muestras de higado normal y
tumores hepaticos de pacientes, en lineas celulares humanas de CHC, CESHs
asociadas a tumores hepdaticos y CEs no asociadas a tumor, mediante

plataformas bioinformaticas y Western blotting.

Confirmar la interaccion entre Gal-1 y CDI13, mediante co-
inmunoprecipitacion, Far Western blotting y resonancia plasmoénica de

superficie.

Evaluar la cooperacion entre Gal-1 y CD13 en la diseminacion de células de
CHC y en la angiogénesis del endotelio sinusoidal asociado al tumor
hepatico, mediante ensayos de adhesion heterotipica con microscopia de

fluorescencia, y experimentos de proliferacion, migracion y tubulogénesis.
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Capitulo 1.

Andlisis de la expresion de Galectina-1 y CD13 en muestras de

pacientes con hepatocarcinoma y lineas celulares humanas

Con el proposito de estudiar el rol de galectina-1 (Gal-1) y su novedoso receptor
aminopeptidasa N o CDI13 en la diseminacion y neovascularizacion del
hepatocarcinoma (CHC) evaluamos primero la expresion de ambas proteinas en
muestras de pacientes con este tipo de tumor. Para ello, utilizamos herramientas
bioinformaticas con acceso a bases de datos publicas y realizamos ensayos de Western

blotting en lineas celulares tumorales hepaticas y en CEs no asociadas a tumor hepatico.

1.1 Analisis in silico de la expresion de los genes LGALS1 y ANPEP, su asociacion

con la supervivencia de pacientes con CHC y su co-expresion.

The Cancer Genome Atlas (TCGA) es un proyecto iniciado en 2005 por el
Instituto Nacional de Céncer y el Instituto Nacional de Investigaciones Genomicas
Humanas de Estados Unidos, cuya finalidad es catalogar cambios moleculares de
importancia biologica responsables del desarrollo de distintos tipos de céncer. A la
fecha, el programa ha generado 2,5 petabytes de informacién genomica,
transcriptomica, protedmica e historias clinicas sobre 33 tipos de cancer estudiados.
Esta cantidad impresionante de informacion disponible recopilada de distintas bases de
datos de hospitales y trabajos cientificos genera la imperiosa necesidad del desarrollo de
herramientas computacionales para transformar dichos datos crudos en conocimiento
[224]. Para este fin se han desarrollado numerosas plataformas bioinformaticas que
permiten acceder a las bases de datos TCGA vy visualizar la informacidon contenida en
las mismas.

En este primer capitulo investigamos la expresion de los genes LGALSI y
ANPEP que codifican las proteinas Gal-1 y CDI13, respectivamente, en muestras de
pacientes con cancer de higado y analizamos si dicha expresion se encuentra
relacionada con el pronostico de la enfermedad, en términos de supervivencia. Primero
utilizamos la plataforma University of ALabama at Birmingham CANcer data analysis

Portal (UALCAN) [225], la cual permite visualizar los datos de secuenciacion del

58



Resultados | Capitulo 1

transcriptoma entero (ARN-seq) para genes seleccionados en la base de datos obtenida
del TCGA. El analisis incluyé muestras de 371 pacientes con CHC y 50 muestras de
tejido hepatico sano, y se pudo correlacionar los niveles de expresion génica con
informacion clinica.

En el panel A de la figura 13 observamos que la expresion de ARN mensajero
(ARNm) de la proteina Gal-1 es significativamente mayor en pacientes con CHC
(mediana (Med) = 240,4 transcriptos por millon (TPM)) respecto a la de tejidos de
pacientes sanos (142,9 TPM). En el panel B observamos lo mismo pero discriminado
por estadio del tumor. La expresion del ARNm de Gal-1 en pacientes en estadio 1 (Med
=216,7 TPM), 2 (Med = 256,7 TPM), 3 (Med =265,0 TPM) y 4 (Med = 442,6 TPM) es
significativamente mas alta comparada con la de tejidos sanos. En el panel C se observa
el grafico generado por la plataforma Kaplan-Meier Plotter [226], la cual utiliza un
algoritmo que permite asociar los niveles de expresion del ARNm de Gal-1 con la
supervivencia de los pacientes con CHC obtenida de sus historias clinicas en la misma
base de datos del TCGA. Podemos observar aqui que altos niveles de expresion de Gal-
1 se asocian con peores pronodsticos en la supervivencia de los pacientes con cancer de
higado.

cBioPortal [227],[228] es una plataforma web para la exploracion interactiva de
distintos sets de datos gendmicos, incluida la base del TCGA. Permite la visualizacion,
analisis y descarga de los mismos con el fin de que los investigadores puedan encontrar
genes alterados dentro del estudio de interés. En nuestro caso utilizamos esta
herramienta para evaluar la frecuencia de alteraciones gendmicas de Gal-1 y CD13. En
el panel D de la figura 13 observamos que la frecuencia de mutaciones para el gen
LGALSI fue alrededor del 2 % en los pacientes con CHC principalmente

correspondiendo a mutaciones de amplificacion del numero de copias de dicho gen.
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Figura 13. Analisis de la expresion, alteraciones genémicas y valor prondstico de Gal-1 (LGALSI)
en pacientes con CHC. (A) Expresion relativa de LGALS! en transcriptos por millon (TPM) en muestras
de higado normal (en color azul) y de tumores primarios en pacientes con cancer de higado (CHC) (en
color rojo). (B) Expresion relativa de LGALS! en tejidos hepaticos normales y tumorales de distintos
estadios de diferenciacion a partir de datos del TCGA (The Cancer Genome Atlas) utilizando la
plataforma UALCAN. *** p < 0,001; **** p < (0,0001. (C) Asociacion entre los niveles de expresion de
LGALSI y la supervivencia global de pacientes con hepatocarcinoma generadas en la plataforma Kaplan-
Meier Plotter a partir de datos del TCGA. (D) Frecuencia de alteraciones gendémicas de LGALSI en

pacientes con cancer de higado (TCGA) utilizando la plataforma cBioPortal.

En la figura 14A observamos la comparacion de la expresion del ARNm del gen
que codifica la proteina CD13 (ANPEP) en muestras de tejidos normales (Med = 194,6
TPM) con respecto a la de muestras de pacientes con CHC (158,7 TPM). Los valores
provenientes de tumores hepaticos poseen gran dispersion y no resultan ser
estadisticamente diferentes de los valores normales. En el panel B se compara la
expresion del ARNm de CD13 entre los tejidos hepaticos normales y la de los distintos
estadios del tumor (estadio 1: Med = 173,6 TPM; estadio 2: Med =154,6 TPM; estadio
3: Med = 136,2 TPM; estadio 4: Med = 197,2 TPM).

La plataforma cBioPortal permitié concluir que la frecuencia de alteraciones
genodmicas de CD13 (ANPEP) resultd ser menor al 0,3 % en los pacientes con CHC
alojados en la base de datos del TCGA (Fig. 14D).
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Figura 14. Analisis de la expresién, alteraciones genéomicas y valor pronédstico de CD13 (ANPEP) en
pacientes con CHC. (A) Expresion relativa de ANPEP en transcriptos por millon (TPM) en muestras de
higado normal (en color azul) y en tumores primarios en pacientes con CHC (en color rojo). (B)
Expresion relativa de ANPEP en tejidos hepaticos normales y tumorales de distintos estadios de
diferenciacion a partir de datos del TCGA utilizando la plataforma UALCAN. (C) Asociacion entre los
niveles de expresion de ANPEP con la supervivencia global de pacientes con cancer de higado generada
en la plataforma Kaplan-Meier Plotter a partir de datos del TCGA. (D) Frecuencia de alteraciones
genémicas de ANPEP en pacientes con cancer de higado (TCGA) utilizando la plataforma cBioPortal.

Por otra parte, el sitio cBioPortal permite analizar y realizar comparaciones a
partir de la base de datos de TCGA. Se utiliz6 esta herramienta para analizar una posible
correlacion entre la expresion de Gal-1 y CD13, ya que se ha descripto que esta
galectina modularia la expresion de algunos de sus receptores [229]. Como los datos se
encuentran normalizados es posible utilizar el indice de Pearson como pardmetro de
correlacion. Otra base de datos disponible proviene del proyecto Chinese Liver Cancer
Atlas (CLCA) donde se realizd un muestreo de 239 pacientes con CHC [230]. Dado que
el indice de Pearson arroj6 un valor de -0,15 en TCGA y 0,11 en CLCA, se puede
concluir que no habria correlacion entre la expresion de los genes LGALS1 y ANPEP en

el CHC. Los indices de Spearman permiten arribar a la misma conclusion (Fig. 15).
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Figura 15. Analisis de correlacion de expresion génica entre LGALS] y ANPEP. Se realizo la
correlacion entre las expresiones de ARNm normalizadas utilizando la base de datos (A) TCGA con el
programa RSEM (RNAseq by Expectation-Maximization) y (B) en la base CLCA (TPM) con la
plataforma cBioPortal.

1.2 Analisis in silico de la expresion de Gal-1 y CD13 en células residentes del
higado y lineas celulares hepaticas y endoteliales tumorales mediante

secuenciacion de ARN de célula Unica.

La seccion Single cell de la plataforma The Human Protein Atlas (THPA)
permite analizar la expresion de genes particulares a partir de la informacion de
secuenciacion de ARN de célula unica (single cell RNAseq o scRNA-seq) obtenida de
la base de datos GSE115469 construida a partir del andlisis de 11.175 células [231]. Los
distintos tipos de células que conforman el organo hepético fueron identificados y
seleccionados a partir de marcadores especificos del tejido, diferenciando los
hepatocitos y demas residentes del higado. Para las células endoteliales hepaticas se
utilizaron vWF (factor de von Willebrand), SLC2A1 (Glut-1), CD34, PECAM-1
(molécula de adhesion celular endotelial plaquetaria)/CD31 entre otros; por lo que se
encuentran agrupadas las células endoteliales (CEs) vasculares, positivas para CD34 y
las endoteliales sinusoidales hepaticas (CESHs), negativas para dicho marcador. Cabe
recordar que CD31 no se expresa en las membranas celulares de las CESHs pero si en
vesiculas internas en tejidos adultos sanos [232].

La visualizacion de los datos de expresion de ARNm de célula tnica se realizo

mediante un grafico de tipo UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection)
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que permite el clustering o agrupamiento de datos y la reduccion de dimensionalidad

[233]. En la figura 16 se observa la expresion de ARNm de los genes CD31 y CD34,

marcadores de CE vascular, y de los genes ICAM1 (molécula de adhesion intercelular

1), FCGR2B (receptor FC gamma o CD32b) y CD4, marcadores especificos de CESHs,

en los distintos clusters hepaticos [232]. Dentro del cluster 5, correspondiente a las CE,

se puede distinguir una subpoblacion que es la que corresponderia especificamente a las

CESHes, la cual fue de nuestro interés para el analisis de los genes LGALS! y ANPEP.
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Figura 16. Grafico UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) de clusters celulares del

higado. scRNAseq de los genes marcadores generales de células endoteliales CD34 y CD31 (panel

superior) y marcadores especificos de células endoteliales sinusoidales CD32b, CD4 ¢ ICAM1 (panel

inferior). Los clusters estan numerados segun tipo celular, c0-4-9-12-18: hepatocitos; c1-8-13-14: células

T; cl6: células B; ¢2-6-10-15: células de Kupffer; c3: células del plasma; c5: células endoteliales; c7:

células de musculo liso; c11: fibroblastos; ¢17: colangiocitos y ¢19: células eritroides.
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El mismo analisis se realizd entonces para los genes LGALSI y ANPEP. En la
figura 17 se observa que los niveles de expresion del ARNm de la lectina en las CEs
(cluster ¢5, 172,6 TPM normalizados (nTPM)) son mds bajos que en los hepatocitos
(clusters c0-4-9-12-18, 587,2 nTPM). El cluster de células de Kupffer (c2-6-10-15)
tiene los niveles mas altos de expresion del ARNm LGALS! del tejido (1853 nTPM).
Por otro lado, ANPEP posee niveles de expresion mas altos en el cluster de células
endoteliales que en el correspondiente al de los hepatocitos (287,2 versus 165,4 nTPM).
Este resultado se encuentra en linea con lo descripto por otros autores quienes también
encontraron marcacion positiva para CD13 en las CESs, mediante inmunohistoquimica
(IHQ) [234]. Ademas, el patron de expresion de ANPEP en el cluster 5 coincide con el
encontrado para la expresion de CD32b, CD4 e ICAMI en la figura 18. Los clusters que
también mostraron moderada expresion de este marcador corresponden a colangiocitos

(c17: 377,8 n'TPM) y células de Kupffer (c2-6-10-15: 115 nTPM).
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Figura 17. Grafico UMAP de clusters celulares del higado. scRNAseq de los genes LGALS! (Gal-1,
izquierda) y ANPEP (CD13, derecha) en clusters de células residentes hepaticas. Los clusters estan
numerados segln el tipo celular, c0-4-9-12-18: hepatocitos; c1-8-13-14: células T; c16: células B; c2-6-
10-15: células de Kupffer; c3: células del plasma; c5: células endoteliales; ¢7: células de musculo liso,

cl1: fibroblastos; c17: colangiocitos y c19: cé€lulas eritroides.
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1.3 Analisis in silico de la expresion de Gal-1 y CD13 en lineas celulares hepaticas

y endoteliales tumorales

La seccion Cell lines de la plataforma THPA contiene el perfil de ARN de genes
codificantes de proteinas de 1206 lineas celulares humanas ya establecidas, que
incluyen 1132 lineas celulares tumorales, la mayoria de ellas obtenidas de la base de
datos CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia). La plataforma THPA integra dicha
informacion junto a la de una base de datos propia y clasifica la especificidad de la
expresion génica en distintos tipos de cancer, asi como su distribucién en todas las
lineas celulares. Ademas, permite evaluar la consistencia de la expresion de los genes
entre lineas celulares modelo y las cohortes de pacientes oncoldgicos correspondientes
del TCGA [235]. Por ejemplo, en el cancer de higado, la comparacion se puede realizar
especificamente con las lineas celulares HEPG2 y SK-HEP-1 (utilizadas en este
trabajo). En la figura 18 se observa la alta correspondencia entre la linea de hepatocitos
tumorales HEPG2 y los datos obtenidos del TCGA. Por el contrario, para las células
SK-HEP-1 se observa un bajo puntaje, en coincidencia con lo comentado previamente
sobre el origen endotelial de esta linea celular hepatica [236]. Sobre un total de 24 lineas
celulares analizadas, las células HEPG2 se encuentran numero 1 en el ranking de

correspondencia, mientras que las células SK-HEP-1 se ubican en el nimero 21.

@ Hep-G2

076+

Spearman's p

0744

0724

074 @SKHER1

0.66 o
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1 15 2

Figura 18. Consistencia entre lineas celulares y cohortes de CHC. Integracion de rankings basada en
la correlacion de la expresion génica promedio de linea celular-cohorte de TCGA (p de Spearman) y la
correlacion de la expresion enriquecida en genes con elevada expresion; Normalized Enrichment Score

(NES).

Ademas, la seccion Cell lines de la plataforma THPA permite observar la

expresion normalizada de un gen determinado en todas las lineas celulares disponibles.
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Asi, se obtuvo la expresion del ARNm de LGALS! en la linea celular endotelial SK-
HEP-1 (7061,2 nTPM) y en la linea de hepatocitos tumorales HEPG2 (640,6 nTPM)
(Fig. 19). En cuanto al gen ANPEP también se encontrd que se expresa en mayor nivel
en la linea SK-HEP-1 (725 nTPM) que en los hepatocitos tumorales HEPG2 (140,4
nTPM) (Fig. 19).
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Figura 19. Expresion de ARNm (nTPM) de los genes LGALS1 (panel superior) y ANPEP (panel
inferior) para 24 lineas celulares tumorales hepaticas analizadas por THPA. Las lineas se encuentran

ordenadas por orden alfabético.

1.4 Analisis in silico de la expresion proteica de Gal-1 y CD13 en muestras de

pacientes con CHC

El sitio THPA (The Human Protein Atlas) [237] es un programa sueco que se
inicia en 2003 con el objetivo de localizar todas las proteinas humanas en sus
respectivas células, tejidos y organos, utilizando la integracion de varias tecnologias
Omicas, incluyendo iméagenes de histoquimica, protedmica basada en espectrometria de
masa, transcriptomica y biologia de sistemas. La seccion Pathology Atlas en dicha
plataforma permite acceder a imagenes de secciones histologicas de tejidos normales y
de muestras tumorales. Dichas muestras fueron tefiidas mediante la técnica de
inmunohistoquimica (IHQ) con 2 anticuerpos distintos conjugados con DAB (3,3'-

diaminobencidina) (Atlas Antibodies/Sigma-Aldrich, Estados Unidos), mostrando

66



Resultados | Capitulo 1

tincidn positiva de coloracion marrén. Las muestras provienen de material quirargico
obtenido de pacientes con distinto grado de neoplasia.

En la figura 20 se observa la tincion de la proteina Gal-1 en las muestras de
individuos normales y de pacientes con CHC. En linea con lo observado para la
expresion del ARNm, los niveles de la lectina no son detectables en ninguna de las
muestras provenientes de tejidos sanos (n=5). Por otro lado, de un total de 11 muestras
de pacientes con CHC, en 3 de ellas se observo mas del 75 % de las células positivas; en
otra muestra se detectd entre el 25 y el 75 % de las células con marca citoplasmatica y
en las 2 muestras restantes se observo que menos del 25 % de las células tenia tincion

en la membrana celular.

Normal Hepatocarcinoma

HPA000646

Figura 20. Expresion proteica de Gal-1 por IHQ en muestras de pacientes sanos (normal) y CHC.
Muestras provenientes de individuos con y sin tumor hepatico provenientes de biopsias anonimizadas
fueron fijadas e incubadas con 2 anticuerpos distintos (HPA000646; CAB002157) seguidos de tincion
con hematoxilina-eosina. Las muestras fueron analizadas por duplicado por patdlogos especialistas y
clasificadas segin inmunoreactividad (negativo, débil, moderado, fuerte); representabilidad, como
fraccion de células tefiidas (< 25 %, 25-75 % o > 75 %) y localizacion subcelular (nuclear o

citoplasmatica/membranosa). En cada imagen se detalla el nimero de paciente utilizado.
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En la figura 21 se observan tinciones positivas para CD13 en 3 pacientes sanos,
presentando una sefial alta con fraccion de células tefiidas en tejidos tumorales mayor al
75 % (n=3) revelando con el anticuerpo HPA004625, y una fraccion entre 25 y 75 %
para al anticuerpo CAB002417 en los mismos pacientes.

En pacientes con CHC se observa también una senal alta y con fraccion de
células tefiiddas mayor al 75 % en todas las muestras reveladas con HPA004625 (n=6)
mientras que la sefal obtenida con CAB002417 result6 moderada con una fraccion
celular tefiida mayor al 75 % en un solo paciente y entre 25 y 75 % en los restantes
(n=2). Es interesante notar que la muestra proveniente del paciente 2556 fue analizada
con ambos anticuerpos, observandose la menor tincion con anticuerpo CAB002417,

como limitante de la técnica.

Normal Hepatocarcinoma

HPA004625 HPA004625

e

Figura 21. Expresion proteica de CD13 por IHQ en muestras de pacientes sanos (Normal) y CHC.
Muestras provenientes de pacientes con y sin tumor hepatico provenientes de biopsias anonimizadas
fueron fijadas e incubadas con 2 anticuerpos distintos seguidos de tinciéon con hematoxilina-eosina. Las
muestras fueron analizadas por duplicado por patologos especialistas y clasificadas segin

inmunoreactividad (negativo, débil, moderado, fuerte); representabilidad como fraccion de células tefiidas
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(<25 %, 25-75 % o0 > 75 %) y localizacion subcelular (nuclear o citoplasmatica/membranosa). En cada

imagen se detalla el numero de paciente utilizado.

Estos resultados nos permiten confirmar la expresion elevada de Gal-1 y CD13 a
nivel proteico en muestras de pacientes con CHC.

1.5 Analisis in vitro de la expresion proteica de Gal-1 y CD13 en lineas celulares

hepaticas y endoteliales tumorales

En primer lugar, se evaluo la expresion de las proteinas Gal-1 y CD13 en la linea
celular endotelial hepatica SK-HEP-1, utilizada como modelo de células endoteliales
sinusoidales hepaticas (CESHs), y se la comparo6 con la expresion observada en la linea
endotelial EA.hy.926, establecida a partir de células HUVEC. Se realizaron lisados
totales celulares y se analiz6 la expresion proteica mediante Western blotting, tal como
se detalla en el capitulo 1 de la seccion Materiales y métodos.

En ambas lineas celulares se observo la presencia de una sola banda de
aproximadamente 150 kDa, perteneciente a la aminopeptidasa CDI13, sin diferir
estadisticamente su expresion relativa entre las células SK-HEP-1 y EA.hy.926 (Fig.
22). La proteina Gal-1 se observa como una banda de aproximadamente 14 kDa, cuya
expresion relativa se encuentra en un nivel 50 % menor en las células EA.hy.926 no
asociadas a tumor hepatico que en las células SK-HEP-1 derivadas de un cancer de

higado (Fig. 22).

SK-HEP-1  EA.hy.926

© 1.5+ T 15
(=] o
CD13 (150 kDa) wmmmm— S S {2 .
- - T 1
o 1.0 @ 1.0
Z | 2
GAPDH (37 kD ——— il 5
( a)  — 3 S
:E 0.5+ § 0.5+
g $
(=% o
Gal-1(14kDa) - 3 0.0 - @ 0.0 T
SK-HEPA1 EA.hy.926 SK-HEP-1 EA.hy.926

Figura 22. Expresion de CD13 y Gal-1 en células endoteliales. Se evalué mediante Western blotting y

analisis densitométrico la expresion de CD13 y Gal-1 en lisados de las lineas celulares SK-HEP-1 y
EA.hy.926. Como control de carga se utilizo la proteina GAPDH. Los datos se expresan como la media +

el error estandar de la media (SEM) a partir de 3 experimentos independientes. * p < 0,05 (Test ¢ de

Student).
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En segundo lugar, se evaluo la expresion de CD13 en hepatocitos tumorales con
distintos niveles de Gal-1 para estudiar la posible modulacion reciproca entre Gal-1 y su
presumible receptor CD13. Para ello se realizaron lisados totales de las células HEPG2
wild type (WT), transfectadas de manera estable con el plasmido pcDNA3.1-LGALS!
(HEPG2-GAL) para sobreexpresar Gal-1 o con el plasmido sin inserto como control
(HEPG2-MOCK). Ademas, se realizaron lisados a partir de células HEPG2 WT
transfectadas con el pldsmido Galectin-1 shRNA Plasmid (h), (HEPG2-shGal) para
silenciar en forma estable la expresion de Gal-1 o con un pldsmido disefiado para
generar un sAARN sin un objetivo conocido en el transcriptoma humano scrambled
(HEPG2-shScr) como control. En la figura 23 se observa que los niveles de expresion
de la aminopeptidasa CD13 en las células HEPG2 no se modifican significativamente al
incrementarse o disminuirse la expresion de Gal-1.

1.54
HEPG2 MOCK GAL shScr shGal

s &

GAPDH (37 kDa) —_— - e e— [ES——

1.0 T T
0.0~ T T

Figura 23. Expresiéon de CD13 en hepatocitos tumorales. Se evalu6 mediante Western blotting y

Expresién relativa de CD13

analisis densitométrico la expresion de CD13 en lisados celulares de las lineas (de izquierda a derecha):
HEPG2 WT; HEPG2-MOCK control y HEPG2-GAL sobreexpresando Gal-1; HEPG2-shScr control y

HEPG2-shGal con expresion de Gal-1 disminuida. Como control de carga se utiliz6 la proteina GAPDH.
Los datos se expresan como la media & el error estandar (SEM) a partir de 4 experimentos

independientes. (Test ANOVA de una via seguido del Test de Tukey).

Con esta misma idea de estudiar la posible modulacion reciproca de la expresion
entre Gal-1 y CD13, se decidi6 analizar las CESHs SK-HEP-1 con edicion génica de
CD13 (KOCD13), en un clon generado utilizando el plasmido CDI3 Double Nickase
Plasmid (h) (como se describe en la seccion de Materiales y métodos).

En la figura 24 se muestran los resultados que confirman que CDI13 es
indetectable en el clon de células SK-HEP-1 KOCD13, y se observa que los niveles de

expresion de Gal-1 en las lineas transfectadas no se modifican respecto de la linea wild

type.

70



Resultados | Capitulo 1

Gal-1
SK-HEP-1 SCRAMBLED KOCD13 g T 15
[:3
o 4]
CD13 (150 kDa) e  s— 3 1
s g 10 T
= = -
s s
GAPDH (37 kDa] o cnm— o 2 2
c c 0.5
e <
[ [
Gal-1(14kDa) e p— - S
] @ 00 . r
SK-HEP-1 SCRAMBLED KOCD13 SK-HEP-1 SCRAMBLED KOCD12

Figura 24. Expresion de CD13 y Gal-1 en CESHs SK-HEP-1. Se evalu6 mediante Western blotting y
analisis densitométrico la expresion de CDI13 y Gal-1 en lisados de las células SK-HEP-1 WT;
SCRAMBLED control y KOCD13. Como control de carga se utiliz6 la proteina GAPDH. Los datos se
expresan como la media = SEM a partir de 3 experimentos independientes. (Test ANOVA de una via

seguido del Test de Tukey. ** p <0,01; *** p <0,001).
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En resumen,

la informacién disponible en plataformas bioinformaticas en su conjunto
nos permitid analizar distintas bases de datos publicas y concluir que se
encuentran altos niveles de Gal-1 en muestras de pacientes con CHC y que
dicha proteina esta asociada a peores pronosticos de sobrevida.

CD13 es una proteina que se expresa en altos niveles basales tanto en
hepatocitos como en CESHs y sus valores no se verian alterados en
pacientes con la enfermedad.

En la linea SK-HEP-1, CD13 se expresa en niveles comparables a
otra linea endotelial no tumoral, mientras que Gal-1 presenta una mayor
expresion respecto a las células no tumorales.

La expresion de la aminopeptidasa en las células HEPG2 se mantiene
estable independientemente de las variaciones en los niveles de Gal-1.

Estos resultados en conjunto nos permiten confirmar que las lineas
celulares utilizadas en el presente trabajo resultan un buen modelo para su
estudio.

En los proximos capitulos se presentaran los resultados que
confirman la interaccidon entre Gal-1 y el receptor CD13, y que demuestran
la relevancia de dicha interaccion en el vinculo entre los hepatocitos

tumorales y las CESHs.
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Capitulo 2.

Estudio de la interaccion fisica entre el receptor CD13 y Gal-1

Como se menciond previamente, nuestro grupo de trabajo identificd posibles
receptores de Gal-1 en las CESHs SK-HEP-1 mediante cromatografia de afinidad,
digestion proteolitica in gel y espectrometria de masa, siendo uno de ellos la proteina
CD13. En este capitulo, se describiran los resultados tendientes a confirmar la
interaccion entre Gal-1 y CD13.

Por medio de plataformas informaticas de mineria de texto se puede realizar un
analisis predictivo del interactoma de una proteina. STRING es una base de datos de
interacciones proteina-proteina, tanto conocidas como de caracter predictivo. Incluye
interacciones directas (fisicas) y asociaciones indirectas (funcionales) provenientes de
mineria de texto automatica y prediccion computacional [238]. Esta herramienta nos
permite evaluar entonces el conjunto de interacciones para las proteinas de interés, a las
cuales se les asigna un puntaje que otorga el nivel de confianza en cada par de union.
Utilizando un umbral de 0,4 como puntaje y limitando a 50 interacciones como
maximo, podemos observar las principales proteinas con las cuales interactia la
aminopeptidasa CD13 (Fig. 25). Entre ellas se encuentra Gal-3 (LGALS3) con un
puntaje promedio de 0,437. La plataforma permite acceder a las fuentes primarias de la
informacion donde, ademas del trabajo de Yang y colaboradores, ya discutido en la

seccion Introduccion [223], encontramos otras fuentes de evidencia de interaccion fisica

[239], [240] y funcional [241] entre CD13 y Gal-3.
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Figura 25. Red de interaccion de CD13. Visualizacion de la red de interacciones proteina-proteina de
CD13 (ANPEP) marcada en rojo. La intensidad de las conexiones es proporcional al nivel de evidencia y

confianza. Numero de nodos: 20; grado promedio 3,7 por nodo.

Por otro lado, el interactoma fisico de Gal-1, utilizando los mismos filtros, no
arrojo resultados con CD13 (Fig. 26) pero si lo hizo en la ampliacion de todos los filtros
restrictivos con un puntaje de 0,392 (Fig. 27). Cuando accedimos a la informacion de
las fuentes bibliograficas, observamos que la prediccion estaba basada en las evidencias

de interaccion de CD13 con Gal-3 y Gal-4 [242].
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Figura 26. Red de interaccion de Gal-1. Visualizacion de la red de interacciones proteina-proteina de
Galectina-1 (LGALSI) marcada en rojo. La intensidad de las conexiones es proporcional al nivel de

evidencia y confianza. Numero de nodos: 18; grado promedio 5,1 por nodo.
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Figura 27. Red extendida de interaccion de Gal-1. Visualizacion de la red de interacciones proteina-
proteina de Gal-1 (LGALSI) marcada en rojo. La intensidad de las conexiones es proporcional al nivel de

evidencia y confianza. Numero de nodos: 51; grado promedio 8,67 por nodo.

Dada la evidencia disponible y la prediccion de una interaccion entre Gal-1 y
CD13, nos propusimos el objetivo de confirmar la interaccion fisica entre ambas
proteinas. Para ello se utilizaron distintas técnicas, tales como: co-inmunoprecipitacion
(co-IP), Far Western blotting y Resonancia Plasmoénica de Superficie (RPS), ya que la
recomendacion generalizada es combinar estrategias para la determinacion fehaciente

de interacciones proteina-ligando [243].

2.1 Estudio de la interaccion entre Gal-1 y CD13 mediante co-

inmunoprecipitacion

En primer lugar, se realizo el ensayo de co-IP entre Gal-1 y CD13 utilizando los
anticuerpos correspondientes, demostrados previamente mediante Western blotting,
como inmunoprecipitantes. Esta técnica es un método indirecto que permite evaluar la

unidn directa entre proteinas o union indirecta a través de la formacion de un complejo
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en lisados celulares. Brevemente, se lisaron las células SK-HEP-1 como se explica en la
seccion de Materiales y métodos, y se incubaron toda la noche con un anticuerpo
primario policlonal anti-Gal-1. Luego se realiz6 una incubacioén por 4 horas con una
matriz de proteina A-agarosa anteriormente bloqueada con BSA al 0,1 %. La cantidad
de lavados fue puesta a punto previamente para eliminar la union inespecifica a la
proteina A.

En la figura 28 se observan las calles sembradas con las muestras incubadas con
los anticuerpos inmunoprecipitantes (IP) control (GAPDH, calle 1) y Gal-1 (calle 2), y
la calle con la muestra INPUT (solubilizado sin anticuerpos). El revelado se realizé con
el anticuerpo anti-CD13 (panel superior) y anti-Gal-1 (panel inferior). Podemos concluir
que la técnica fue correctamente desarrollada pues, el anticuerpo precipitante
efectivamente enriquecié la muestra con la proteina Gal-1: se observan las bandas
correspondientes al monomero (14 kDa) y dimero (30 kDa), y bandas de mayor peso
molecular correspondientes a agregados proteicos. Sin embargo, ante exhaustivos
lavados, CDI13 no co-inmunoprecipitd junto a Gal-1 (panel superior). Esto podria
deberse tanto a la falta de union como a una interaccion demasiado débil o efimera para

ser detectada con esta técnica.

INPUT
(150 kDa) - -

- WB:CD13

(37 kDa) a

(14 kDa)

WB: Gal-1

anti-Gal-1 - + -
anti- GAPDH o4~ - -
Calle 1 2 3

Figura 28. Evaluacion de la co-inmunoprecipitacion de Gal-1y CD13 en células SK-HEP-1. Western
blotting revelado con anti-CD13 (panel superior) y anti-Gal-1 (panel inferior) en muestras provenientes
de un solubilizado de células SK-HEP-1 (INPUT) incubadas con anticuerpo inmunoprecipitante anti-Gal-

1 o anti-GAPDH como control negativo.
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2.2 Estudio de la interaccion entre Gal-1 y CD13 mediante Far Western blotting

Far Western blotting es un método basado en la técnica de Western blotting para
evidenciar la unién entre dos proteinas in vitro sobre una membrana de PVDF [244],
[245]. Brevemente, se siembra un lisado celular o una muestra de un enriquecimiento de
una fraccion celular en un gel de poliacrilamida y se realiza la corrida electroforética en
condiciones desnaturalizantes. Luego, las proteinas resueltas se electrotransfieren a una
membrana de PVDF, la cual se incuba toda la noche con la proteina a testear (en
condicion nativa y pura), para finalmente revelar por Western blotting.

En el ensayo se utilizaron las células SK-HEP-1 transfectadas con el sistema
CD13 Double Nickase Plasmid (h) que consiste en un par de plasmidos que codifican
para la nucleasa Cas9 mutada D10A y un ARN guia de 20 nucledtidos (gARN)
disefiados para la disrupcion génica de CD13 humana, como se explica en el capitulo 1
de Materiales y métodos. El knock-out de CD13 se confirmé mediante Western blotting,
tal como se describio en la Fig. 24 del capitulo 1 de la seccion de Resultados. En las
células KOCDI13 la expresion de CD13 fue indetectable, y los niveles de Gal-1 no
variaron significativamente en la linea KOCDI13 con respecto a las células control
SCRAMBLED y SK-HEP-1 sin transfectar.

En primer lugar, a partir de las células SK-HEP-1, SCRAMBLED y KOCD13 se
obtuvieron fracciones de proteinas de membrana como se detalla en el capitulo 2 de
Materiales y métodos. Dichas fracciones proteicas (eluatos), conteniendo o no a CD13,
se sometieron a cromotografia de afinidad en una columna de Gal-1 humana
recombinante (rGal-1)-agarosa. rGal-1 fue expresada y purificada como se detalla en el
capitulo 2 de Materiales y métodos. Las proteinas de membrana retenidas en la columna
de afinidad se eluyeron con lactosa, se determino la concentracion de proteinas totales y
se ajustd a una concentracion final de 2 mg/ml en todas las muestras. Luego, una
alicuota de cada una de las fracciones, con o sin CD13, conteniendo las proteinas con
afinidad por Gal-1 se sometieron a Western blotting. En la figura 29 se observa el
resultado obtenido que demuestra que CD13 esta presente en la fraccion de proteinas de
membrana de las células SK-HEP-1, y que posee afinidad por Gal-1. Ademas se

confirmd que la fraccidn proteica proveniente de las células KOCD13 no expresa CD13.
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Fraccién Lisado Fraccién Lisado

MK D13 KOCD13 SK-HEP-1 MK CD13  KOCD13  SK-HEP-1

CD13 (150 kDa)

Figura 29. Expresion de CD13 en fracciones de proteinas de membrana con afinidad por Gal-1,
derivadas de células SK-HEP-1 SCRAMBLED que expresan CD13 (calle CD13) o no (calle KOCD13)
mediante Western blotting. Como control se utilizo un lisado total de células SK-HEP-1. La membrana de
PVDF fue incubada con un anticuerpo anti-CD13, seguido del anticuerpo secundario correspondiente y el
revelado se realizé con ECL (Pierce Biotechnology, Estados Unidos) (panel izquierdo). Luego, la misma
membrana fue tefiida con Coomasie brilliant blue (panel derecho). MK: marcadores de peso molecular.

Se muestra un experimento representativo de 3 ensayos independientes.

Luego, las fracciones o eluatos de proteinas de membrana con afinidad por Gal-
1, conteniendo o no CD13, se sometieron a Far Western blotting. Una vez realizadas la
corrida electroforética y la electrotransferencia, la membrana de PVDF se bloqued e
incubd con rGal-1 en una concentracion final de 5 pg/ml. Luego de lavados
exhaustivos, se incubd la membrana con un anticuerpo primario anti-Gal-1 y a
continuacion, con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con HRP
(peroxidasa de rabano picante). El revelado se realizé utilizando el reactivo 4-cloro-1-
naftol como sustrato de la HRP en una reaccion que forma un precipitado coloreado.
Esta reaccion colorimétrica menos sensible que el revelado por quimioluminiscencia
nos permitid obtener un resultado mas claro, dado que la incubacion con rGal-1 mostrd
una excesiva sefal positiva en la membrana.

En la figura 30 se observa el resultado obtenido al analizar muestras
enriquecidas en proteinas de membrana de células SK-HEP-1 SCRAMBLED
(contienen CD13) y KOCD13, con afinidad por Gal-1. En la membrana M1 (centro),
incubada en presencia de rGal-1 y revelada con el anticuerpo anti-Gal-1, se observa una
banda de peso molecular aparente de 150 kDa (calle CD13) y la ausencia de dicha
banda en la calle KOCD13. En la membrana M2 (izquierda), incubada en ausencia de
rGal-1 y revelada con el anticuerpo anti-Gal-1 (control negativo), no se observan bandas

reactivas. En la membrana 3 (M3), revelada con el anticuerpo anti-CD13, se evidencia
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la banda de CD13 a la altura de 150 kDa en la calle correspondiente (control positivo).
Por lo tanto, se puede sugerir que Gal-1 interactua fisicamente con CD13 presente en la

membrana de las células SK-HEP-1.

CD13 KOCD13 CD13 KOCD13 CD13 KOCD13

o CD13 (150 kDa)

M2 M1 M3

Figura 30. Interaccion entre Gal-1 y CD13 en células SK-HEP-1 mediante la técnica de Far Western
blotting. (A) Las calles fueron sembradas con 10 pg de fracciones de proteinas de membrana con afinidad
por Gal-1, derivadas de células SK-HEP-1 SCRAMBLED que expresan CD13 (calle CD13) o no (calle
KOCD13). Las membranas fueron bloqueadas con BSA al 3%. M1 fue incubada toda la noche con rGal-1
5 pg/ml en BSA al 1 %-TBS y M2 solo con BSA al 1 %-TBS. Luego de lavados exhaustivos ambas
membranas fueron incubadas con un anticuerpo anti-Gal-1; seguido del anticuerpo secundario
correspondiente y reveladas con 4-cloro-1 naftol. M3 fue incubada con un anticuerpo anti-CD13, seguida
de la incubacion con el anticuerpo secundario correspondiente y revelada con ECL (Pierce

Biotechnology, Estados Unidos). Se muestra un experimento representativo de 3 ensayos independientes.

2.3 Estudio de la interaccién entre Gal-1 y CD13 mediante Resonancia

Plasmonica de Superficie

A continuacién se realizaron experimentos con la técnica de Resonancia
Plasmoénica de Superficie (RPS) para poder confirmar la unidon especifica, fisica y
directa entre CD13 y Gal-1. Se utiliz6 a CD13 presente en la fraccion de proteinas de
membrana con afinidad por Gal-1 proveniente de las células SK-HEP-1 SCRAMBLED
como ligando inmovilizado en un chip del equipo BIAcore. Por otro lado, como muestra
blanco se empled la fraccion de proteinas de membrana con afinidad por Gal-1
proveniente de las células KOCD13. Como analito se utilizaron diluciones al medio de

una solucién de rGal-1 (20 mM), las cuales se inyectaron sobre el chip con CDI13
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acoplado. La técnica se desarrollo6 como se describe en el capitulo 2 de la seccién de
Materiales y métodos.

Los resultados fueron expresados como sefial de respuesta (unidades de
resonancia) en funcion del tiempo y representados en sensorgramas. En la Figura 31 se
observa la evolucion de la respuesta obtenida. A medida que aumenta la concentracion
de rGal-1, la sefial de respuesta también se incrementa, lo que demuestra su interaccion
directa con CD13 en todas las concentraciones ensayadas. A partir de la pendiente de
esta zona del grafico se puede obtener la tasa de asociacion o Kon. La forma de cada
curva tiende a ser cuadrada, con asociaciones y disociaciones muy rapidas. La tasa de
disociacion o Koff es la velocidad con la que se disocia el complejo y se obtiene de la

zona final de la curva.
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Figura 31. Interaccion fisica y directa entre CD13 inmovilizada y rGal-1 en solucion. Los eluatos
“CD13” y “KOCDI13” fueron inmovilizados por quimica de aminas en un chip sensor CM5, tal como se
describe en la seccion de Materiales y métodos. “KOCD13” fue utilizado como blanco. Soluciones en
concentraciones crecientes de rGal-1 (0,0075 — 20 mM) fueron inyectadas durante 30 segundos con un
tiempo de disociacion de otros 30 segundos. Los sensorgramas resultantes fueron superpuestos en el

grafico de Respuesta (RU, unidad de resonancia) en funcion del tiempo.

En el grafico de la figura 32 se observa el ajuste cinético no lineal de la
respuesta maxima obtenida (de la Fig. 31) en funcion del tiempo para cada
concentracion de rGal-1 utilizada. Dicho ajuste permitidé obtener un valor de constante
de disociacion (Kp) para cada curva a través de la determinacion de los valores de Kon 'y
Kof, y de su relacion (Koff /Kon). El valor de Kp obtenido fue de 2,2 x 10® M. Por otro
lado, realizando una cinética de union de las distintas RU alcanzadas en cada
concentracion en estado estacionario (Fig. 33), se estimo el valor de Kp o Kos como la

concentracion de analito a la cual se encuentra el 50 % de la respuesta maxima, siendo
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éste 4,0 x 10° M.
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Figura 32. Cinética de la interaccion entre CD13 y rGal-1. Ajuste cinético para cada concentracion de
rGal-1 para el célculo de las tasas Kon (asociacion) y Koff (disociacion) a partir de 3 experimentos

independientes promediados y analizados utilizando BIAevaluation software.
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Figura 33. Cinética de la interaccién entre CD13 y rGal-1. Ajuste hiperbolico de la RU alcanzada en
estado estacionario en funcion de la concentracion utilizada del analito rGal-1. Kp se calcula como la

concentracion de analito a la cual la respuesta es la mitad de la respuesta maxima.

Los valores obtenidos de Kp por medio de dos ajustes cinéticos distintos
utilizando el software BlAevaluation fueron promediados siendo éste 3,1 x 10° M para
Gal-1.
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Se analizo también la dependencia de glicanos en la interaccion de Gal-1 con
CD13. Utilizando una concentracion de rGal-1 fija de 1,2 uM se compar¢ la inyeccion
de la lectina sola, pre-incubada con lactosa, un azucar competidor del DRC, o con
sacarosa, como control negativo (Fig. 34). En la figura se observa que la interaccion
entre Gal-1 y CD13 se previno completamente en presencia de lactosa debido a que la
respuesta relativa disminuy6 a valores cercanos a 0. Por otro lado, la interaccion entre
ambas proteinas no se vio afectada cuando la corrida se realizd pre-incubando con
sacarosa, un azucar que no es capaz de unirse al DRC de Gal-1. Ademas, al volver a
inyectar rGal-1 en el cuarto ciclo se confirmé que la superficie del chip no se vid
comprometida luego de las pruebas realizadas. Los ciclos 5 (PBS + Lac) y 6 (PBS) son

controles negativos y muestran que los vehiculos utilizados no producen sefial de

respuesta sobre CD13.

Gal-1 Gal-1 +Lac Gal-1 + Sac Gal-1 PBS + Lac PBS
1,2uM 1,2 uM
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Figura 34. Dependencia de glicanos en la interaccion directa entre CD13 y rGal-1. Pre-incubacion
con lactosa (Lac) 1 mM, azficar inhibidor de galectinas reconocido por el DRC (ciclo 2); sacarosa (Sac) 1
mM, disacarido no reconocido por galectinas (ciclo 3); controles negativos de PBS-Lac (ciclo 5) y PBS
solo (ciclo 6). La integridad de la superficie antes y después del ensayo fue confirmada inyectando Gal-1

1,2 uM (ciclos 1 y 4).
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Como control positivo utilizamos a galectina-3 recombinante (rGal-3) en

solucion y confirmamos la interaccion con CD13 (Fig. 35). Asimismo observamos que

rGal-3 presenta una cinética de interaccion diferente a la de rGal-1, con velocidades de

asociacion y disociacion mas lentas.
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Figura 35. Interaccion fisica y directa entre CD13 inmovilizada y rGal-3 en solucion. Los eluatos

“CD13” y “KOCD13” fueron inmovilizados por quimica de aminas en un chip sensor CM5 y “KOCD13”

fue utilizado como blanco. Concentraciones crecientes del ligando conocido rGal-3 (0,075 — 2 uM),

fueron inyectados durante 30 segundos con un tiempo de disociacion de otros 30 segundos. Los

sensorgramas resultantes fueron superpuestos en el grafico de RU en funcién del tiempo.

El valor obtenido de Kp por medio del ajuste cinético para Gal-3 fue

4,1 x 109 M.
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En resumen,

mediante bioinformatica se pudo predecir que CD13 es un excelente
candidato a ser receptor de Gal-1.

Aunque la técnica de co-IP no permitié evidenciar la interaccion
entre Gal-1 y CD13, el resultado obtenido mediante Far Western blotting
sugirid que Gal-1 es capaz de interactuar con CD13 en las CESHs SK-
HEP-1.

Por medio de RPS se confirm6 la unién fisica y directa de ambas
proteinas mediada por el DRC de Gal-1, con una Kb promedio estimada de

3,1 x 10°M.
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Capitulo 3.

Estudio de la cooperaciéon entre Gal-1y CD13 en la diseminacion y
la angiogénesis del endotelio sinusoidal asociado al tumor

hepatico

3A Analisis de los roles de Gal-1 y CD13 en la adhesion heterotipica entre

hepatocitos tumorales y endotelio sinusoidal hepatico

La formacion de nuevos tumores, ya sea debido a la recurrencia local,
micrometastasis o por diseminacion a distancia, resulta de la interaccion entre las
células tumorales con su microambiente, especialmente los vasos sanguineos y
linfaticos [246]. Durante el proceso metastasico, las células tumorales interactian
primero con el endotelio, al cual deben adherirse localmente para poder trasvasar y
colonizar nuevos tejidos [247].

Previamente, se reportd la participacion de Gal-1 en el proceso de adhesion
celular [248], [91] asi como también la de CD13 [213], [214]. En particular, resultados
de nuestro laboratorio demostraron que el aumento de la expresion de Gal-1 en células
de CHC promueve su adhesion a las células endoteliales SK-HEP-1, mientras que su
disminucién inhibe dicho proceso [133]. En este trabajo decidimos evaluar la relevancia
de CD13, y de su funcion como receptor de Gal-1, en la adhesioén de los hepatocitos

tumorales HEPG?2 a las células endoteliales SK-HEP-1.

3A.1 Andlisis de la relevancia de CD13 en la adhesién heterotipica

Con el objetivo de evaluar el rol de CD13 en el proceso de adhesion, se
determino la cantidad de células de carcinoma hepatocelular (CHC) HEPG?2 adheridas a
monocapas de células endoteliales hepaticas SK-HEP-1 que no expresan la proteina
(KOCD13), con respecto a monocapas de células control (SK-HEP-1 WT y SCR). Para
ello, los hepatocitos tumorales fueron marcados con calceina e incubados durante 30
minutos sobre las monocapas de células endoteliales en medio HEPES sin suero,
siguiendo el protocolo previamente descripto en nuestro laboratorio [133]. Luego del

lavado, se tomaron microfotografias de 12 campos de cada condicion, tanto con luz
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blanca para la observaciéon de las células endoteliales como con microscopia de
epifluorescencia para la deteccion de las células de CHC. A partir de dichas iméagenes,
se determiné el numero de células HEPG2 adheridas. En la figura 36 se observa que la
ausencia de expresion de CDI3 en las células endoteliales SK-HEP-1 reduce la
adhesion de los hepatocitos tumorales HEPG2 (52 + 6 %) en comparacion con la

observada a las células SK-HEP-1 WT (100 + 6 %) y control SCR (86 = 9 %)).
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Figura 36. Participacion de CD13 en la adhesion de hepatocitos tumorales HEPG2 a células
endoteliales SK-HEP-1. Las células HEPG2 wild type fueron cargadas con calceina-AM e incubadas 30
minutos, en medio HEPES, sobre monocapas de células endoteliales SK-HEP-1 control (WT y SCR) y
con edicion génica para el knock-out de CD13 (KOCD13). Panel superior: Los hepatocitos fluorescentes
(verdes) se visualizaron en un microscopio de epifluorescencia mientras que las monocapas de células
endoteliales se observaron con luz blanca. Se muestra la superposicion de microfotografias
representativas (100X, la barra de escala representa 100 pum). Panel inferior: La adhesion celular se
determiné como la cantidad de células HEPG2 fluorescentes adheridas a las monocapas de células SK-
HEP-1 por campo, en 12 campos de cada condicion. Los resultados se expresan como el porcentaje de
células adheridas y corresponden a la media + SEM con respecto a las células SK-HEP-1 WT (100 %) a
partir de 5 experimentos independientes. ** p < 0,01 con respecto a la condicion WT (Test ANOVA de

una via seguido del Test de Tukey), # p < 0,05 con respecto a la condicion SCR (Test ¢ de Student).
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3A.2 Analisis de la relevancia de la interaccién de CD13 y Gal-1 en la adhesion

heterotipica

A continuacién, evaluamos el efecto de la sobreexpresion de Gal-1 en la linea
HEPG?2 en su capacidad de adhesion a las monocapas de células endoteliales SK-HEP-1
SCR y KOCD13, con el objetivo de explorar la importancia de la interaccion de Gal-1y
su receptor en este proceso. Para ello, los hepatocitos tumorales HEPG2 fueron
transfectados con un plasmido (pcDNA3.I-LGALSI) disenado para la sobreexpresion
estable de Gal-1 (células GAL), y con un plasmido control sin inserto. El clon de células
HEPG2-GAL seleccionado expresé aproximadamente 16 veces mas Gal-1 que el

control (células MOCK), el cual presentd niveles comparables a las células wild type
(Fig. 37).
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Figura 37. Expresion de Gal-1 en hepatocitos tumorales HEPG2. Mediante (A) Western blotting y (B)
analisis densitométrico se evalu6 la expresion de Gal-1 en lisados celulares de las lineas HEPG2, MOCK
(transfectada con plasmido control) y GAL (transfectada con un plasmido para la sobreexpresion de Gal-

1). Como control de carga se utiliz6 la proteina GAPDH. Los niveles de expresion de Gal-1 relativos al
control de carga se muestran como la media £ SEM a partir de 2 experimentos independientes. *,* p <

0,05 (Test ANOVA de una via seguido del Test de Tukey).

Siguiendo el mismo protocolo utilizado en el experimento de la figura 36, se
incubd el mismo nimero de células MOCK y GAL cargadas con calceina-AM sobre
monocapas de células endoteliales SK-HEP-1 control (SCR) y KOCDI13. Luego de 30
minutos de incubacion se determind el nimero de células de CHC adheridas por campo.
De manera similar a lo observado en la figura 36, los resultados de la figura 38
muestran que las células MOCK se adhirieron significativamente menos a las células
SK-HEP-1 KOCD13 que a las células SCR (78 + 4 vs. 100 = 7 %). Por otro lado, la

sobreexpresion de Gal-1 en las células GAL increment6 significativamente la adhesion
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a las células SK-HEP-1 SCR (139 + 10 %) con respecto a lo observado para las células
MOCK (100 + 4 %). Sin embargo, la diferencia en la adhesion de las células GAL entre
células endoteliales SCR y KOCD13 no fue significativa (ambas en torno a 140 %).
Asimismo, tampoco se observaron diferencias significativas entre la adhesion de las
células MOCK y GAL a las monocapas de células KOCD13 (78 + 4 vs. 140 £ 25 %,

respectivamente).
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Figura 38. Adhesion de hepatocitos tumorales que sobreexpresan Gal-1 a células endoteliales SK-
HEP-1 con edicion génica de CD13 evaluada mediante microscopia de epifluorescencia. Las células
HEPG2-MOCK y GAL fueron cargadas con calceina-AM e incubadas 30 minutos en medio HEPES
sobre monocapas de células endoteliales SK-HEP-1 control (SCR) y con edicion génica para CD13
(KOCD13). La adhesion celular se determind como la cantidad de células HEPG2 fluorescentes adheridas
a las monocapas de células SK-HEP-1 por campo, en 12 campos de cada condicion. Los resultados se
expresan como porcentaje y corresponden a la media £ SEM con respecto a las células HEPG2-MOCK
adheridas a las SK-HEP-1 SCR (100 %) a partir de 6 experimentos independientes. * p < 0,05 (Multiple ¢
Test seguido del Test de Holm-Sidak).

Estos resultados sugieren que la expresion de CD13 en las células SK-HEP-1 es
necesaria para la adhesion de las células HEPG2, pero la presencia de este receptor no
es esencial en este proceso. Ademads, dado que la sobreexpresion de Gal-1 en las células
de CHC sigue favoreciendo la adhesion de dichas células a las CESHs, aun cuando las
células SK-HEP-1 no expresan CD13, el efecto estimulador de la adhesion heterotipica

de Gal-1 no dependeria de su interaccion con CD13.
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3B Analisis de los roles de Gal-1 y CD13 en la angiogénesis asociada al tumor

hepatico

La angiogénesis tumoral es el proceso mediante el cual se forman nuevos vasos
sanguineos a partir de la vasculatura existente, permitiendo que los tumores superen el
tamafio critico de 1-2 mm? al obtener nutrientes y oxigeno. La angiogénesis por
brotacion implica la activacion de células endoteliales por factores de crecimiento, la
degradacion de la matriz extracelular, y la migracion y proliferacion de estas células
para formar nuevos capilares. Finalmente, estas estructuras se estabilizan con la
incorporacion de células murales (pericitos y células musculares lisas), dando lugar a
una red vascular madura y funcional.[54], [67].

Existe amplia evidencia sobre el rol central de Gal-1 en la angiogénesis en
tumores. Principalmente como inductora de la proliferacion, migracion y formacion de
tubulos en CEs de la macrovasculatura HUVEC [140], [141], [142], [145], [149], [249].
Previamente, en nuestro laboratorio también se determind el rol pro-migratorio y
proliferativo de Gal-1 secretada por los hepatocitos tumorales sobre el endotelio
sinusoidal en el microambiente tumoral hepatico [133].

Varios reportes demostraron que CD13 también se encuentra involucrada en la
neovascularizacion [217], la formacion de tubulos y migracion de células HUVEC, en
forma dependiente de su actividad proteasa [217], [250]. Asimismo se describid que
Gal-3 promueve la angiogénesis en células HUVEC mediante su interaccion con CD13
[223]. Sin embargo, hasta el momento de comenzar este trabajo de tesis no existian
articulos de la literatura que describieran una relacion funcional entre Gal-1 y CD13, ni

la funcion de dicha exopeptidasa en CEs asociadas a tumores hepaticos.
En el presente trabajo evaluamos los roles de Gal-1 y CD13, y la relevancia de

su interaccion en ciertos pasos clave del proceso angiogénico tumoral en células

endoteliales SK-HEP-1.
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3B.1 Analisis de los roles de Gal-1 y CD13 en la proliferacion de células SK-HEP-1

La conversion del reactivo bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-ilo]-2,5-
difeniltetrazol (MTT) en formazén por accion de enzimas mitocondriales se utilizo
como indicador de la viabilidad celular, la cual resulta proporcional al nimero de
células en cultivo en cada tiempo de incubacidon. Luego, se determind la tasa de
proliferacion celular, relativizando la absorbancia del formazan registrada al finalizar el
ensayo con respecto a la obtenida en el tiempo inicial (to).

En primer lugar se puso a punto el tiempo y concentracion de suero fetal bovino
(SFB) adecuados para poder observar diferencias entre la tasa de proliferacion de las
células SK-HEP-1 WT y el resto de las lineas celulares en estudio. Las células se
cultivaron durante 24 horas para su adherencia (to) y luego, durante otras 24, 48 y 72
horas en medio DMEM conteniendo distintas concentraciones de SFB. La absorbancia
del reactivo formazan producido se registro en cada tiempo final y se la relativizd con
respecto a la obtenida en el to para obtener la tasa de proliferacion celular (Fig. 39). A
las 24 horas, la presencia de SFB no afectd la proliferacion respecto al cultivo de las
células en ausencia del mismo. En cambio, luego de 48 horas, el SFB en
concentraciones de 5 y 10 % aumenté significativamente (3,4 + 0,4 y 4 £ 0,3 veces,
respectivamente) la proliferacion celular respecto a la condiciéon sin SFB. Este
incremento fue mayor luego de cultivar las células durante 72 horas, observandose tasas
de proliferacion de 12,5 + 1,3 veces con 5 % y 10,1 &+ 0,1 veces con 10 % de SFB.

A partir de los resultados obtenidos, y para realizar los ensayos subsiguientes,
seleccionamos una concentracion de SFB al 10 % y un tiempo de cultivo de 72 horas, es

decir, una condicion proliferativa.
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Fig 39. Proliferaciéon de células SK-HEP-1 evaluada mediante el ensayo de MTT. Las células fueron
incubadas en medio de cultivo DMEM en presencia de SFB al 2, 5, 10 % (v/v) o en su ausencia (0 %)
durante diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas). La proliferacion celular se midié como la relacion entre la
absorbancia registrada en 595 nm al tiempo final considerado (tas, tss, t72) y la absorbancia medida en el
tiempo inicial (tp). Los resultados se muestran como la media = SEM, a partir de 3 experimentos
independientes, con respecto a la relaciéon de absorbancias para las células cultivadas sin SFB en cada
tiempo. El analisis estadistico se realizo mediante Test d¢ ANOVA de una via seguido del Test de

Dunnett. * p <0,05; ** p<0,01; *** p <0,001.

3B.1.1 Participacion de CD13 en la proliferacion de células SK-HEP-1

Con el proposito de evaluar la participacion de CDI13 en la capacidad
proliferativa de las células SK-HEP-1 se analiz6 el efecto de la ausencia de su expresion
utilizando las células KOCDI13. Las mismas mostraron una proliferacion
significativamente menor (69 £ 8 %) con respecto a las células SK-HEP-1 WT (100 £ 5
%) y a las células SCR (96 + 2 %) (Fig. 40).
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Figura 40. Proliferacién de células SK-HEP-1 WT, SCR y con edicion génica de CD13 (KOCD13)
evaluada mediante el ensayo de MTT. Las células fueron incubadas en DMEM en presencia de SFB al
10 % (v/v) durante 72 horas. La proliferacion celular se determind como la relacion entre la absorbancia
en 595 nm registrada en el tiempo 72 horas y la absorbancia medida en el tiempo inicial (to), relativizada
a la linea celular WT (control, 100 %). Los resultados se muestran como la media + SEM a partir de 3
experimentos independientes. * p < 0,05 respecto a WT, # p < 0,05 respecto a SCR (Test ANOVA de una

via, seguido del Test de Bonferroni).
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3B.1.2 Participacion de Gal-1 en la proliferacion de células SK-HEP-1

Con la intencidon de investigar la funcion de Gal-1 en la proliferacion de las
células SK-HEP-1 se silenci6 su expresion. Para dicho objetivo, se transfectaron las
células de manera estable con el plasmido Galectin-1 shRNA Plasmid (h) disefiado para
la produccion de short hairpin RNAs (sShARNSs), que procesados por el complejo Dicer,
forma siRNAs especificos para el silenciamiento de la expresion de Gal-1, como se
detalla en el capitulo 3 de Materiales y métodos. Se utilizé el plasmido shRNA Plasmid-
A como control. Los clones celulares con el silenciamiento estable se seleccionaron por
su resistencia al antibidtico puromicina y se analiz6 la expresion de Gal-1 mediante la
técnica de Western blotting. Las células transfectadas (shGal-1) mostraron una expresion
de Gal-1 significativamente menor (32 = 16 %) con respecto a las células WT (100 %) y
a las transfectadas con el plasmido control shSCR (99 + 16 %) (Fig. 41).
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Figura 41. Expresion de Gal-1 en células SK-HEP-1 WT y transfectadas. Se evalué mediante
Western blotting y analisis densitométrico la expresion de Gal-1 en lisados de células SK-HEP-1 (WT);
SCRAMBLED control (shSCR) y silenciadas para Gal-1 con el plasmido shARN (shGal-1). Como

control de carga se utilizo la proteina GAPDH. Los datos se expresan como la media = SEM a partir de 3

experimentos independientes. *, # p < 0,05 respecto de WT y shSCR respectivamente (Test ANOVA de

una via seguido del Test de Bonferroni).

Luego, se llevdo a cabo el ensayo de proliferacion utilizando las mismas
condiciones descriptas en el item 3B.1.1, cultivandose las células SK-HEP-1 WT,
shSCR y shGal-1 durante 72 horas en presencia de SFB al 10 %. Los resultados
muestran que las células SK-HEP-1 silenciadas para Gal-1 proliferaron en forma similar
a las células control WT (94 = 7 % vs. 100 £ 13 %) y a las células shSCR (102 = 9 %)
(Fig. 42). Por lo tanto, el nivel de expresion de Gal-1 de las células SK-HEP-1 no

tendria relevancia para la proliferacion, en las condiciones ensayadas en este trabajo.
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Figura 42. Proliferacion de células SK-HEP-1 con expresiéon de Gal-1 disminuida evaluada
mediante el ensayo de MTT. Las células fueron incubadas en DMEM con 10 % (v/v) SFB durante 72
horas. La proliferacion celular se midié como la relacion entre la absorbancia a 595 nm al tiempo final y
la absorbancia medida al tiempo inicial (to) y se relativizé a la linea WT. Los datos corresponden a la
media = SEM a partir de 3 experimentos independientes y analizados mediante Test de ANOVA de una

via seguido del Test de Tukey.

Seguidamente, con el objetivo de investigar si la interaccion entre Gal-1 y CD13
era importante para la proliferacion de las células SK-HEP-1, se incubaron las células
SK-HEP-1 WT con rGal-1 durante 72 horas. El experimento se realizé en presencia de
SFB al 2 % y como control, se utiliz6 el vehiculo PBS-ditiotreitol (DTT) 0,05 mM. El
DTT es un agente reductor necesario para mantener la maxima actividad de la galectina.
La concentracion de SFB utilizada fue la minima que permiti6 a las células SK-HEP-1
tolerar el efecto citotoxico del DTT sin enmascarar el posible efecto proliferativo de
rGal-1. En estas condiciones, no se observaron diferencias significativas entre las
células incubadas con rGal-1 y el control (Fig. 43A).

Gal-1 es una proteina que se exporta al medio extracelular y puede interaccionar
con glicoconjugados presentes en la matriz extracelular (MEC) y quedar alli retenida.
Por ello, también se evalud su efecto sobre la proliferacion inmovilizandola en los
pocillos de una placa, como se detalla en el capitulo 3 de Materiales y métodos. Como
control se inmovilizé la proteina BSA al 0,1 % (v/v). En estas condiciones, se observo
que rGal-1 aumenté la proliferacion de las células SK-HEP-1 WT (115 £+ 4 %), con
respecto a la BSA (100 %), aunque las diferencias no resultaron estadisticamente

significativas (Fig. 43B).
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Figura 43. Proliferacion de células SK-HEP-1 con rGal-1 soluble (A) e inmovilizada (B) evaluada
mediante el ensayo de MTT. Las células fueron incubadas en DMEM con SFB al 2 % (v/v) durante 72
horas. La proliferacion celular se mididé como la relacion entre la absorbancia a 595 nm al tiempo final y
la absorbancia medida al tiempo inicial (to) y se relativizé al control (Vehiculo o BSA, 100 %). Los datos
corresponden a la media £ SEM a partir de 7 (A) y 3 (B) experimentos independientes y analizados

mediante Test de ANOVA de una via.

Estos resultados sugieren que CDI13 participa en el proceso de proliferacion
celular en la linea SK-HEP-1. Por otro lado, el efecto observado con rGal-1
inmovilizada no resulté significativo con el método utilizado y en las condiciones
ensayadas, por lo que el andlisis de la cooperacion entre CD13 y Gal-1 sobre la

proliferacion de las células SK-HEP-1 no fue continuado.

3B.2 Analisis de los roles de Gal-1 y CD13 en la migracion de células SK-HEP-1

La migracion de las CESHs se evalué mediante el ensayo de cicatrizacion de la
herida, tal como se describe en el capitulo 3 de la seccion de Materiales y métodos.
Brevemente, las células SK-HEP-1 se cultivaron durante 72 horas en placas de 96
pocillos hasta confluencia. Se realizaron heridas sobre las monocapas, se lavo con
medio DMEM carente de SFB y luego, las células se incubaron en medio DMEM con
SFB al 10 % o en ausencia de éste a 37 °C. Se midio el area total de la herida al inicio y
al final del experimento y se determiné el porcentaje de cierre de la herida.

En primer lugar, se pusieron a punto las condiciones Optimas para el ensayo de
cierre de la herida. Para ello se evaluo el efecto de la utilizacion de distintas
concentraciones de suero y distintos tiempos de incubacion. En la figura 44 se observa
que el agregado de SFB al 10 % estimuld intensamente el cierre de la herida de la

monocapa de células SK-HEP-1 WT comparado con la condiciéon en ausencia del
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mismo, siendo estadisticamente significativo a partir de las 9 horas. En ausencia de
SFB, las células SK-HEP-1 alcanzaron aproximadamente un 40 % de cierre de la herida
a las 24 horas, mientras que en presencia de SFB al 10 % se alcanzé mas de un 90 % de
cierre de la misma. Dado que los factores de crecimiento presentes en el SFB estimulan
la migracion y podrian enmascarar los posibles efectos de Gal-1 o CD13, se decidid
trabajar en ausencia de suero (SFB al 0 %). Para evaluar el efecto de estas dos proteinas
se decidio utilizar un tiempo final de 24 horas debido a que, como se demostrd
previamente (Fig. 39), en ese tiempo y en ausencia de suero, las células SK-HEP-1 no

proliferan y por lo tanto, es posible analizar inicamente el proceso de migracion celular.
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Figura 44. Efecto del SFB sobre el cierre de la herida de células SK-HEP-1 a diferentes tiempos de
incubacion. Las células fueron incubadas en medio de cultivo DMEM en presencia de SFB al 10 % (v/v)
o en su ausencia (0 %) durante diferentes tiempos. El cierre de la herida se estimé como se indica en la
seccion de Materiales y métodos. Los datos corresponden a la media + SEM a partir de 5 experimentos

independientes. ** p < 0,01; **** p <0,0001 (Test ANOVA de dos vias seguido del Test de Sidak).

3B.2.1 Participacion de CD13 en la migracién de células SK-HEP-1

Con el proposito de evaluar la participacion de CD13 en la capacidad migratoria
de las células SK-HEP-1, se analizo el efecto de la ausencia de dicha proteina de
membrana utilizando las células KOCD13. Los resultados indican que las CESHs con el
gen CD13 knockeado migran significativamente menos (78 = 8 %) respecto de las

células WT (100 £ 7 %) y respecto de las células SCR (97 + 5 %) (Fig. 45).
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Figura 45. Migracion de células SK-HEP-1 con disrupcion génica de CD13. Las células fueron
incubadas en ausencia de suero durante 24 horas luego de realizada la herida. Panel izquierdo: se
muestran microfotografias representativas al inicio (to) y al final del experimento (t24) (40X, la barra de
escala representa 100 um). Panel derecho: La migracién celular se determiné como se indica en
Materiales y métodos. Los datos corresponden a la media = SEM con respecto a la migracion de la linea
celular WT (100 %) a partir de 4-8 experimentos independientes. * p < 0,05 con respecto a WT, # p <
0,05 con respecto a SCR (Test ANOVA de una via, seguido del Test de Tukey).

3B.2.2 Participacion de Gal-1 en la migracion de células SK-HEP-1

En las mismas condiciones descriptas anteriormente, se evaluoé la capacidad
migratoria de células SK-HEP-1 con la expresion de Gal-1 disminuida (segiin se mostrd
en la figura 41). Las CESHs shGal-1 migraron significativamente menos (61 £ 5 %)
respecto de las células WT (100 = 9 %) y de las células shSCR (101 + 11 %) (Fig. 46).
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Figura 46. Migracién de células SK-HEP-1 con expresién disminuida de Gal-1. Las células fueron
incubadas en ausencia de suero durante 24 horas luego de realizada la herida. Panel izquierdo: se
muestran microfotografias representativas al inicio (to) y al final del experimento (t24) (40X, la barra de
escala representa 100 um). Panel derecho: La migracién celular se determiné como se indica en
Materiales y métodos. Los datos corresponden a la media £+ SEM a partir de 4 experimentos
independientes. * p < 0,05 con respecto a WT, # p < 0,05 con respecto a shSCR (Test ANOVA de una
via, seguido del Test de Tukey).

Por lo tanto, los resultados descriptos en los experimentos de las figuras 45 y 46
demuestran la participacion individual de las proteinas endogenas Gal-1 y CDI13 en la
migracion de las CESHs. A continuacion, y para investigar la importancia de la
interaccion entre ambas proteinas en este efecto, se decidi6 evaluar el efecto de la
incubacion con rGal-1 agregada en forma exdgena sobre la migracion de las células SK-
HEP-1 KOCD13.

Tal como se menciond previamente, Gal-1 puede ser secretada de las células e
interactuar con glicoconjugados de la MEC, como laminina o fibronectina, o quedar
retenida en la MEC circundante y actuar ella misma como una proteina de la matriz.
Asi, Gal-1 es capaz de modular procesos de adhesion y migracion celulares. Entonces,
se realizo el ensayo de migracion inmovilizando distintas concentraciones de rGal-1 en
los pocillos de las placas de cultivo, tal como se describe en el capitulo 3 de la seccion
de Materiales y métodos. En primer lugar, se realizd este experimento evaluando la
migracion de las células SK-HEP-1 WT. No se observaron diferencias significativas en

la migracion de dichas células cultivadas sobre pocillos recubiertos con rGal-1, en
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ninguna de las concentraciones ensayadas a las 24 horas de realizada la herida, respecto

de las células incubadas sobre la proteina control BSA al 0,1 % (v/v) (Fig. 47).
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Figura 47. Migracion de células SK-HEP-1 WT con rGal-1 inmovilizada. Las células fueron
incubadas en ausencia de suero durante 24 horas sobre pocillos recubiertos con concentraciones
crecientes de rGal-1. La migracion celular se estimé determinando el porcentaje de cierre de la herida
como se indica en Materiales y métodos y se relativizo al control (BSA al 0,1% (v/v) inmovilizada). Los
datos corresponden a la media £ SEM a partir de 4 experimentos independientes (Test ANOVA de una

via, seguido del Test de Tukey).

Luego, analizamos el efecto de rGal-1 adicionada a las células en forma soluble.
Dado que en ausencia completa de suero, el vehiculo (PBS-DTT 0,05 mM) resultaba
citotoxico, en este ensayo se utilizo un mayor porcentaje del mismo (0,5 %) para
mantener la viabilidad de las CEs pero sin enmascarar los posibles efectos de la
galectina. Entonces, se realizé el ensayo para evaluar el cierre de la herida en las nuevas
condiciones, a distintos tiempos. Se selecciond un menor tiempo para realizar el ensayo

(15 h) dado que a mayores tiempos no hubo mayor cierre de la herida (Fig. 48).
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Figura 48. Cierre de la herida de células SK-HEP-1 en condiciones reductoras. Las células fueron
incubadas en medio DMEM con SFB al 10 % o al 0,5 % (v/v), en presencia de DTT 0,5 mM, durante
diferentes tiempos. El cierre de la herida se estimé como se indica en la seccién de Materiales y métodos.
Los datos corresponden a la media = SEM a partir de 3 experimentos independientes. ** p < 0,01; **** p

<0,0001 (Test ANOVA de dos vias seguido del Test de Sidak).

Cuando las células SK-HEP-1 WT se incubaron con rGal-1 soluble se observo
una estimulacion de la migracion celular en todas las concentraciones utilizadas, pero
solo resulto significativa con la méxima concentracion ensayada (100 pg/ml; 126 £ 4 %
vs. control (vehiculo). Para evaluar la dependencia de la interaccion del DRC de rGal-1
con glicanos de la superficie celular en el efecto pro-migratorio observado, se preincub6
la galectina con lactosa 100 mM durante 30 minutos. En presencia de dicho azlcar

inhibidor de la actividad de Gal-1, se previno el efecto estimulatorio de la migracion (95
+ 3 %) (Fig. 49).
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Figura 49. Migracion de células SK-HEP-1 con rGal-1 soluble. Las células fueron incubadas en
presencia de SFB al 0,5 % y concentraciones crecientes de rGal-1 (0,1; 1; 10; 100 pg/ml) en PBS-DTT
0,05 mM (vehiculo) durante 15 horas. En la condicion 100+Lac, la galectina se preincub6 con lactosa 100
mM durante 30 min. Panel superior: se muestran microfotografias representativas al inicio (to) y al final
del experimento (tis) (40X, la barra de escala representa 100 um). Panel inferior: la migracion celular se
determiné como se indica en la seccion de Materiales y métodos, y se relativizé al vehiculo. Los datos
corresponden a la media = SEM a partir de 4-8 experimentos independientes. *** p < 0,001 con respecto

a vehiculo, " p < 0,001 con respecto a 100+Lac (Test ANOVA de una via, seguido del Test de Tukey).

3B.2.3 Estudio de la cooperacion de Gal-1 y CD13 en la migracion de células

SK-HEP-1

Con el objeto de evaluar si el efecto pro-migratorio de Gal-1 se produce a través
de su interaccion con CD13, se realizo el ensayo de cierre de la herida cultivando las
células KOCD13 y como control, las células SCR, en presencia de rGal-1. Los
resultados indican que las células que no expresan CD13 mostraron un aumento
significativo de la migracion (132 £ 5 %) cuando se las incubd con rGal-1 (100 pg/ml)
con respecto a las células incubadas con el vehiculo, y dicho efecto se previno cuando
rGal-1fue preincubada con lactosa (102 + 8 %) (Fig. 50, panel A). En las células control
SCR también se observod el efecto estimulatorio de la migracion (130 = 9 %) con el

agregado de rGal-1 en la misma concentracion con respecto al vehiculo (panel B).
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Figura 51. Migracion de células SK-HEP-1 KOCD13 y SCR con rGal-1 soluble. Las células fueron
incubadas en presencia de SFB al 0,5 % y rGal-1 100 pg/ml en PBS-DTT 0,05 mM (vehiculo) durante 15
h. En la condicion rGal-1-Lac, la galectina se preincubd con lactosa 100 mM durante 30 min. Panel A
superior: se muestran microfotografias representativas de la linea celular KOCD13 al inicio (to) y al final
del experimento (tis) (40X, la barra de escala representa 100 pum). Inferior: la migracion celular se
determind como se indica en la seccién de Materiales y métodos y se relativizé al vehiculo. Panel B: la
migracion celular de la linea control SCR se determiné como se indica en la seccion de Materiales y
métodos y se relativizd al vehiculo. Los datos corresponden a la media =+ SEM a partir de 3-5
experimentos independientes. * p < 0,05, ** p < 0,001 con respecto a vehiculo, # p < 0,05 con respecto a
control lactosa (rGal-1-Lac) (Test ANOVA de una via, seguido del Test de Tukey).

Estos resultados sugieren que tanto CD13 como Gal-1 participan en el proceso
de migracion de las células SK-HEP-1, aunque estos efectos no dependerian de la

interaccion entre ambas proteinas.
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3B.3 Analisis de los roles de Gal-1y CD13 en la tubulogénesis de células SK-HEP-1

El ensayo de tubulogénesis en células endoteliales permite evaluar de manera
rapida y funcional su capacidad para formar estructuras capilares in vitro. Esta técnica
imita aspectos clave del proceso angiogénico que ocurre in vivo, como la migracion,
alineacion y organizacion celular en redes tridimensionales, lo que la convierte en un
modelo eficaz para investigar los mecanismos moleculares que regulan la formacion de
nuevos vasos sanguineos. El ensayo involucra la adhesion de la célula endotelial
mediante proteinas de la superficie, su migracion y la actividad de proteasas, lo que
conduce a la formacion de tibulos cerrados con lumen en tiempos de cultivo cortos
[251].

Con el fin de evaluar la relevancia de Gal-1 y CD13 en la morfogénesis de las
células endoteliales SK-HEP-1 que deriva en la formacién de capilares sanguineos, se
realiz6 el ensayo de tubulogénesis. Para ello, las células se cosecharon con PBS-EDTA
para preservar la integridad de las proteinas de membrana y se sembraron sobre una
superficie simil membrana basal (Geltrex™) que ofrece un contexto mas parecido al
fisiologico.

En primer lugar, se buscaron las condiciones 6ptimas que permitieran observar
la formacién de estructuras tubulares de las células sobre una fina capa de Geltrex™
bajo en factores de crecimiento, ya que los mismos pueden estimular la tubulogénesis.
Se seleccionaron tanto el nimero de células por pocillo, la concentracion de SFB y el
tiempo de ensayo adecuados para la formacion de una red de tibulos. La dindmica del
proceso observada consistio en la adhesion de las células en la primera hora de
sembradas, luego la migracion con direccidon hacia otras células en las siguientes 2 a 4
horas y la formacioén de tibulos entre las 6 y 8 horas. A las 24 horas, las células se
detectaron migrando hacia los nodos y desarmando la malla de tibulos.

La densidad Optima para observar la formacion de una red de tibulos fue de
8000 células por pocillo. En base a la dindmica observada, el tiempo elegido para tomar
las microfotografias fue a las 6 horas de sembradas las células. Dado que la presencia de
suero inhibi6 completamente la formacion de tibulos, en los experimentos

subsiguientes se debid trabajar en ausencia del mismo (Fig. 52).

103



Resultados | Capitulo 3

40 kK
0% SFB 10% SFB f '
N R AT AR e -0, . en 30
: 2 X% = -, . = .
O R PSS % §
P LA e 4 >@ I
RET e % g 2
5 r‘{i\‘(',‘?.: T % é” . % a
# " 4 e }‘g g ! ety ’ g :g
B 4 s = 104
(Vi T B R st St
o_

T
0% SFB 10% SFB

Figura 52. Formacion de tibulos cerrados en células SK-HEP-1. Las células se incubaron en ausencia
(0 %) y en presencia de SFB al 10 % durante 6 horas sobre Geltrex™ bajo en factores y se determin6 el
ntmero tabulos cerrados o mallas por area (cm?). Panel izquierdo: se muestran microfotografias
representativas (40X, la barra de escala representa 100 pm). Panel derecho: los datos corresponden a la

media £ SEM a partir de 3 experimentos independientes. *** p < 0,001 (Test ¢ de Student).

3B.3.1 Participacion de CD13 en la formacion de tubulos de células SK-HEP-1

Se evalud primero el efecto de la proteina CD13 en la formacioén de tibulos
comparando la formaciéon de mallas de las células SK-HEP-1 KOCD13 respecto de las
células WT y SCR. El porcentaje de tibulos por pocillo disminuy¢ significativamente
en las células que no expresan CD13 (56 £ 9 %) con respecto al observado en las
células WT (100 £ 14 %) y células SCR (90 + 14 %) (Fig. 53). Es importante destacar
que las células KOCD13 no perdieron la capacidad de formar tubulos, y los mismos son

de similar morfologia que los de las células control, tal como se observa en la figura 53.
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Figura 53. Formacion de tubulos cerrados en células SK-HEP-1 WT, SCR y KOCD13. Las células
fueron incubadas en ausencia de suero durante 6 h sobre Geltrex™ bajo en factores. Se determiné el
ntmero de tibulos cerrados o mallas por 4rea (cm?) y se expres6 como porcentaje relativo al obtenido con
las células WT (100 %). Panel superior: se muestran microfotografias representativas (40X, la barra de
escala representa 100 pum). Panel inferior: los datos corresponden a la media = SEM a partir de 6
experimentos independientes. * p < 0,05 con respecto a células WT (Test ANOVA de una via, seguido
del Test de Tukey) y # p < 0,05 con respecto a control SCR (Test t de Student).

Dado que el bloqueo o disrupcion de la expresion de un gen puede provocar
efectos fisiologicos drasticos que alteren significativamente el funcionamiento celular,
se optd por analizar también el efecto del silenciamiento transitorio de CD13 mediante
ARN de interferencia (siARN). Esta estrategia alternativa permite reducir de manera
parcial la expresion del gen, evitando asi consecuencias extremas. Para ello, el ensayo
de tubulogénesis se realiz6 72 horas post-transfeccion con el siRNA, tiempo en el cual
el silenciamiento de la expresion de CD13 fue maximo (Fig. 54). En estas condiciones,
la formacion de tibulos se inhibid considerablemente (40 = 21 %) en las células
transfectadas con siARN respecto de las transfectadas con siARN scrambled (100 %)

con una secuencia sin target conocido (Fig. 55).
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Figura 54. Expresion de CD13 en células SK-HEP-1 WT y transfectadas con siRNA. Se evalud,
mediante Western blotting y analisis densitométrico, la expresion de CD13 en lisados celulares de las
lineas (de izquierda a derecha) SK-HEP-1 wild type (control); SCRAMBLED control (siSCR) y
silenciadas para CD13 con siARN (siCD13). Los resultados se muestran como la expresion de CD13
relativa al control de carga (B-Tubulina) para cada linea celular luego de cada tiempo post-transfeccion
(24, 48 o 72 horas) con respecto a las células control. Los datos se expresan como la media = SEM a
partir de 1-3 experimentos independientes. * # p < 0,05; ** p < 0,01; # p < 0,001 (Test modelo de
efectos mixtos seguido del Test de Tukey).
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Figura 55. Formacion de tibulos cerrados en células SK-HEP-1 transfectadas con ARN de
interferencia con CD13 como farget (siCD13) o control (siSCR). Las células fueron incubadas en
ausencia de suero durante 6 horas sobre Geltrex™ bajo en factores. Se cont6 la cantidad de mallas
(tbulos cerrados) por 4rea (cm?) y se lo relativizo a las células control. Panel izquierdo: se muestran
microfotografias representativas (40X, la barra de escala representa 100 pum). Panel derecho: los datos

corresponden a la media £ SEM a partir de 3 experimentos independientes (Test ¢ de Student).

Ambas estrategias de disminucion de los niveles de CDI3, tanto el
silenciamiento transitorio mediante siRNA como la delecion estable del gen, resultaron
en una reduccidn significativa en la formacion de tibulos por parte de las células SK-

HEP-1, lo que sugiere que la expresion de CD13 es relevante en este proceso.

3B.3.2 Participacion de Gal-1 en la formacion de tubulos de células SK-HEP-1

Para determinar la relevancia de Gal-1 en el proceso de formacién de tabulos de
las células SK-HEP-1 WT se utiliz6 rGal-1 en la misma concentracion (100 pg/ml) que
demostramos previamente que estimula la migracion celular (Fig. 49). El ensayo se
realizd segun el protocolo detallado en el capitulo 3 de la seccion de Materiales y
métodos. Como control se utilizo el vehiculo PBS-DTT.

La incubacion con rGal-1 durante 6 horas estimuld significativamente la
formacion de tibulos (319 + 63 %) de las células SK-HEP-1 WT respecto del vehiculo
(100 %), mientras que la pre-incubacion de la lectina con el azicar tiodigalactésido
(TDG) 20 mM (1 mM final) durante 30 minutos previno el efecto observado (45 + 13
%) (Fig. 56). Dicho galactésido que compite con los glicoconjugados de la superficie
celular por el DRC de rGal-1 tuvo que ser utilizado en este ensayo ya que la pre-
incubacion con lactosa 100 mM (5 mM final) afecté la adhesion de las células al

Geltrex™ y formacion de las estructuras tubulares.
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Figura 56. Formacion de tibulos cerrados en células SK-HEP-1 WT en presencia de rGal-1. Las
células fueron incubadas en ausencia de suero durante 6 horas sobre Geltrex™ bajo en factores en
presencia de rGal-1 100 pg/ml, pre-incubada o no con TDG 20 mM. Se contd la cantidad de mallas
(tbulos cerrados) por 4rea (cm?) y se relativizo a la obtenida para las células SK-HEP-1 WT incubadas
con el vehiculo (PBS-DTT). Panel superior: se muestran microfotografias representativas (40X, la barra
de escala representa 100 pm). Panel inferior: los datos corresponden a la media + SEM a partir de 3
experimentos independientes. * p < 0,05 respecto al vehiculo, # p < 0,05 respecto a la condicion rGal-1-

TDG (Test ANOVA de una via, seguido del Test de Tukey).

3B.3.3 Estudio de la cooperacién de Gal-1 y CD13 en la formacion de tubulos de
las células SK-HEP-1

Con el objeto de analizar la posible conexion entre los efectos observados para
CD13 y Gal-1, y confirmar si la interaccion entre Gal-1 y su receptor es relevante para
la tubulogénesis de las CESHs SK-HEP-1, se realizo el ensayo cultivando las células
KOCD13 en presencia de rGal-1. A diferencia de lo observado sobre las células SK-
HEP-1 WT (Fig. 56), al utilizar una concentracion de la lectina de 100 pg/ml no se
observo el efecto estimulatorio sobre la formacion de tibulos de las células que no
expresan CD13 (101 = 12 %) con respecto a las células incubadas con el vehiculo
(control, 100 %) (Fig. 57). Tampoco se detectaron diferencias al pre-incubar rGal-1 con
TDG 20 mM (97 = 19 %). En cambio, al incubar las células control SCR con rGal-1 si
se observo un mayor porcentaje de tibulos (259 £ 56 %) con respecto a la incubacion
con el vehiculo, y dicho incremento fue prevenido al pre-incubar rGal-1 con TDG (82 +

16 %).
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Figura 57. Formacion de tibulos cerrados en células SK-HEP-1 KOCD13 (A) y control SCR (B) en
presencia de rGal-1. Las células fueron incubadas en ausencia de suero durante 6 horas sobre Geltrex™
bajo en factores en presencia de rGal-1 100 pg/ml, preincubada o no con TDG 20 mM. Se contd la
cantidad de mallas (tibulos cerrados) por area (cm?) y se relativizd a la condicion control con vehiculo
(PBS-DTT, 100 %). A y B, panel superior: se muestran microfotografias representativas (40X, la barra de
escala representa 100 um). A y B, panel inferior: los datos corresponden a la media + SEM a partir de 3-6
experimentos independientes. * p < 0,05 respecto al vehiculo, # p < 0,05 respecto a la condicion rGal-1-

TDG (Test ANOVA de una via, seguido del Test de Tukey).

Estos resultados en conjunto demuestran que Gal-1 promueve la formacion de
tubulos de las CESHs SK-HEP-1, en parte, a través de la interaccion con su receptor
CD13.
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3B.3.4 Estudio del rol de la actividad enzimatica de CD13 en la formacion de
tubulos de las células SK-HEP-1

El efecto de CD13 puede ser consecuencia de su actividad enzimatica, de la
endocitosis de ligandos y/o la sefializaciéon molecular [167]. A continuacion, decidimos
determinar si Gal-1 favorece la tubulogénesis de las células SK-HEP-1 WT modulando
la actividad aminopeptidasa de CD13. Para ello se realiz6 el ensayo de formacion de
tubulos utilizando el anticuerpo bloqueante de la actividad de CD13, WM15 [252]. En
la figura 58 se puede observar que en presencia de rGal-1 y el anticuerpo bloqueante, el
nimero de tubulos producido fue similar (397 = 211 %) al obtenido s6lo con rGal-1
(346 = 105 %). Ademas, al inhibir la actividad de CD13 tampoco hubo diferencia en la
tubulogénesis (154 + 88 %) con respecto a la observada para las células incubadas con

el vehiculo (control, 100 %).

Vehiculo rGal-1 rGal-1+a-CD13 rGal-1+a-lgG

3
@ S
é<
3.9
23
s
23
T >
3
53
© o
ga
8
o
w3
-

Figura 58. Participacion de la actividad aminopeptidasa de CD13 en la formacién de tibulos
cerrados en células SK-HEP-1 WT en presencia de vehiculo (Control), rGal-1, anticuerpo anti-CD13
bloqueante (a-CD13), co-incubacion (rGal-1 + a-CD13) y co-incubacién control de isotipo (rGal-1+a-
CD13). Las células fueron incubadas en ausencia de suero durante 6 horas sobre Geltrex bajo en factores
y 1Gal-1 100 pg/ml o anti-CD13 WM15 25 pg/ml. Se cont6 la cantidad de mallas (tibulos cerrados) por
area y se lo relativizo a la condicion control con vehiculo. Panel superior: se muestran microfotografias
representativas (40X, la barra de escala representa 100 um). Panel inferior: los datos corresponden a la
media + SEM a partir de 2-3 experimentos. * p < 0,05 (Test ANOVA de una via seguido del Test de
Tukey).

Estos resultados sugieren que CD13 promueve la formacion de tibulos de las

CESHs SK-HEP-1 en forma independiente de su actividad enzimatica. Asimismo, el
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bloqueo de dicha actividad no interferiria con la interaccion y estimulo de rGal-1. A

futuro, deberian realizarse mas ensayos para confirmar estos resultados.
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En resumen,

CD13 promueve la proliferacion, migracion y tubulogénesis de las CESHs
tumorales SK-HEP-1, asi como la adhesiéon de hepatocitos tumorales
HEPG2 a dicho endotelio hepatico. Ademas, si bien Gal-1 estimula la
migracion de las células SK-HEP-1 y la adhesion heterotipica de manera
independiente de su interaccién con CD13, su efecto pro-tubulogénico es
dependiente de glicanos e involucra, al menos en parte, la participacion de

CD13.
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Capitulo 1

De acuerdo con las ultimas estimaciones de mortalidad global, mas del 75 % de
las muertes consideradas prematuras se deben a enfermedades no transmisibles. Las
enfermedades cardiovasculares y el cancer lideran el ranking en 127 paises como la
causa prevalente, siendo este ultimo la principal razon de muerte prematura en 57
paises, incluido Argentina. En otros 70 paises, el cancer es la segunda causa [253]. El
carcinoma hepatocelular o CHC es la tercera causa de muerte a nivel global y el sexto

cancer mas diagnosticado (https://gco.iarc.fr/en). En Argentina, durante el afo 2022 se

registraron 2504 nuevos casos de CHC y 2147 decesos [28]. A pesar de los avances en
los tratamientos disponibles para esta enfermedad, su incidencia todavia se equipara con
el indice de mortalidad [254], lo que refleja la pobre prognosis del CHC y la necesidad
de comprender los mecanismos subyacentes a la progresion y diseminacion del CHC
para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.

La recurrencia y la diseminacion metastasica son las causas mas frecuentes de
mortalidad entre los pacientes. En el proceso de la metastasis de un tumor primario
hacia otro tejido ocurre el escape de la célula neoplésica y su adhesion al endotelio
asociado, por lo que es indispensable el estudio tanto del tumor como del
microambiente tumoral donde se desarrolla.

Como se describiod previamente, alteraciones en los niveles de expresion de Gal-
1 estan asociados, en muchos tipos de céancer, con la transformacién maligna, la
proliferacion, la migracion e invasion de células tumorales y la metastasis [107], [255],
[256]. Ademas, la expresion elevada de Gal-1 en el endotelio asociado al tumor resulta
un factor clave para la angiogénesis [140].

Resultados previos de nuestro laboratorio evidenciaron la participacion de Gal-1
en: 1) la modulacion de la adhesion de hepatocitos tumorales a la matriz extracelular, la
polarizacion celular, la promocion del crecimiento tumoral y la metastasis in vivo [117];
II) la transicion epitelio-mesénquima de hepatocitos tumorales a través de las vias de
sefalizacion de PI3K/Akt y Wnt/B-catenina y la resistencia a anoikis [124] y III) la
quimiorresistencia del CHC in vivo e in vitro a través de un mecanismo dependiente de
la glicoproteina-P (gp-P) transportadora de drogas [125]. Demostramos que Gal-1
también promueve la adhesion de los hepatocitos tumorales a las CESHs SK-HEP-1

mediante su unidon a glicanos, y que Gal-1 secretada por las células HEPG2-GAL
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estimula la proliferacion y migracion de las células SK-HEP-1, favoreciendo la
angiogénesis[133].

Con el objeto de profundizar en la comprension de los mecanismos por los
cuales Gal-1 secretada por los hepatocitos ejerce su accion sobre el endotelio asociado,
es que se decidio realizar una cromatografia de afinidad a Gal-1 para identificar posibles
receptores de membrana en las células SK-HEP-1. Luego, por espectrometria de masa
se identificd, entre otros receptores, a la aminopeptidasa N o CD13 (Manzi, Tesis
doctoral 2016). Esta es una proteina exopeptidasa expresada normalmente en un gran
linaje de células con multiples funciones, no siempre dependientes de su actividad
proteasa, tales como proliferacion, diferenciacion, migracion, angiogénesis, invasion,
metastasis y modulacion de la respuesta inmune [167]. Estd descripta también su
expresion o actividad aumentada en varios tumores y su asociacion con una peor
prognosis en los pacientes [257]. Asi mismo, se ha observado el aumento de la
expresion en la superficie de células endoteliales durante la angiogénesis tumoral [167].

En base a estos antecedentes, en esta Tesis se investigd si Gal-1 y CDI13,
propuestas como ligando y receptor, se encontraban diferencialmente expresadas en el
tejido hepatico normal respecto del tumoral en muestras de pacientes con CHC, y su
relacion con la prognosis de la enfermedad y la supervivencia. Para estos estudios se
utilizaron herramientas bioinforméaticas que nos conceden acceso a distintas bases de
datos clinicos.

Especificamente, el analisis de los datos gendomicos de la base TCGA mostrd
que la expresion de Gal-1 se encuentra significativamente aumentada en el CHC
respecto del tejido normal. Nuestros resultados son congruentes con la literatura
disponible que describe, en un ensayo de cDNA microarray en tejidos de solo 8
pacientes con CHC, que los niveles de Gal-1 en el higado de personas adultas normales
se encuentran por debajo del nivel detectable, pero éstos se ven incrementados en
tumores hepaticos [258]. Se observo también una expresion diferencial de Gal-1 entre
una linea celular modelo de CHC indiferenciada (JHH-6) respecto de la linea celular
bien diferenciada (HuH-7) [116].

Una mayor expresion de Gal-1 correlaciondé con un peor prondstico de
supervivencia global en el estudio de TCGA con una evaluacion de 377 pacientes. Esto
se encuentra en coincidencia con un estudio realizado en el Instituto del Cancer de

Higado de Shanghai, China, con el seguimiento de 386 pacientes. En dicho estudio,
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altos niveles de Gal-1 se asociaron a tasas mas altas de recurrencia y menor tiempo de
sobrevida después de la reseccion del tumor primario [114].

Por otro lado, la mayor alteracion gendmica encontrada para Gal-1 a través de la
plataforma cBioPortal es el aumento del nimero de copias del gen, aunque solo en 6
pacientes (~2 %). Es interesante comparar este tipo de mutacion con las que ocurren en
otros tipos de cancer para este mismo gen (Anexo 1). Podemos observar que la
amplificacion es el tipo de mutacion mas frecuente, encontrandose también en
melanoma, colangiocarcinoma (el segundo tipo de cancer de higado mas comun),
cancer de endometrio y de vejiga.

Con el programa del TCGA ademés pudimos comparar la expresion de ARNm
de Gal-1 en otros tipos de tumores, cuyo valor también se encontré elevado respecto de
los obtenidos en las correspondientes muestras de tejido normal (Anexo 2) [259]. Por
ejemplo, ésto lo observamos en el colangiocarcinoma, en los carcinomas de esdfago,
tiroides, rifion y en el glioblastoma. Pese a que existen estudios recientes que proponen
a Gal-1 como proteina marcadora y potencial blanco terapéutico en algunos de estos
tipos de tumores [260], [261], [262], [263], los mecanismos subyacentes se encuentran
poco dilucidados, sobre todo en el CHC, y merecen una mayor investigacion.

Con respecto a CD13, también estudiamos su expresion en muestras de higado
sano y en tumores hepaticos. La expresion del gen que codifica CD13, ANPEP, se
encontr6 de manera similar en muestras de CHC de pacientes con respecto al tejido
normal. La misma tendencia se encontré en las muestras obtenidas por IHQ, tanto los
especimenes normales como tumorales tienen entre moderada y alta deteccion de la
proteina.

En las ultimas dos décadas se comenzo a estudiar en profundidad a una
subpoblacion de células tumorales latentes, arrestadas en la fase Go del ciclo celular,
resistentes a los tratamientos de quimioterapia y que mantenian la capacidad de
desarrollar nuevamente el tumor primario. A estas células se las denomind Cancer Stem
Cells (CSC), y se las encontré en distintas lineas celulares tumorales, incluyendo lineas
hepaticas [202]. A partir de este punto se hicieron grandes esfuerzos por caracterizar
estas subpoblaciones con marcadores de superficie en los que estuvieran enriquecidos.
Luego de que CDI13 fuera identificada, junto a otras, como proteina marcadora
enriquecida en estas subpoblaciones de algunas lineas celulares hepaticas tumorales
[205], Hu y colaboradores llevaron a cabo un estudio clinico en el que detectaron altos

niveles de expresion de CD13 en muestras metastasicas de CHC y que correlacionaban
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con peores pronodsticos en pacientes luego de la reseccion quirtrgica [209]. Estos
resultados se hallan en sintonia con lo reportado previamente por Wang y
colaboradores. En dicho estudio, en 61 pacientes con CHC, CDI3 junto a otros
marcadores de CSC, correlaciona con estadios mas avanzados de la enfermedad,
tumores mas grandes y peor supervivencia global [264]. En otro estudio clinico reciente
utilizando muestras de 90 pacientes, se encontraron niveles de expresion de CDI13
significativamente mas altos en los tumores hepaticos que en tejidos adyacentes no
tumorales y, que dichos niveles incrementados ademas correlacionaban positivamente
con el tamano del tumor [265].

Estos estudios se hallan en contraposicion con nuestros resultados luego del
analisis de la base de datos del TCGA. Teniendo en cuenta que esta ultima no posee
datos gendmicos diferenciados sobre tumores metastasicos o recurrentes, y que la
investigacion de Hu y colaboradores no incluy6 perfiles de expresion en tejidos sanos,
resulta compleja la comparacion de ambos estudios. El proyecto CLCA tampoco
incluye pacientes sanos para confrontar en las bases de datos.

En el anexo 3 se puede ver la expresion diferencial de CD13 en distintos tipos de
cancer respecto de la de las correspondientes muestras sanas. Los carcinomas de
esofago y endometrio, y el glioblastoma son las principales enfermedades que muestran
desregulacion de la expresion de CD13 en este analisis del TCGA, aunque también se
ha propuesto a CD13 como blanco terapéutico de cancer de pulmén [266] y pancreas
[267]. Es interesante que en ambos trabajos, cuyos resultados difieren de lo encontrado
clinicamente por el proyecto TCGA, se estudio la expresion proteica tanto en células del
tumor como en el endotelio asociado al tumor, encontrando en estas ultimas una
correlacion positiva con peores pronosticos de supervivencia general. Tanto en las
muestras de CHC del TCGA como en las obtenidas en el estudio clinico de Hu [209] se
tienen los perfiles de expresion de muestras de tumores sélidos primarios, sin
diferenciar entre los tipos celulares. Seria valioso contar con esta informacion en
proximos estudios mediante IHQ o CITE-seq (Cellular Indexing of Transcriptomes and
Epitopes by Sequencing-seq).

En el anexo 4 se compara la frecuencia de alteraciones en el gen que codifica
CD13 en distintos tipos de cancer. Se observa que en melanoma, cancer de endometrio,
colorrectal y renal, la principal alteracion es la mutacidon puntual, aunque en muy baja

frecuencia, al igual que lo encontrado para el CHC. En otros tipos de cancer como
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carcinoma de esdfago, ovario, mama, pancreas, sarcoma y cuello de utero prevalece la
amplificacion del numero de copias.

Una forma de aproximacién a la comparacién de la expresion diferencial de
LGALS-1 y ANPEP en el endotelio sinusoidal hepatico respecto de los hepatocitos
normales fue posible mediante el analisis de scRNA-seq a través de la plataforma
THPA. Los datos fueron obtenidos gracias a una publicacion que caracterizo todas las
células parenquimales y no parenquimales del higado [231]. Aqui cabe recordar, como
se menciond en la introduccion, que el 85 % de la poblacion celular hepatica esta
constituida por hepatocitos. A partir de expresiones diferenciales conocidas y
marcadores de linaje, MacParland y colaboradores [231] identificaron 20
subpoblaciones celulares o clusters. Para las células endoteliales encontraron 3
poblaciones distinguibles: CEs vasculares (de vena central, arteria portal, venas
endoteliales) y CESs portales (zona 1) y de zona central (zona 2/3). Las muestras
analizadas nuevamente por el proyecto THPA agrupan estas 3 subpoblaciones en un
solo cluster. Sin embargo, en el grafico UMAP pueden distinguirse espacialmente al
menos dos subgrupos, especialmente con los marcadores de CESHs CD4 y CD32b,
cuya expresion espacial coincide con el encontrado para CD13. Esto concuerda con lo
encontrado por IHQ en el higado normal [268]. La expresion de CD13 en las CESHs
seria también mas elevada que en los hepatocitos estudiados (promedio de zonas).

Por lo tanto, el hecho de que las CESHs expresan CD13 y que su expresion se
incrementa en el endotelio tumoral de varios tejidos, explica su deteccion en las células
SK-HEP-1. Con el objetivo de determinar el nivel de CD13 en esta linea celular se
utilizé el recurso ofrecido por la plataforma THPA, observandose que es la linea
proveniente de un cancer hepatico con mayor expresion para dicho gen (unas 4,5 veces
mayor expresion que en las células HEPG2). Ademas, en cuanto a la especificidad de la
expresion génica en las lineas celulares respecto de las muestras de pacientes con
distintos tipos de cancer del TCGA, se confirmé lo demostrado por otros autores [236]
en cuanto a que las células SK-HEP-1 son una linea de origen endotelial y no un
modelo apropiado para el estudio de hepatocitos tumorales.

Nuestros resultados sobre la expresion de CD13 utilizando la técnica de Western
blotting estan de acuerdo con el andlisis de los valores de RNAseq. Las soluciones de
los anticuerpos primario y secundario para la deteccion de CD13 en las células HEPG2
tuvieron que utilizarse al doble de concentracion respecto a las utilizadas para la

inmunodeteccion en las células SK-HEP-1. Por lo tanto, una comparativa de la
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expresion de CDI13 entre ambas lineas celulares no resulté apropiada dada la gran
diferencia de intensidades a las diluciones de anticuerpo ensayadas. En cuanto a Gal-1,
las células SK-HEP-1 expresan mayores niveles de dicha proteina con respecto al
endotelio sinusoidal normal, similar a lo demostrado en lineas endoteliales asociadas a
otros tumores [140], [269].

Por otro lado, existen evidencias de asociacion entre el nivel de expresion de
algunas galectinas y sus respectivos receptores a través de la transduccion de sefiales
[229], [265]. Nuestros resultados indican que una alterada expresion de Gal-1 en
hepatocitos tumorales no conlleva a una modificacion de la expresion de CD13, en
sintonia con las correlaciones observadas en pacientes en las bases de datos de TCGA y
CLCA. En el caso de la linea endotelial SK-HEP-1, la ausencia de la proteina CD13
tampoco afectaria la expresion de su ligando propuesto, Gal-1.

Los resultados descriptos en el capitulo 1 demuestran que tanto Gal-1 como
CD13 se encuentran en abundante expresion en el microambiente tumoral hepatico.
Dada la conocida implicancia de Gal-1 en la progresion del CHC, ésta podria actuar a

través de mecanismos moleculares comunes con CD13.
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Capitulo 2

Las galectinas pueden wunirse a un amplio conjunto de receptores
glicoconjugados conteniendo el motivo de (-galactosidasa, expresados en la superficie
de una gran variedad de tipos celulares y en la matriz extracelular (MEC). Dada la alta
conservacion del DRC, los integrantes de la familia de las galectinas (especialmente Gal
-1, -3, -4, -8 y -9) comparten receptores con glicosilaciones similares. Sin embargo, los
DRCs pueden diferir en su secuencia de aminoacidos por fuera de los sitios
conservados, abriendo las posibilidades de reconocimiento a distintos tipos de
estructuras de glicanos. Por ejemplo, algunas galectinas reconocen la estructura LacNAc
en una posicion terminal, mientras que otras reconocen repeticiones internas de dicho
glicano dentro de la estructura de glicosilaciones, o pueden reconocer moléculas de
acido sialico terminal o fucosas internas mientras que otras lectinas pierden la capacidad
de unirse en presencia de estas modificaciones. Esta selectividad relativa podria explicar
las variantes funcionales que se observan entre distintos integrantes de la familia de las
galectinas [82], [270].

Gal-1 y Gal-3 son dos miembros de la familia que suelen encontrarse en una
gran variedad de tejidos sin un patron selectivo de distribucion [271] y se las ha
relacionado extensamente en roles fundamentales en procesos relacionados a la
regulacion de la respuesta inmune, procesos de inflamacion y progresion del cancer
[255], [272], [273]. Entre las varias proteinas receptoras de superficie celular y de
matriz extracelular que comparten ambas galectinas se encuentran VEGFR-1/VEGFR-
2; CD146, CD44, CD45, LAMP-1/LAMP-2, laminina, fibronectina y distintos
miembros de la familia de integrinas de la MEC [82]. Se han reportado diferencias
importantes en la union de las dos galectinas. Por ejemplo, si bien ambas pueden unirse
al antigeno Thomsen—Friedenreich (TF), presente en proteinas con glicosilacion
aberrante provenientes de distintos tejidos tumorales, Gal-3 lo hace con una Kp dos
ordenes de magnitud menor que Gal-1 [274], demostrando que Gal-3 posee mayor
afinidad que Gal-1 por este antigeno.

Previo a este trabajo, Gal-3 fue identificada como ligando de la aminopeptidasa
N o CD13 por medio de la técnica Phage-display en células HUVEC [223]. Tal como
se menciond en la seccion de Introduccion, la técnica de cromatografia de afinidad

combinada con la de espectrometria de masa, nos permitio identificar potenciales
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receptores de Gal-1 en la fraccion de membrana de células SK-HEP-1, entre los que
encontramos a CD13 (Manzi, Tesis doctoral, 2016). En el capitulo 2 de la seccion de
Resultados de este trabajo de Tesis se llevaron a cabo distintas estrategias para
corroborar la hipdtesis de que CD13 es un receptor de Gal-1.

En primer lugar, la superposicion parcial observada entre los interactomas de
Gal-1 y Gal-3 en la plataforma STRING apoya nuestra hipotesis de que Gal-1 también
podria ser ligando de CD13. Por ello se intentd demostrar la interaccion entre Gal-1 y
CD13 realizando una co-IP. A pesar de los esfuerzos realizados, el complejo entre
ambas proteinas, de formarse, no seria lo suficientemente fuerte o estable para ser
detectado con esta técnica.

Dada la naturaleza transitoria y breve de algunas interacciones biologicas, se ha
utilizado la tecnologia de bioconjugacion para capturar estas interacciones
momentaneas, formando uniones covalentes a través de moléculas cross-linkers [275].
En particular, el uso de bis (sulfosuccinimidil)suberato, (BS?), analogo soluble del
reactivo disuccinimidil suberato (DSS) resulta de utilidad para la captura de la
interaccion de proteinas extracelulares con proteinas de membranas previo a la co-IP,
estrategia utilizada, por ejemplo, en la interaccion del receptor CD45 [276] y MUCI1
[277] con Gal-3. Una nueva generacion de cross-linkers como la molécula
sulfosuccinimidil 6-(4,4"-azipentanamido)hexanoato (Sulfo-LC-SDA) resulta idénea
para las interacciones proteina-glicanos ya que uno de sus extremos conserva la probada
reactividad a aminas de las proteinas mientras que el otro extremo contiene un grupo
diazarina foto-activable que permite la unidn a glicanos [278]. Seria interesante realizar
los experimentos de co-IP con algunos de estos cross-linkers o contar a futuro con la
tecnologia de las diazarinas foto-activables que permitirian no solo capturar la
interaccion en la membrana de células vivas, sino también otorgar la especificidad de la
unidn del DRC de las galectinas a sus glicoproteinas receptoras.

El proceso de N-glicosilacion que comienza en el reticulo endoplasmatico y
continua en el Golgi es mediado por glicosiltransferasas especificas de cada tipo celular
y estado fisiologico. Ademas, se ha demostrado una glicosilacion aberrante durante la
transformacion maligna, la que puede mediar fenomenos de sefalizacion, adhesion y
metastasis [279]. Dada la unién particular de las galectinas a los carbohidratos de
glicoconjugados de las superficies celulares, y que el patrén de glicosilacion puede
variar de acuerdo al tipo celular, evaluamos la union de Gal-1 a CD13 expresada por las

células SK-HEP-1, en lugar de utilizar una proteina comercial expresada en otra célula u
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organismo. Por ello, se decidio aislar el receptor CD13 enddgeno producido en las
células endoteliales SK-HEP-1 asociadas a un tumor hepdatico para evaluar la
interaccion directa con Gal-1.

Far Western blotting es una técnica derivada del Western blotting, utilizada para
detectar la interaccion entre dos proteinas in vitro sobre una membrana de PVDF.
Mediante esta técnica y comparando una fraccion de proteinas de membrana de las
CESHs SK-HEP-1 enriquecida en CDI13 con otra fraccion proveniente de células
KOCDI13, se pudo detectar la union de rGal-1 a la banda de CD13 en una membrana de
PVDFEF. Esto nos permitio tener una evidencia mas de la interaccion de Gal-1 con CD13
en las CESHs SK-HEP-1. Dado que en la misma membrana, Gal-1 se uni6 a otras
bandas proteicas de diferente movilidad electroforética, a futuro resultaria interesante
identificar estos otros interactores de Gal-1.

La RPS es una técnica que permite determinar la uniéon de moléculas in vitro y
ademas, calcular las constantes termodinamicas. Para la misma se utilizé el eluato de
proteinas provenientes de la fraccion de membrana de células SK-HEP-1 retenidas en la
columna de afinidad de Gal-1-agarosa y como blanco, un eluato proveniente de células
KOCD13. De esta manera, fue posible evaluar la union de rGal-1 en soluciéon a CD13
inmovilizada en el chip. Las curvas obtenidas en el sensorgrama presentaron una forma
del tipo “cuadrada”, es decir, con asociaciones y disociaciones muy rapidas. En cambio,
la cinética observada para Gal-3 fue distinta, se observaron asociaciones y disociaciones
mas lentas. Ademas, en el grafico de respuesta relativa en funcidon de la concentracion
de rGal-3 (Anexo 5) se observo también una curva sigmoidea (a diferencia de la
hipérbola descripta para Gal-1, Fig. 33), compatible con una posible cooperatividad
positiva de union. Es decir, que a medida que aumenta la concentracion de rGal-3
aumentaria la afinidad por CD13 debido a cambio conformacional en la estructura
galectina. Es interesante recordar que Gal-3 es la nica galectina tipo quimera capaz de
formar trimeros y pentameros en solucion, lo que podria tener incidencia en el
comportamiento observado. La oligomerizacion ocurriria al unirse a azlicares divalentes
por un efecto de equilibro de masas, dependiente inicamente de la concentracion, en
lugar de un cambio conformacional segin [280].

Los ensayos mediante RPS demostraron que rGal-1 interacciona con CD13
expresada en el endotelio hepatico tumoral a través de su DRC ya que, la pre-
incubacion con lactosa inhibié completamente la respuesta, no asi con sacarosa. Por otro

lado, la constante de disociacion Kp entre ambas proteinas fue 3,1 x 10 M. Este valor
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se encuentra en linea con los reportados para otros receptores como CD45 proveniente
de bazo de rata (5,01 x 10°M) [281] o CD146 de origen humano (3,1 x 1077 M) [282]
[295]. En cuanto a la unién de Gal-3 a CD13, el valor de Kp promedio que obtuvimos
fue de 4,1 x 10 M, siendo un orden de magnitud mayor que el descripto por Yang y
colaboradores [223] para esta interaccion (3,5 x 1077). Las diferencias podrian deberse a
que en el articulo mencionado, la proteina CD13 es de origen comercial, producida en
rata (Sigma-Aldrich). El valor de Kp encontrado en nuestro trabajo seria mas
representativo de la afinidad entre Gal-3 y CD13 en un contexto angiogénico tumoral.
Ademas, también se reportod la union de Gal-3 a CD146, con una Kp de 1,1 x 10°M
[283].

De esta manera fue posible confirmar, de forma cualitativa y cuantitativa, la
interaccion fisica y directa entre Gal-1 y CDI13. Mediante esta interaccion, ambas
proteinas podrian modular la fisiopatologia del CHC y la angiongénesis asociada a este

tumor.
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Capitulo 3

En el capitulo 3 de esta Tesis se evalud la relevancia fisiologica de la interaccion
entre Gal-1 y CD13 en el proceso de adhesion de hepatocitos tumorales al endotelio, asi
como en el proceso angiogénico de las células SK-HEP-1.

Demostramos, por primera vez, que CD13 desempena un papel significativo en
la adhesion de los hepatocitos tumorales HEPG2 a las CESHs SK-HEP-1. Como
antecedente, se ha descrito la participacion de CD13 en la adhesion homofilica[211].
Cabe resaltar que Gal-3 cumple una funcién esencial en la agregaciéon homotipica de
monocitos mediante su interaccion con CD13, ya que su bloqueo con lactosa o un
anticuerpo anti-Gal-3 inhibe completamente este proceso [212]. El efecto observado
podria no limitarse a un fenémeno fisico de adhesion celular, sino también involucrar
cambios en la expresion o activacion de otras moléculas de superficie. Osorio [213]
propone que la adhesion entre monocitos y células endoteliales depende del clustering o
capping de varias moléculas de CD13, ya que esta agrupacion aumentaria la avidez del
receptor o induciria un cambio hacia una conformacion activa, capaz de establecer
interacciones con ligandos, por ejemplo Gal-3 o integrinas. El mecanismo hipotetizado
seria un evento de sefializacién independiente de la actividad enzimatica de CD13 que
involucra la fosforilacion de una tirosina quinasa y el flujo de Ca*?, resultando en la
polimerizacion de actina necesaria para la adhesion [213], [284].

Trabajos previos de nuestro laboratorio fueron los primeros en evidenciar el
papel pro-adhesivo de Gal-1 en células de CHC. Por un lado, se observd que el
incremento de Gal-1, ya sea mediante su sobreexpresion o por adicion de la proteina
recombinante, acelera la adhesion de células HEPG2 a laminina, una proteina de la
MEC, a través de su unidon a integrinas [117]. Por otro lado, se demostré que la
sobreexpresion de Gal-1 en las células CHC potencia la adhesion de dichas células al
endotelio sinusoidal, contribuyendo asi al comportamiento invasivo del tumor [133].

Un trabajo pionero interesante ya habia propuesto que Gal-1 favorece la
adhesion heterotipica entre células de linfoma murino y células del endotelio sinusoidal
hepatico o células endoteliales microvasculares de pulmon in vitro [285]. Fue reportado
también que Gal-3 facilita la adhesion de células tumorales de mama y prostata al
endotelio al reconocer especificamente el antigeno Thomsen-Friedenreich expuesto en

la superficie celular [130]. Ademas, la preincubacion de células de cancer de colon
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humano con Gal-2, -4 y -8 recombinantes indujo un aumento, dependiente de la
concentracion, de la adhesion celular a monocapas de células endoteliales HUVEC
[286].

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la sobreexpresion de Gal-1
en los hepatocitos tumorales HEPG2 aumenta su capacidad de adhesion a monocapas de
CESHs SK-HEP-1 que no expresan CD13, sugiriendo que el rol pro-adhesivo de Gal-1
es independiente de CD13. Este resultado indica que Gal-1 estaria promoviendo la
adhesion heterotipica mediante su union a otros glicoconjugados de la superficie
endotelial alin no caracterizados. Es importante destacar la ausencia de receptores de
Gal-1 identificados en células hepaticas y CESHs previos a este trabajo [82]. A futuro,
sera importante identificar qué receptores de superficie de las CESHs son responsables
de mediar el efecto pro-adhesivo de Gal-1, con el fin de ampliar nuestra comprension
del microambiente tumoral hepatico y de su contribucion a la diseminacion y la
angiogénesis.

Un modelo clasico del desarrollo de tumores s6lidos propone la existencia de
dos fases durante la tumorigénesis: una primera fase avascular en la que un ndédulo se
desarrolla hasta un estado de equilibrio entre la proliferacion y la apoptosis (estado de
latencia); en algunos casos se produce un “swifch angiogénico” y procede la segunda
fase, vascular, en la que el tumor es capaz de crecer en forma exponencial [66].

La angiogénesis tumoral consta de una serie de etapas consecutivas que llevan a
la formaciéon de nuevos capilares sanguineos que le suministrardn oxigenacion,
nutrientes y detoxificacion a la masa tumoral permitiendo no solo su desarrollo sino
también su diseminacion a distancia. El switch angiogénico estaria dado por la
liberacion de factores pro-angiogénicos desde las células neoplasicas hacia los
receptores blanco que se encuentran en las células endoteliales (CE), activandolas e
iniciando asi el proceso. Como se explicd en la seccion Introduccion, el proceso de
formacion de nuevos capilares procede a partir de un fino equilibrio entre factores pro-
y anti-angiogénicos que ademas determina el rol particular que cada célula tomaréd en
esta dinamica. Asi, mientras las cé€lulas ¢ip guian el proceso migratorio, las células del
tallo o stalk cells son las que adquieren menor cantidad de filopodios pero mayor
capacidad proliferativa, paso esencial para la formacion de un nuevo vaso con lumen
[287].

Dado que la proliferacion de las CE del tallo es un proceso clave durante la fase

de elongacion en la tubulogénesis, nos propusimos analizar si las proteinas estudiadas
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en este trabajo tienen algin efecto sobre este fendmeno. En primer lugar, determinamos
que la ausencia de la aminopeptidasa CD13 reduce la tasa de proliferacion en las células
SK-HEP-1. En linea con estos hallazgos, se ha reportado que la inhibicion irreversible
de la actividad enzimdtica de CDI3 con el polifenol curcumina disminuye la
proliferacion de células HUVEC [288]. Sin embargo, Bhagwat y colaboradores [217] no
observaron efectos sobre la proliferacion de dichas células al utilizar inhibidores
reversibles de CD13 (bestatina, amastatina y ac-MY7). De esta manera, nuestros
hallazgos son los primeros en describir que la expresion de CD13 afecta la proliferacion
de células endoteliales, sugiriendo un rol novedoso de esta ectoenzima en la regulacion
de la angiogénesis vascular.

Para investigar si la interaccion entre Gal-1 y CDI13 es relevante para la
proliferacion de las células SK-HEP-1, se comenz6 el estudio del efecto de Gal-1 sobre
dicho proceso. Se utilizo la estrategia de silenciar la expresion endogena de la lectina,
asi como también la de incorporar la proteina recombinante de manera soluble (en
concentraciones entre 0,1 y 100 pg/ml) e inmovilizada (entre 10 y 100 pg/pocillo) y se
realiz6 el ensayo de MTT. El nivel de expresion de Gal-1 en las células SK-HEP-1 no
tendria relevancia para la proliferacion, en las condiciones ensayadas en este trabajo.
Ademads, no se observaron efectos significativos sobre la proliferacion con rGal-1, a
diferencia de lo descripto anteriormente (a partir de 10 pg/ml aument6 la proliferacion
de las células SK-HEP-1) [133].En dicho trabajo previo, realizado también en nuestro
laboratorio, se utilizd un kit comercial de MTS (Promega, Estados Unidos), de mayor
sensibilidad y precision para determinar la proliferacion celular, lo que podria explicar
la diferencia en los resultados obtenidos. Existen otros reportes que describen un efecto
proliferativo moderado de Gal-1 en CE HUVEC y en la linea inmortalizada EC-RF24 a
una concentracion de 0,1 uM (= 3 pg/ml) [149]. Sin embargo, a concentraciones mas
altas (= 75 pg/ml) se observo una inhibicion de la proliferacion en CE HUVEC, pero no
en la linea inmortalizada. Por otro lado, en ese mismo trabajo se reportd una fuerte
induccion proliferativa en las células HUVEC con rGal-1 en concentracion de 10 pg/ml,
efecto que no fue replicado en la linea EA.hy926 [149]. En distintos trabajos de otros
investigadores, utilizando a Gal-1 recombinante, se reportdé que sus efectos son
dependientes de la concentracion utilizada, con efectos estimulantes a determinadas
concentraciones e inhibitorios de la proliferacion o apoptoticos a altas concentraciones
(en el orden mM), remarcando la importancia de la actividad bifasica en los estudios

funcionales de la lectina [142], [282], [289], [290].
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Los experimentos con rGal-1 soluble presentan dificultades técnicas especiales
debido a la necesidad de utilizar un vehiculo (DTT o B-mercaptoetanol) que mantenga
reducidos los grupos sulthidrilos de la proteina, su capacidad de dimerizacioén y por lo
tanto, su actividad maxima [291]. Es frecuente que dichos agentes reductores afecten la
vialibidad celular. Por ello, se utilizaron distintos protocolos, con ambas formas de
presentacion de la lectina y hasta concentraciones de 100 pg/ml. Encontramos que rGal-
1 inmovilizada, es decir, presentada como una proteina de matriz, promovié levemente
la proliferacion de las células SK-HEP-1, aunque el efecto no resultd estadisticamente
significativo. Entonces, no se continud el estudio sobre la interaccion entre Gal-1 y
CD13 en la proliferacion de las células SK-HEP-1.

Posteriormente, se analizé la capacidad migratoria de las células SK-HEP-1
carentes de CD13 mediante el ensayo de la herida, observandose que la ausencia de esta
proteina se asocia con una disminucion en la migracion celular. Este hallazgo evidencia
la participacion de CD13 en el proceso migratorio de las CESHs, y coincide con el
efecto descripto luego del silenciamiento transitorio de su expresion en las CE HUVEC
[214]. Recientemente, en un modelo de células de ataxia telangiectasia, se describid que
la inhibicion de la actividad enzimatica de CD13 con bestatina ejerce un efecto supresor
de la migracion de fibroblastos [292]. Este efecto pro-migratorio ya habia sido
observado en un trabajo en el que se demostré que la sobreexpresion extrema de CD13
en células de melanoma promueve la degradacion de colageno tipo IV e invasion de la
MEC de manera mas activa que las células transfectadas control [293].

Con respecto a Gal-1, el silenciamiento estable de su expresion en la linea SK-
HEP-1 permitié demostrar la participacion de esta proteina en el proceso migratorio.
Ademas, aunque rGal-1 presentada como proteina de matriz mostrd un efecto positivo
sobre la migracion, solo rGal-1 soluble (en presencia de suero para contrarrestar la alta
mortalidad del vehiculo) y a la maxima concentracion ensayada (100 pg/ml = 3 uM)
incrementro significativamente este proceso.

Gal-1 ha sido previamente identificada como participe en la migracion de las CE
HUVEC y EC-RF24 cultivadas in vitro [140], [227], [254]. En estas células, Gal-1
indujo la migracion en niveles comparables a los observados en nuestro trabajo (25 %),
pero en concentraciones cercanas a 0,1 uM (= 3 pg/ml). En cambio, a concentraciones
mas altas, similares a las aqui utilizadas (= 2,5 uM), se observd un efecto inhibitorio

[140]. En conjunto, estos resultados sugieren que Gal-1 puede actuar como un
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modulador de la migracién endotelial, aunque su efecto depende estrechamente de la
forma de presentacion y la concentracion.

La estimulacion de la migracion en células SK-HEP-1 KO para CDI3 tras el
tratamiento con rGal-1 fue comparable a la observada en células WT y control SCR, lo
que sugiere que el efecto migratorio de Gal-1 se ejerce mediante un mecanismo
independiente de su interaccion con CDI13. En conjunto, estos resultados indican que
tanto Gal-1 como CDI13 son relevantes para la migraciéon de las CESHs SK-HEP-1,
aunque actian a través de mecanismos distintos.

En el ensayo de tubulogénesis con las células SK-HEP-1 se observé una menor
capacidad de formacion de tubulos cerrados en ausencia de la proteina CD13. También
se evaluo el efecto de silenciar parcialmente su expresion, y los resultados muestran que
incluso una reduccidon transitoria de CDI3 afecta negativamente la capacidad
tubulogénica de las células SK-HEP-1, demostrando la relevancia funcional de esta
proteina en dicho proceso. La estrategia con siRNA complementa los hallazgos
obtenidos en la linea KO, y permite discriminar entre los efectos derivados de una
pérdida completa y los de una supresion parcial, aspecto especialmente valioso para
evitar adaptaciones compensatorias que podrian surgir durante el establecimiento de
lineas celulares estables [294].

Para evaluar el rol de rGal-1 en la tubulogénesis de las células SK-HEP-1 se
utilizd la misma concentracion que habia demostrado ser efectiva en los ensayos de
migracion celular (100 pg/ml). En células WT y SCR control, el tratamiento con rGal-1
produjo un marcado incremento de estructuras tubulares cerradas, evidenciando el
efecto pro-angiogénico de la lectina en estas condiciones. Sin embargo, la adicion de
rGal-1 a células KOCD13, con capacidad reducida para formar tibulos cerrados, no
promovi6 una mayor tubulogénesis. Este resultado indica que la presencia de CD13 es
necesaria para que rGal-1 ejerza su efecto sobre la morfogénesis vascular, al menos en
este modelo de CESH.

Nuestros hallazgos concuerdan con lo descripto previamente para Gal-3 y su
efecto pro-angiogénico dependiente de CD13 en CE HUVEC [223]. Esta similitud
funcional entre galectinas sugiere un mecanismo comun en el cual CD13 actiia como
modulador o facilitador de distintos miembros de esta familia en la promocién de
procesos angiogénicos. De hecho, diferentes galectinas pueden unirse a los mismos

receptores, dependiendo del tipo celular y de la condicidon fisiopatologica [82]. Estas
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interacciones pueden activar o modular vias de sefializacion convergentes o divergentes,
dando lugar a una variedad de respuestas celulares.

Por ejemplo, se reportd que Gal-1 ejerce un efecto pro-angiogénico mediante su
interaccion directa con el receptor VEGFR2 [141]. Hsieh y colaboradores [142]
demostraron que Gal-1 se une al co-receptor neuropilina-1 (NRP1), lo que aumenta la
fosforilacion de VEGFR-2 y activa distintas MAP kinasas [141]. También se describid
la union de Gal-3 a los N-glicanos en VEGFR-2, promoviendo su fosforilacion y la
regulacion de su internalizacion en células endoteliales humanas [295]. Ademas, la
adicion de Gal-1 o Gal-3 recombinantes a células endoteliales EA.hy926 indujo la
fosforilacion de VEGFR-1 y VEGFR-2, favoreciendo la formacion de tubulos [149].

Otro ejemplo ilustrativo es la interaccion entre Gal-1 y CD146, co-receptor de
VEGFR-2. La union de Gal-1 a N-glicanos de VEGFR-2 activa una sefializacion similar
a VEGF en tumores refractarios a anti-VEGF-A, promoviendo la progresion tumoral y
la angiogénesis [137]. De manera, el eje Gal-1/CD146/VEGFR-2 regularia de manera
critica la angiogénesis durante la progresion tumoral. Cabe destacar que CD146 también
ha sido identificado como receptor de Gal-3 y Gal-9 en distintos procesos angiogénicos
e inflamatorios en células endoteliales [296], [297].

Ha sido caracterizada también la capacidad de las galectinas para establecer
interacciones multivalentes con integrinas glicosiladas en la superficie celular,
activando vias de sefalizacion que modulan distintos procesos [82]. En las CE HUVEC,
por ejemplo, Gal-3 induce la agrupacién de la integrina avB3, promoviendo asi la
activacion de FAK y potenciando la angiogénesis mediada por VEGF y bFGF [295].
Por su parte, Gal-1 interactia con la integrina alfl estimulando la adhesion y
migracion de células trofoblasticas y modulando su integracion en redes de células
endoteliales [298].

La capacidad de las células para formar tibulos sobre Geltrex™ depende,
ademas de la migracion celular, de la capacidad de remodelacion de dicha matriz
extracelular [299]. Para poder determinar si el efecto pro-angiogénico desencadenado en
conjunto por Gal-1 y CD13 era dependiente de la actividad proteasa del receptor, se
incubo a las células SK-HEP-1 en presencia de rGal-1 y un anticuerpo monoclonal
inhibidor de dicha actividad. En primer lugar, los resultados obtenidos sugieren que
CD13 promueve la formacion de tabulos de las CESHs en forma independiente de su
actividad enzimatica. Ademas, la actividad proteasa de CD13 no seria un requisito para

el efecto pro-angiogénico dado por la interaccion con Gal-1.
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A diferencia de nuestros resultados, la inhibicion de la actividad aminopeptidasa
con anticuerpos bloqueantes (MY 7) o compuestos como bestatina redujo el nimero de
tubulos en CE HUVEC [217]. Sin embargo, bestatina no es un inhibidor especifico de
CD13 y se ha reportado que puede inducir apoptosis, lo que podria conducir a
resultados erroneos [300]. En otro estudio interesante, en el que se analizé la formacion
de tubulos en CEs de la microvasculatura, se observo paraddjicamente que tanto
bestatina como los anticuerpos bloqueantes ejercieron un efecto pro-tubulogénico
cuando las células se cultivaron sobre una matriz de fibrina, pero inhibitorio cuando se
realizaba sobre la matriz Matrigel™ [301]. Mas recientemente, se demostrd que la
forma soluble de CD13 (sCDI13) induce la migracion de monocitos de manera
independiente de su actividad enzimatica [302]. En ese trabajo, los autores emplearon
inhibidores farmacolégicos de vias como las de Erk1/2, Src, NF-kB y GPCR durante el
ensayo de tubulogénesis inducido por sCD13, demostrando que la sefializacion
intracelular seria la responsable de su efecto pro-angiogénico.

Una posible hipdtesis sobre el mecanismo involucrado que subyace a la
interaccion y cooperacion entre Gal-1y CD13 en la promocion de la tubulogénesis en el
endotelio sinusoidal hepatico es que CD13 actie como co-receptor o facilite la
internalizacion y la sefializacion efectiva de Gal-1. Existen reportes que respaldan este
el rol de CD13 como modulador de la entrada y sefializacion de moléculas asociadas.
Por ejemplo, en células mieloides [303] se demostré que CD13 regula la endocitosis
dependiente de clatrina y dinamina del Toll-Like Receptor 4, restringiendo la
sefalizacion celular. La funcion de CD13 como facilitador de la sefhalizacion también
ha sido descrita en células endoteliales y fibroblastos: mediante el anclaje de un
complejo de proteinas en membrana (IQGAP1-ARF6-EFA6), CD13 promueve la
activacion de ARF-6, lo que permite el reciclaje de integrinas, proceso esencial para la
migracion celular [304].

En el caso de Gal-1, también existen evidencias de que participa en procesos de
internalizacion. En neuronas, se demostré6 que la unién de Gal-1 a neuropilina-1 y
plexina A4 inicia la internalizaciéon del complejo proteico, lo que conduce a la
activacion del citoesqueleto de actina y a la regeneracion axonal [305]. En linfocitos T
tumorales, se reportd que Gal-1 se internaliza de manera dependiente de clatrina o
caveolina, asociada a su interaccion con CD7 y glangiésidos GM1 [306]. Ademas, la
unioén de otras galectinas a sus receptores, como es el caso de Gal-3 y CD44, puede

promover la internalizacién independiente de clatrina [307].
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Por otro lado, las galectinas son capaces de formar complejos multivalentes con
glicoconjugados de la superficie celular, conocidos como entramados (lattices), que
podrian participar en la organizacion de dominios de membrana (clusters), en la
regulacion de los umbrales de sefializacion en la superficie celular y en la persistencia
del receptor en la superficie celular, inhibiendo la endocitosis [101].

Seria valioso investigar en mayor profundidad el mecanismo mediante el cual la
unidon de Gal-1 a CD13 desencadena la sefializacion que conduce a la tubulogénesis.
Elucidar estas vias permitiria no solo comprender mejor el rol de Gal-1 y CDI13 en la
angiogénesis, sino también sustentar la hipdtesis de utilizar a este complejo proteico

como blanco terapéutico en la neovascularizacion hepatica tumoral.
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Conclusion

El uso integrado de plataformas bioinformdticas permitié analizar distintas bases
de datos publicas, permitiéndonos concluir que los pacientes con hepatocarcinoma
presentan niveles altos de Gal-1, asociados a peores desenlaces en términos de
sobrevida. Ademas, concluimos que la expresion basal de CD13 se mantiene elevada
tanto en hepatocitos como en células endoteliales sinusoidales del higado, sin
diferencias significativas entre pacientes afectados con tumor e individuos sanos.

El empleo de dos técnicas distintas, RPS y Far Western blot, permitiéo demostrar
por primera vez que Gal-1 interactia con CD13 de manera fisica y directa a través del
DRC de la lectina. Asimismo, el anélisis bioinformatico indicd que no hay correlacion
entre la expresion de los genes de Gal-1 y CD13 en pacientes con hepatocarcinoma, y
que la expresion de CDI13 en las células HEPG2 permanece constante aun cuando
varian los niveles de Gal-1. Estos hallazgos sugieren que no existe una modulacion de la
expresion reciproca entre ligando y receptor, o que su regulacion depende de vias de
sefalizacion independientes.

Nuestros resultados muestran que CD13 favorece procesos clave en las CESHs
de origen tumoral, estimulando su proliferacion, migracion y capacidad de formar
estructuras tubulares. Ademads, potencia la adhesion de hepatocitos tumorales a este
endotelio hepatico, lo que sugiere un rol activo en la interaccion entre ambos tipos
celulares.

Gal-1, por su parte, estimula tanto la migracion de las células endoteliales como
la adhesion heterotipica a hepatocitos de manera individual e independiente de su
interaccion con CDI13. Sin embargo, su capacidad para promover la formacion de
estructuras tubulares depende de la presencia de glicanos y, al menos parcialmente, de
CD13 como molécula de sefializacion, lo que indica una cooperacion funcional entre

ambas proteinas en este proceso.
En el siguiente esquema se resumen los hallazgos de este trabajo de tesis sobre

los procesos modulados por CD13 en la biologia del endotelio sinusoidal hepatico

tumoral y su relacion con Gal-1.
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Figura 59. Relevancia de la interaccion de Gal-1 y CD13 en el microambiente del CHC. En la figura
se resumen los resultados obtenidos en este trabajo. A) Gal-1 posee la capacidad de unirse a glicanos
del receptor CD13 en la superficie de CESHs. B) Los niveles de Gal-1, secretada por los hepatocitos
tumorales, se encuentran elevados en el microambiente del CHC. Aqui se confirmod, que esta galectina
participa en distintos procesos como adhesion heterotipica entre hepatocitos tumorales y CEs, migracion
y tubulogénesis de CESHs. CD13 se encuentra expresada en niveles basales altos en hepatocitos y
endotelio en el CHC; y esta también involucrada en los procesos de adhesion heterotipica, proliferacion,
migracion y formacion de tabulos. Los efectos de Gal-1 y CD13 en todos estos procesos llevarian a la
progresion del CHC y a la diseminacion de la célula hepatica tumoral. La union de Gal-1 a CD13 media
el proceso de morfogénesis celular que permite la formacion de nuevos vasos sanguineos. En conjunto,
estos resultados fundamentan la hipétesis de que existe una interaccion fisica y funcional entre Gal-1y

CD13 en el contexto de la angiogénesis tumoral en el CHC. Creada con https.//BioRender.com
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Conclusion

En resumen,

nuestros resultados constituyen la primera evidencia de que Gal-1 actia como
ligando de CD13 en la superficie de células endoteliales sinusoidales hepaticas y
de hepatocitos tumorales. Esta interaccion directa favorece la cooperacion entre
ambas proteinas, promoviendo la angiogénesis del endotelio sinusoidal dentro
del microambiente tumoral hepatico. Estos hallazgos representan una
contribucion importante y novedosa para comprender los mecanismos mediante
los cuales Gal-1 y CD13 participan en la glicobiologia del CHC.

El progreso de esta linea de investigacion podria sentar las bases para el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas destinadas a combatir el CHC y

mejorar la sobrevida de los pacientes.
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Perspectivas

Perspectivas

Evaluar la interaccion fisica entre Gal-1 y CD13 en la superficie celular de
células SK-HEP-1 utilizando técnicas como Ligand Proximity Assay o FRET
(Transferencia de Energia por Resonancia de Forster). Estas estrategias
permitirian demostrar dicha uniéon en un contexto fisioldgico de membrana

plasmatica integra en células vivas.

Analizar la posible co-internalizacion de Gal-1 y CD13 en células SK-HEP-1 y
HEPG2 mediante microscopia de epifluorescencia; y el mecanismo dependiente
o independiente de clatrina asociado. Esto nos permitiria entender como la union
de Gal-1 modula la dindmica de CD13 en la membrana y su sefalizacion. Por
ejemplo, la interaccion Gal-1/CD13 podria favorecer la segregacion de la

aminopeptidasa, favoreciendo su funcion morfogénica de tabulos.

Analizar el perfil de expresion génica asociado a la angiogénesis inducida por

Gal-1 en las CESHs SK-HEP-1 KOCD13.

Inhibir VEGFR-2/VEGFR-1 con anticuerpos bloqueantes en los ensayos de
migracion y tubulogénesis para estudiar los efectos de Gal-1 independientes de

dicha via para iluminar el posible mecanismo de accion en conjunto con CD13.

Determinar el perfil de glicosilacion de CD13 expresada en células tumorales
HEPG2 y SK-HEP-1, y comparar con el perfil de la proteina aislada de
hepatocitos no tumorales (HepatoXcell™) y células endoteliales normales
(HUVEC), respectivamente. El perfil de glicanos puede ser resuelto a partir de la
técnica lectin blot o UPLC-HILIC (Cromatografia Liquida de Ultra
Rendimiento-Columna de Fase Estacionaria de Interaccion Hidrofilica) seguida

de espectrometria de masas.

Estudiar la interaccion funcional de Gal-1 y CD13 en la formacioén de tabulos en
otras células endoteliales de la microvasculatura tumorales o no tumorales, como

HMEC-1.
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Evaluar la formacién de ramificaciones vasculares (sprouting) en esferoides
tridimensionales mixtos compuestos de hepatocitos tumorales HEPG2 (con

distintos niveles de Gal-1) y células SK-HEP-1, con y sin expresion de CD13.

Identificar, mediante digestion triptica in gel y espectrometria de masas, los

otros posibles receptores de Gal-1 detectados en el ensayo de Far Western blot.
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Anexo 1. Expresion del gen LGALS1 en distintos tipos de cancer (TCGA)
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Anexo 1. Niveles de expresion del gen LGALSI medidos como log2 TPM (transcriptos por millon) en
muestras de tumor (color rojo) y tejido normal (color azul), analizados en conjunto para cada tipo tumoral
(area gris). Las areas blancas corresponden a sets de datos sin muestras normales. La flecha indica el set
de CHC. BLCA: carcinoma urotelial de vejiga; BRCA: carcinoma invasivo de mama; CESC: carcinoma
escamoso cervical; CHOL: colangiocarcinoma; COAD: adenocarcinoma de colon; ESCA: carcinoma de
esofago; GBM: glioblastoma multiforme; HNSC: carcinoma escamoso de cabeza y cuello; KICH:
carcinoma renal cromé6fobo; KIRC: carcinoma de células claras de riidén; KIRP: carcinoma de células
papilares de rin6én; LIHC: carcinoma hepatocelular; LUAD: adenocarcinoma de pulmén; LUSC:
carcinoma escamoso de pulmén; PAAD: adenocarcinoma de pancreas; PCPG: carcinoma suprarrenal,
PRAD: adenocarcinoma de prostata, READ: adenocarcinoma colorectal; SKCM: melanoma; STAD:
adenocarcinoma gastrico; THCA: carcinoma de tiroide; UCEC: carcinoma de endometrio del cuerpo del
utero. Los datos provienen del Atlas Gendémico del Cancer (TCGA) y analizados por la plataforma
TIMER, entre paréntesis se indica el nimero de muestras/pacientes. Test de Wilconson (* p <0,05; ** p

<0,01; *** p <0,001). Fuente: http://timer.cistrome.org
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Anexo 2. Frecuencia de alteracion del gen LGALS1 en distintos tipos de cancer

(TCGA)

Frecuencia de alteracion

@ Mutacion # Amplificacion @ Delecion @ Variante estructural

Anexo 2. Frecuencia de alteracion del gen LGALS1. Se muestra el porcentaje de mutaciones,
amplificaciones, deleciones y variantes estructurales para cada tipo de céncer, segin los colores

indicados. Los datos provienen de la plataforma cBioPortal con datos provenientes del TCGA.

140



Anexos

Anexo 3. Expresion del gen ANPEP en distintos tipos de cancer (TCGA)
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Anexo 3. Niveles de expresion del gen ANPEP medidos como log2 TPM (transcriptos por millon) de

muestras de tumor en color rojo y azules (tejido normal) en sefs con ambas muestras (area gris). Las areas

blancas corresponden a sets de datos sin muestras normales. La flecha indica el set de CHC. En color

violeta se muestra un set de datos de metastasis. Abreviaturas: BLCA: carcinoma urotelial de vejiga;

BRCA: carcinoma invasivo de mama; CESC: carcinoma escamoso cervical; CHOL: colangiocarcinoma;

COAD: adenocarcinoma de colon; ESCA: carcinoma de eso6fago; GBM: glioblastoma multiforme;

HNSC: carcinoma escamoso de cabeza y cuello; KICH: carcinoma renal croméfobo; KIRC: carcinoma de

células claras de rifion; KIRP: carcinoma de células papilares de rinon; LIHC: carcinoma hepatocelular;

LUAD: adenocarcinoma de pulmén; LUSC: carcinoma escamoso de pulmén; PAAD: adenocarcinoma de

pancreas; PCPG: carcinoma suprarrenal; PRAD: adenocarcinoma de prostata; READ: adenocarcinoma

colorectal; SKCM: melanoma; STAD: adenocarcinoma gastrico; THCA: carcinoma de tiroide; UCEC:

carcinoma de endometrio del cuerpo del utero. Los datos provienen del TCGA y analizados por la

plataforma TIMER, entre paréntesis se indica el nimero de muestras/pacientes. Test de Wilconson (* p

<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001). Fuente: http://timer.cistrome.org
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Anexo 4. Frecuencia de alteracion del gen ANPEP en distintos tipos de cancer

(TCGA)
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Anexo 4. Porcentaje de mutaciones, amplificaciones, deleciones y variantes estructurales del gen ANPEP

para cada tipo de cancer. Los datos provienen de la plataforma cBioPortal con datos provenientes del

TCGA.
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Anexo 5. Respuesta relativa en funcion de la concentracion de rGal-3
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Anexo 5. Respuesta relativa en funcion de la concentracion de rGal-3. Se evalué mediante SPR la
curva de respuesta (UR/UR max) de CD13 inmovilizada a distintas concentraciones de rGal-3 (uM) en

solucion. La sigmoidicidad sugiere un efecto cooperativo en los sitios de union.
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Capitulo 1

1. Analisis bioinformatico

1.1 UALCAN

UALCAN (University of ALabama at Birmingham CANcer data analysis
Portal) es una plataforma web que permite visualizar y analizar los niveles de expresion
de proteinas y su relacion con la historia clinica de los pacientes para diferentes tipos de
cancer, utilizando los datos genémicos de la base de datos TCGA (The Cancer Genome
Atlas). Para analizar los niveles de expresion de los genes de las proteinas Gal-1 y
CDI13 en muestras de pacientes con cancer de higado, se accedid al sitio web

https://ualcan.path.uab.edu/ y en el sector “Enter gene symbol(s)” se ingresaron los

nombres de los genes “LGALSI” y “ANPEP”, respectivamente. A continuacion, se
eligi6 el tipo de cancer “Liver hepatocellular carcinoma”. Luego se selecciono el tipo
de analisis: “Expression” y “Survival” para evaluar los niveles de expresion de los genes

y obtener las curvas de supervivencia asociadas a los mismos.

1.2 Kaplan-Meier Plotter

Kaplan-Meier Plotter es una herramienta web que permite asociar los niveles de
expresion de un determinado gen en las muestras tumorales con la supervivencia de los
pacientes, utilizando distintas bases de datos como GEO (Gene Expression Omnibus),
CIT (Cartes d’ldentite des Tumeurs) y TCGA. En el caso particular del cancer de
higado, solo se encuentra disponible la base de datos TCGA. Luego de ingresar al sitio

https://kmplot.com/ seleccionamos la opcion “Start KM Plotter for Liver Cancer” y

elegimos el gen de interés (LGALSI o ANPEP). Utilizamos la opcion “Auto select best
cut-off” que determina el mejor umbral de corte entre altos y bajos niveles de expresion.
En la seccion survival se selecciond la opcion “OS: overall survival” y se eligidé un

periodo de 240 meses para realizar el analisis.
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1.3 cBioPortal

cBioPortal es un software de libre acceso que permite la exploracion interactiva
de distintos data sets de gendmica del cancer. El objetivo, al igual que el de las otras
plataformas utilizadas y descriptas previamente, es disminuir las barreras entre la
bioinformatica gendémica compleja y los investigadores, proveyendo un acceso rapido,
intuitivo y de alta calidad a los perfiles moleculares y atributos clinicos de proyectos
genomicos de gran escala. Esta herramienta fue utilizada para evaluar alteraciones en
los genes LGALS!I (Gal-1) y ANPEP (CD13) en muestras provenientes de cancer de
higado, ofrecidas por los proyectos TCGA y Chinese Liver Cancer Atlas (CLCA).

Al ingresar al portal https://www.cbioportal.org/, en la seccion “Select Genomic

Profiles” elegimos los perfiles gendmicos que deseamos estudiar: “mutations”, que
corresponde a datos de mutaciones del exoma completo o “putative copy-number
alteration from GISTIC”, correspondiente a posibles alteraciones del gen analizadas con
el algoritmo GISTIC, que detecta regiones alteradas por amplificacion o delecion. Una
vez lanzada la busqueda obtuvimos la informacion sobre la frecuencia de mutaciones y
la co-expresion del gen de interés con otros genes, entre otros datos. En este trabajo
utilizamos esta informacion para nuestros genes de interés LGALS] y ANPEP en el

cancer de higado.

1.4 THPA

The Human Protein Atlas (THPA) es un proyecto iniciado en Suecia con el
objetivo de mapear todas las proteinas humanas en células, tejidos y 6rganos utilizando
la integracion de distintas tecnologias dmicas que incluyen inmunohistoquimica (IHQ),
protedmica basada en espectrometria de masas, transcriptomica y biologia de sistemas.
En este trabajo se utilizaron algunas de sus secciones para el estudio de la expresion
génica a nivel de ARN y de proteina, en bases de datos de pacientes sin patologias
hepaticas, de pacientes con cancer de higado y de lineas celulares tumorales.

En la seccion Tissue se puede acceder al perfil de expresion de ARNm, obtenido
mediante la secuenciacion del transcriptoma entero (RNA-seq) y al perfil proteico,
obtenido a través de la técnica de THQ multiple, proveniente de 44 tipos de tejidos
humanos sanos. La busqueda se realizd colocando el nombre del gen de interés en la

barra gene symbol y se selecciond la opcion “Liver” para acceder a la informacion
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normalizada de los datos de expresion de ARNm e imagenes de tinciones
inmunohistoquimicas de tejidos hepaticos.

En la seccion Pathology se accede a los datos normalizados y analizados de
expresion de ARNm de la base TCGA y a las imagenes de IHQ obtenidas por THPA
correspondientes a cancer hepatico.

En la seccion Single Cell se encuentra informacion basada en la secuenciacion
de ARN de célula unica (single cell RNAseq o scRNAseq) proveniente de 31 tejidos
humanos. Dicha informaciéon proviene de un metaandlisis de estudios de scRNAseq
descriptos en la literatura que incluyen tejidos humanos sanos. El criterio de aceptacion
para la incorporacion de bases de datos fue: 1. que los transcriptomas estuvieran
basados en la plataforma Chromium single cell gene expresion (10X genomics, version
2 6 3); 2. que la secuenciacion fuera realizada en células en suspension de tejidos sin
pre-enriquecimiento de tipos celulares y 3. que el estudio contara con mas de 4 mil
células y 20 millones de recuentos totales de lecturas. Para el andlisis del tejido del
higado se utilizd la base de datos GSE115469 [231] que cumple con todos los
requisitos: contiene 32,8 millones de recuentos de lecturas en un total de 11.175 células
analizadas. Los recuentos fueron normalizados a transcriptos por millobn de genes
codificantes para proteinas (pTPM) y dentro de cada cluster se utilizd una
normalizacion TMM (trimmed mean of M values) para su comparacion [308]. El criterio
para la seleccion de los distintos clusters de tipo celular fue de manera manual, basado
en una consulta extensiva de marcadores especificos de células que incluyeran las
utilizadas en las publicaciones originales. En el caso del set elegido del higado se
realizaron simplificaciones del material original, sin separar a los clusters celulares por
zona hepatica (portal, periportal y central-venosa).

En la seccion Cell Line se encuentra la informacion del perfil del transcriptoma
de genes codificantes de 1206 lineas celulares humanas, que incluye 1132 lineas de
origen tumoral. Los analisis contienen una clasificacion basada en la especificidad de 28
tipos de cancer y en la similitud de la linea celular con respecto al tipo de cancer segin
la base de datos del TCGA. Los datos crudos fueron obtenidos de la base de datos
CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia) y la abundancia de cada transcripto de gen
codificante se estimo utilizando el valor de TPM promedio de las muestras individuales
para cada linea celular.

Para el analisis de consistencia de la expresion de genes entre las lineas celulares

modelo y las cohortes de pacientes oncoldgicos correspondientes de la base de datos
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TCGA, se utilizo el coeficiente de correlacion Spearman (p). Para cada gen anotado en
el TCGA, su valor de transcripto por millon normalizado (nTPM) fue promediado por
cohorte y para cada cohorte, el coeficiente p de Spearman se calculd entre el valor
nTPM promedio y el valor nTPM de la linea celular de ese tipo de céncer. El
enriquecimiento en los genes sobreexpresados en las cohortes del TCGA y en las lineas
celulares fue evaluado por GSEA (Gene Set Enrichment Analysis). Los genes con
expresion elevada en los distintos tipos de cancer en el TCGA deberian reflejarse en las
lineas celulares tumorales elegidas como modelo. Para ello, la expresion génica en cada
tipo de cancer fue promediada y utilizada como linea de base. Para cada linea celular se
calculd el numero de veces de cambio de expresion en cada gen relativo a la expresion
base. Los resultados fueron representados como NES (Normalized Enrichment Score)
con un valor positivo que correlaciona con la consistencia entre lineas celulares y
cohortes. Se realizd un ranking de lineas celulares basado en ambos parametros

(Spearman y NES).

2. Cultivo de lineas celulares

2.1 Lineas celulares utilizadas

A continuacion se presentan las lineas celulares utilizadas en esta tesis, sus
caracteristicas principales y una microfotografia representativa con la morfologia
celular:

SK-HEP-1 (ATCC HTB52)

Es una linea celular de origen endotelial aislada del
fluido ascitico del higado de un paciente de género masculino
de 52 afios con adenocarcinoma. A pesar del origen de la

muestra, la linea celular no presenta caracteristicas de

hepatocitos. Las células no expresan proteinas especificas de
los hepatocitos tales como albumina, alfa fibrindgeno o gama fibrin6geno. En cambio,
hay un consenso sobre el uso de la linea celular SK-HEP-1 como modelo de células
endoteliales sinusoidales hepaticas (CESHs). Las células SK-HEP-1 presentan
fenestraciones, numerosas vesiculas pinociticas y granulos densos consistentes con
cuerpos de Weibel-Palade. A su vez expresan el factor von Willebrand, caveolina-1,

VEGFR?2, 6xido nitrico sintasa endotelial y clatrina; sin embargo, no expresan CD31, lo
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cual es una caracteristica de las CESHs, sumada a la alta actividad endocitica, la
morfologia y funcionalidad tipicas de las mismas. [309], [310]. En vista de las
evidencias enumeradas, la linea celular SK-HEP-1 representa un modelo adecuado para

el estudio de la microvasculatura hepatica.

HEPG2-C3A (ATCC CRL-10741)

Esta linea celular deriva de un carcinoma
hepatocelular humano proveniente de un adolescente de 15
afios de género masculino. C3A es un clon derivado de las

células HEPG2 seleccionado por su fuerte inhibicion del

crecimiento por contacto, elevada produccion de albimina y
alfa fetoproteina, y por su habilidad para crecer en medios deficientes en glucosa. En

este trabajo utilizamos el clon C3A como modelo de hepatocitos tumorales.

EA.hy926 (ATCC CRL-2922)

La linea celular se establecid como una fusion de la
linea primaria de vena umbilical humana (HUVEC) con un
clon de la linea A549 (carcinoma epitelial de pulmon)

resistente a tioguanina exponiéndola a poieltilenglicol (PEG).

Los hibridos fueron seleccionados por la presencia del

High Density

antigeno relacionado al factor VIII. Mediante microscopia electronica se observa una
distribucion citoplasmatica de cuerpos de Wiebel-Palade y organelas tejido-especificas,
caracteristicas de células endoteliales diferenciadas involucradas en angiogénesis,
presion arterial e inflamacion. Esta linea se utiliz6 como célula endotelial humana no

asociada a tumor hepatico.

2.2 Cultivo y preservacion de células

Las lineas celulares utilizadas se cultivaron en medio esencial Dulbecco
(DMEM) rico en glucosa (25 mM) (Gibco-Invitrogen Life Technologies, Estados
Unidos) suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Natocor, Argentina) al 10 %
inactivado por calor, conteniendo penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 pg/ml. Las
células se mantuvieron en estufa de cultivo a 37°C en atmoésfera humeda con 5 % de

COz.
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Las células se subcultivaron 2 o 3 veces por semana para mantener la
sincronizacion celular y evitar el exhaustamiento del medio de cultivo. Para ello se
aspiré el medio de la botella de 25 cm? conteniendo las células, se lavd la monocapa
subconfluente con buffer de fosfatos salino (PBS, 10 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM) y, en
el caso de las lineas celulares endoteliales, se incubd con 300 ul de una solucién de
tripsina al 0,05 % (p/v) durante 2 minutos a temperatura ambiente. En el caso de las
células de hepatocarcinoma HEPG2, la monocapa se incub6 con 400 pl de la solucion
de tripsina al 0,05 % (p/v) durante 5 minutos a 37 °C. Luego, las células se
resuspendieron en medio DMEM con SFB al 10 %. El nimero de células viables se
determind mediante el ensayo de exclusion del colorante vital Azul de Tripéan al 0,4 %
(p/v) y el recuento se realizo utilizando una camara de Neubauer, siendo la viabilidad en
todos los casos mayor al 95 %. A continuacion, se realizo la siembra de las células en la
dilucion 6ptima en botellas de cultivo de 25 cm? en un volumen final de 5 ml: 3 x 10°
células endoteliales y 1 x 10° células HEPG2.

Las lineas celulares fueron conservadas mediante criopreservacion. Para ello, se
parti6é de cultivos en fase exponencial de crecimiento (50-60 % de confluencia). Las
células se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos (Gelec G-142, Argentina) luego de
su cosecha, se resuspendieron en SFB-dimetilsulfoxido (DMSO) (9:1) y se alicuotaron
en criotubos. Los mismos se almacenaron 24 horas en isopropanol a -70 °C (Mr.
Frosty®, Nalgene, Estados Unidos) para permitir un descenso gradual de la temperatura
y evitar la formacion de cristales de agua intracelulares. A continuacion, se transfirieron
y conservaron en nitrégeno liquido (-180 °C).

Para un descongelamiento eficiente, los criotubos se mantuvieron en bafio a 37
°C durante un minuto y se diluyeron en 5 ml de medio DMEM fresco conteniendo SFB
al 20 %. Una vez adheridas las células, se realiz6 un cambio completo de medio para
eliminar el DMSO.

La manipulacion de las lineas celulares, asi como la preparacion de medios de
cultivo y tratamientos de las células, se realizaron en condiciones de esterilidad

trabajando en flujo laminar con bioseguridad de segundo nivel.

2.3 Determinacion y eliminacion de micoplasmas

Dado que los cultivos celulares contaminados con micoplasmas pueden

presentar cambios morfologicos, bioquimicos, antigénicos y genéticos e interferir en los
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experimentos realizados [311], se realizaron chequeos periddicos para confirmar la
ausencia de los mismos mediante tinciéon de material genético utilizando Hoecht 33528
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Brevemente, las células se sembraron en baja
densidad (20 x 10° — 40 x 10°) sobre cubreobjetos durante 24 horas para su completa
adhesion. Luego se anadid, sin desechar el medio de cultivo, el fijador Carnoy (metanol:
acido acético glacial, relacion 3:1) durante 2 minutos. A continuacion, se descartd el
sobrenadante y se incub6 durante otros 5 minutos con fijador Carnoy. Luego del lavado
con PBS, los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos utilizando el reactivo 1,4-
diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO, Fluka, Alemania) y se sellaron. Las células se
observaron en un microscopio de epifluorescencia (Nikon TE-200).

La tinciéon positiva se evidencid por la presencia de marca fluorescente en
regiones extranucleares. En dichos casos, y en células con bajo numero de pasajes, se

realizé un tratamiento con plasmocin (InvivoGen, Francia) 25 pg/ml durante 2 semanas.

3. Obtencion de linea celular SK-HEP-1 con disrupcion génica de CD13

Para algunos ensayos biologicos de pérdida de funcion de CD13 y para evaluar
su interaccion con Gal-1 se llevd a cabo la edicion génica de ANPEP/CD13 en las
cé¢lulas SK-HEP-1 mediante el sistema CRISPR/CAS9 [312], [313]. Se utiliz6 el
plasmido CD13 Double Nickase Plasmid (h) (Santa Cruz sc-401095-NIC) que consiste
en un par de plasmidos que codifican para la nucleasa Cas9 mutada D10A y un ARN
guia de 20 nucledtidos (gRNA) disefiados para la disrupcion génica de CD13 humana
mediada por Cas9 altamente especifica que causa una doble mella imitando una ruptura
de doble hebra (double-strand break) [314]. Cada par de secuencias gRNA estd
desplazado por aproximadamente 20 nucleodtidos para permitir la edicion del gen con
alta eficiencia y mayor especificidad. Uno de los plasmidos contiene como marcador a
la proteina verde fluorescente (GFP) para confirmar la transfeccion mediante
microscopia de fluorescencia. El otro plasmido contiene un gen de resistencia a
puromicina, el cual se utiliz6 para la seleccion de clones de células SK-HEP-1
KOCD13. A su vez, se obtuvieron células control utilizando el plasmido Scrambled (sc-
437281) para establecer las células SK-HEP-1 SCRAMBLED.

La transfeccion de las células con el plasmido se realizd mediante liposomas
cationicos [315] utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Estados Unidos). Para ello

se sembraron 9 x 10* células SK-HEP-1, de pasaje menor a 15 y libres de micoplasmas,
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en una placa de 24 pocillos en medio de cultivo en presencia de SFB al 10 % y en
ausencia de antibidtico, segin protocolo descripto en el capitulo 1, seccidon 2.2, para
obtener un 80 % de confluencia a las 24 horas. Al dia siguiente se prepararon los
lipoplexos incubando 0,5 pg de plasmido y 1,25 pl de Lipofectamina, relacion 1:2,5, en
medio de transfeccion (DMEM sin antibidtico (ATB), sin SFB) durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Luego, se lavaron las células con medio de transfeccion y se
incubaron con 100 ul de los complejos durante 5 horas. Al finalizar, se realizé un
cambio de medio con DMEM con SFB al 10 % para la recuperacion celular.
Veinticuatro horas post-transfeccion, las células se cosecharon, diluyeron al décimo y se
sembraron en placas de 6 pocillos. Al dia siguiente se les cambi6 el medio por medio
fresco conteniendo puromicina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 0,5 pg/ml. La
seleccion se llevo a cabo a lo largo de 3 semanas con cambios de medio cada 3-4 dias
hasta la observacion de colonias resistentes visibles. Se confirmo la seleccion de las
colonias por su expresion de GFP, observandolas bajo microscopio de epifluorescencia
(Nikon TE-200).

Las colonias elegidas se aislaron y cultivaron en superficies progresivamente mas
grandes hasta la confirmacion del knock-out por Western blotting como se describe en la

siguiente seccion.

4. Andlisis de los niveles de expresion proteica por Western blotting

4.1 Extraccion de proteinas

Con el fin de evaluar la expresion de las proteinas Gal-1 y CD13 se sembraron 4
x 10° células SK-HEP-1 y EA.hy926, y 1 x 10° células HEPG2 en placas de 35 mm de
diametro y se incubaron a 37 °C. Luego de 24 horas, las células fueron lavadas con PBS
frio sobre hielo, y lisadas utilizando la técnica de “scraping”, rascando toda la superficie
vigorosamente con fip amarillo para luego recuperar los restos celulares en 100 pl de
buffer de lisis conteniendo Tris-HC1 50 mM (pH 7,4), Triton X-100 al 1 % (v/v), NaCl
150 mM, EDTA 1 mM, deoxicolato de sodio al 1 % (p/v), dodecilsulfato sodico (SDS)
al 0,1 % (p/v), pirofosfato de sodio (NasP>0O7) 100 mM, fluoruro de sodio (NaF) 50
mM, fluoruro de fenilmetil-sulfonilo (PMSF) 2 mM vy aprotinina 1 mg/ml. La
suspension se mantuvo en hielo por 45 minutos y se agitd con vortex reiteradas veces

para favorecer la lisis celular. Luego, se centrifugd a una velocidad de 12.000 g a 4 °C
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durante 10 minutos en una microcentrifuga Sorvall Legend Micro 17 (Thermo

Scientific, Estados Unidos) y se recupero el sobrenadante.

4.2 Determinacion de la concentracion de proteinas totales

La concentracion de proteinas totales se determino segiin el método descripto por
Bradford [316]. En placas de 96 pocillos con fondo plano se sembraron 5 ul de la
muestra a testear (diluciones 1:30 y 1:60) o de la solucidon de proteina estandar de
albumina de suero bovino (BSA, Sigma-Aldrich, Estados Unidos), en un rango de
concentraciones de 0,02-0,24 mg/ml. Se agregaron 20 pl de agua destilada para una
dilucion 1:4 y se incubd con 200 pl del reactivo de Bradford (Azul Brillante de
Coomassie G-250 al 0,01 % (p/v), acido fosforico al 10 % (v/v), etanol al 5 % (v/v))
durante 5-10 minutos. La absorbancia en 595 nm se determin6 en un lector de placas

(BioTek Instruments Inc, Estados Unidos).

4.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para preparar las muestras se disolvieron 25 pg de proteinas totales en buffer de
siembra 2X (Tris-HCI 125 mM, pH 6,8; SDS al 4 % (p/v); glicerol al 20 % (v/v), B-
mercaptoetanol al 10 % (v/v); azul de bromofenol al 0,005 % (p/v)) para un volumen
maximo de 25 pl. Las proteinas se incubaron a 100 °C durante 5 minutos y luego se
centrifugaron a 14.000 g durante 1 minuto en una microcentrifuga Sorvall Legend
Micro 17.

Ademéds de las muestras, se sembraron proteinas marcadoras de peso molecular
pre-tefiidas con el colorante Azul Brillante de Coomassie (Precision Plus Protein, Bio-
Rad Laboratorios Inc., Estados Unidos) para su facil visualizacion. Las proteinas se
resolvieron mediante la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes. Para ello se utiliz6 el sistema Mini-Protean 3 (Bio-Rad
Laboratorios Inc., Estados Unidos). Los geles se polimerizaron sobre placas de vidrio de
7,3 x 10,1 cm y 8,3 x 10,1 cm con separadores de 0,75 mm. Segun las proteinas a
resolver se emplearon distintos porcentajes de  entrecruzamiento  de
poliacrilamida/bisacrilamida. Para el andlisis de CD13 (150 kDa) se utiliz6 un gel
separador al 7,5 %, mientras que para evaluar la expresion de Gal-1 (14 kDa) el mismo
fue al 12 %. El gel concentrador se prepard al 4 %. En todos los casos, se utilizd una
solucion madre conteniendo acrilamida al 29,2 % (p/v) y bisacrilamida al 0,8 % (p/v).
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Para Gal-1 se utiliz6 el sistema de buffer Tris-Tricina [317], el cual resuelve
mejor las proteinas de peso molecular menor a 20 kDa. Durante la corrida se utilizé un
sistema discontinuo de soluciones: buffer &nodo (Tris-HCI 200 mM, pH 8,9) en la cuba
y buffer catodo (Tris-HC1 100 mM, pH 8,25, Tricina 100 mM, SDS al 0,1 % (v/v)) por
dentro de la represa.

Para un gel separador (~5,3 ml) se prepar6 la siguiente receta:
acrilamida/bisacrilamida 12 % (p/v) 2,40 ml; Tris 3 M, pH 8,45, SDS al 0,1 % (p/v) 2
ml; agua destilada 0,80 ml; persulfato de amonio (PSA) al 10 % (p/v) 50 ul y
tetrametiletilendiamina (TEMED) 5 ul. El gel concentrador suficiente para 1 gel (~2,6
ml) consisti6 en: acrilamida/bisacrilamida 4 % (p/v) 0,33 ml; Tris 3M, pH 8,45 SDS al
0,1 % (p/v) 0,62 ml; agua destilada 1,55 ml; PSA al 10 % (p/v) 30 ul y TEMED 3 pl.

En el caso de proteinas de alto peso molecular como CD13 se utilizo el sistema
de un unico buffer Tris-Glicina (Tris 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM, SDS al 0,1 %
(p/v) durante la corrida (Laemmli, 1970).

Un solo gel separador (~5 ml) estd compuesto por: acrilamida/bisacrilamida 7,5
% (p/v) 1,23 ml; Tris 1,5M, pH 8,8 1,3 ml; agua destilada 2,43 ml; PSA al 10 % (p/v)
20 uly TEMED 5 pl.

Para preparar 1 gel concentrador (~2,7 ml) en el sistema Laemmli se utilizd la
siguiente receta: acrilamida/bisacrilamida 4 % (p/v) 0,42 ml; Tris 0,5M, pH 6,8 0,63 ml;
agua destilada 1,66 ml; PSA al 10 % (p/v) 30 ul y TEMED 3 pl.

Las corridas electroforéticas se desarrollaron a temperatura ambiente utilizando
un voltaje constante de 50 V hasta que el frente de corrida alcanzo el gel separador.

Luego, el voltaje se increment6 a 100 V.

4.4 Flectrotransferencia e inmunodeteccion

Posterior a la corrida electroforética, las proteinas se electrotransfirieron a una
membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) utilizando el sistema de transferencia
Mini-TransBlot (Bio-Rad) [319]. Todos los componentes del sistema fueron
equilibrados en buffer de transferencia (Tris-HCI 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM,
metanol al 20 % (v/v)). La transferencia se realizd aplicando un voltaje constante de
100 V durante 1 hora utilizando un refrigerante en la cuba y en agitacion constante. A
continuacion se bloquearon los sitios de union inespecificos en la membrana por

incubacion con leche descremada al 5 % (p/v) en TBS (buffer Tris-HCI 10 mM, pH 8,
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NaCl 150 mM). Seguido de este paso se afiadieron los anticuerpos primarios en las
diluciones correspondientes (Tabla 1) realizadas en la misma solucion de bloqueo, y se
incubd durante toda la noche a 4 °C y en agitacion constante. Al dia siguiente, las
membranas se lavaron 3 veces durante 15 minutos en abundante buffer TBS-Tween
(Tween-20 al 0,1 % (v/v) en TBS) para luego incubar con el anticuerpo secundario
correspondiente (Tabla 2) conjugado a la enzima peroxidasa de rabano (Horseradish
peroxidase, HRP) diluido en solucion de bloqueo, durante 1 hora a temperatura
ambiente y en agitacion constante. Se realizaron 3 lavados con buffer TBS-Tween y
finalmente otro lavado con buffer TBS para evitar la interferencia del surfactante con
los reactivos del revelado.

Las bandas se detectaron con el kit de quimioluminiscencia ECL (Pierce
Biotechnology, Estados Unidos) mediante una cadmara refrigerada para la obtencion de
imagenes de quimioluminiscencia ImageQuant LAS 500 system (GE Healthcare,
Estados Unidos). Para ciertos ensayos en los que se requirid mayor sensibilidad se
utiliz6 el equipo Sapphire (Azure Biosystems, Estados Unidos).

La cuantificacion de los niveles de proteina se llevo a cabo mediante el analisis
densitométrico de la banda de interés respecto a la proteina utilizada como control de
carga utilizando el software ImageJ version 1.51j8 (National Institutes of Health,

Estados Unidos).

TABLA 1: ANTICUERPOS PRIMARIOS UTILIZADOS EN ENSAYOS DE
WESTERN BLOTTING

Antigeno Tipo y origen Fabricante Caédigo Dilucion
Gal-1 Policlonal, Dras. Nilda Fink y 1:4000 (para lisados de
conejo Mariana Gonzdlez células SK-HEP-1y EA.hy926)
(Universidad 1:1000 (para lisados de
Nacional de La células HepG2)
Plata).
CD13 Monoclonal, Santa Cruz Sc-166105 1:200 (para lisados de células
ratén Biotechnology SK-HEP-1y EA.hy926)
1:100 (para lisados de células
HepG2)
GAPDH Monoclonal, Abcam Ab128915 1:8000
conejo
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TABLA 2: ANTICUERPOS SECUNDARIOS UTILIZADOS EN ENSAYOS DE
WESTERN BLOTTING

Antigeno Tipo y origen Fabricante Cadigo Dilucién
IgG conejo Cabra-HRP Sigma-Aldrich A0545 1:10000
IgG ratén Cabra-HRP Santa Cruz sc-2005 1:5000

Biotechnology

IgG ratén Caballo-HRP Cell Signaling 7076 1:8000
Technology
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Capitulo 2

1. STRING

La plataforma online STRING (https://string-db.org/) es una base de datos que
sistematicamente recolecta e integra interacciones fisicas proteina-proteina y
asociaciones funcionales. La informacion se obtiene de distintas fuentes como mineria
de texto automatica de la literatura cientifica, predicciones computacionales derivadas
de la co-expresion, contexto gendomico conservado, bases de datos de experimentos de
interaccion y vias de sefializacion compartidas conocidas de fuentes curadas. Toda esta
informacion es evaluada y se le asigna un puntaje entre 0 y 1 a cada par de interaccion y
por lo tanto, un nivel determinado de confianza [238].

En este trabajo, la busqueda se realiz6 en la solapa “Search” para ambos genes
evaluados (LGALSI y ANPEP) y se aplicaron las siguientes restricciones en la solapa
“settings”: Network type (tipo de red): physical subnetwork (las conexiones entre nodos
indican que las proteinas forman parte de un complejo fisico, sin implicar asociaciones
funcionales); meaning of network edges (significado de lineas de conexion): confidence
(el grosor de las lineas indica el nivel de confianza); minimum required interaction
score (puntaje minimo requerido): medium confidence (valor medio de 0,400); max
number of interactions to show (maximo de interacciones a mostrar): 50. Luego, la

informacion mas detallada de la red se obtiene en la solapa “Analysis™.

2. Ensayo de co-inmunoprecipitacion

2.1 Lisado de células SK-HEP-1

Las células SK-HEP-1 (2,5 x 107) se cosecharon con PBS-EDTA 1 mM para
preservar las proteinas de membrana, luego se lavaron (300 g, 5 minutos), se
resuspendieron en un buffer de solubilizado (4cido  4-(2-hidroxietil)-1-
pireraciniletanosulfénico (HEPES) 100 mM, pH 7,4, Triton X-100 al 1 %, pirofosfato
de sodio decahidratado 100 mM, NaF 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sodio
activado 10 mM, PMSF (fluoruro de fenilmetil-sulfonilo) 2 mM, aprotinina 1 mg/ml), y
se lisaron en una jeringa 10 veces. Luego de vortexear, se incubd 45 minutos en

agitacion a 4 °C y se centrifugd 1 hora a 15000 g a 4 °C (Eppendorf Centrifuge 5415R,
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Estados Unidos). Luego, se recuper6 el sobrenadante y se determiné la concentracion de
proteinas por el método de Bradford como se detalld en el capitulo 1 de la seccion de

Materiales y Métodos.
2.2 Incubacioén con el anticuerpo inmunoprecipitante

Los lisados celulares se incubaron con un anticuerpo inmunoprecipitante anti-
Gal-1 1:50 toda la noche en agitacion circular a 4 °C. Al dia siguiente se agregd la
matriz de proteina A-agarosa (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) (20 pl cada 200 pl de
lisado) diluida en el buffer de solubilizado al 50 % (v/v), previamente bloqueada con
una solucién de BSA al 3 %. Las muestras se incubaron durante 2 horas en agitacion
circular a 4 °C, luego se centrifugé a baja velocidad (500 g) y se elimino el

sobrenadante.
2.3 Acondicionamiento de muestras para el ensayo de Western blotting

Para el acondicionamiento, los precipitados obtenidos (como se describi6 en el
item anterior) se lavaron 3 veces con 200 ul de buffer de solubilizado, se resuspendieron
en 50 ul de sample buffer 2x, se hirvieron durante 10 minutos, se centrifugaron y
recuperd el sobrenadante. A continuacion se procedié con el protocolo correspondiente

de Western blotting, detallado en el capitulo 1 de la seccion de Materiales y Métodos.

3. Obtencion de Gal-1 recombinante humana

3.1 Transformacion y expresion de Gal-1 en bacterias

Gal-1 es una proteina que no sufre modificaciones post-traduccionales ni posee
plegamientos complejos por lo que resulta una candidata ideal para ser expresada en
bacterias. En este trabajo, se expres6 en forma heterdloga y se purifico la lectina Gal-1
recombinante (rGal-1) de origen humano, segun el protocolo previamente puesto a
punto en el grupo de investigacion[320][117]. Se utiliz6 la cepa BL21 de Escherichia
coli BL21.DE3, la cual se transform6 por shock térmico para introducir el plasmido
pT7IML-1-LGALSI con resistencia a ampicilina. Para esto, las bacterias se cultivaron
en medio Luria Bertoni (LB: triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L) y
se hicieron competentes, es decir, aptas para recibir el ADN exogeno. Para ello, se

incubd una alicuota de bacterias creciendo en fase logaritmica temprana (densidad
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optica, DOsoonm: 0,6) en una solucion de CaCl, 0,1 M a 4 °C durante 1 hora. Luego, se
adiciono el plasmido en una concentracion de 0,5 pg/uL a las bacterias, en una relacion
1:100, y se incubd durante 30 minutos en hielo, luego durante 45 segundos en bafio a 42
°C y otros 2 minutos nuevamente en hielo. Para la recuperacion de las bacterias se
agregd un medio rico SOC (LB 15 g/L; MgCl> 0,01 M; glucosa 0,02 M) y se incub6 en
estufa a 37 °C en agitacion por 1 hora.

Las bacterias transformadas se seleccionaron mediante su incubacioén en placas
con medio nutritivo LB y agar, conteniendo ampicilina en una concentracion final de
100 pg/uL, durante toda la noche a 37 °C. Para la expresion de la lectina se utilizaron
colonias resistentes a la ampicilina, las cuales se cultivaron en medio LB toda la noche
en agitacion a 37 °C. Luego se realiz6 una dilucion con medio fresco LB-ampicilina y
se incubd por 1 hora, también a 37 °C en agitacion. A continuacioén se realizd la
induccién de la expresion proteica con isopropil-tiogalactosido (IPTG) (Promega,
Estados Unidos) en una concentracion final de 0,1 mM durante 3 horas en agitacion a
37 °C, seguido de otra incubacion por 1 hora a 27 °C para favorecer el correcto
plegamiento de las proteinas. Al finalizar este paso, el cultivo bacteriano se centrifugd
durante 20 minutos a 3500 g, a 4 °C, en una centrifuga Sorvall RC-5C PLUS. El
precipitado se resuspendi6 en buffer de sonicado (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, ditiotreitol
(DTT) 2 mM, PMSF2 mM). El agente reductor DTT impide la oxidacion de los grupos
sulfihidrilos de los residuos de cisteinas de Gal-1, conservando asi su actividad. Por
ello, este reactivo se utilizd en todos los pasos subsiguientes de manipulacion de la

lectina.

3.2 Purificacion de rGal-1 en columna de lactosa-agarosa

El precipitado de bacterias transformadas y resuspendido en buffer de sonicado,
segln se describid en item anterior, se sometio a sonicacion de 3 ciclos de pulso al 20 %
de la potencia maxima durante 3 minutos cada uno en hielo, y 3 minutos de descanso,
para evitar la desnaturalizacion de las proteinas por calor. Se utiliz6 un sonicador
Branson Sonifier 450 (Branson Ultrasonics, Estados Unidos). La muestra se centrifugd
a 10.000 g durante 1 hora a 4 °C en una centrifuga Sorvall RC-5C PLUS para eliminar
los restos celulares que podrian interferir u obstruir en los siguientes pasos.

rGal-1 se purifico mediante cromatografia de afinidad utilizando una matriz de

lactosa-agarosa (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) en columna, aprovechando su
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afinidad a través del DRC por los azlcares -galactdsidos. La columna se equilibr6é con
un buffer DEPBS (PBS pH 7,4, EDTA 2 mM, DTT 2 mM), y en la misma se sembr¢ el
sobrenadante obtenido a partir del extracto bacteriano, a flujo lento y en camara fria.
Este procedimiento se repitié 3 veces. La elucion se realizé con DEPBS conteniendo
lactosa 100 mM. Las fracciones eluidas fueron concentradas por filtracion utilizando
filtros Amicon Ultra-15, con un tamano de poro de 10 kDa (Millipore Corporation,
Estados Unidos) y diluidas en DEPBS-Lactosa hasta alcanzar una concentracion de

rGal-1 maxima de 2 mg/ml para evitar agregaciones proteicas.

3.3 Eliminacion de endotoxinas

Las proteinas recombinantes obtenidas utilizando como huéspedes de expresion
a bacterias Gram negativas contienen restos de lipopolisacaridos (LPS), componentes
principales de la membrana celular externa. Estos restos de LPS producen una fuerte
reaccion pro-inflamatoria y tdxica en mamiferos, por lo que deben ser eliminados
(Bryant, 2010). Para ello se utiliz6 la técnica de cromatografia de afinidad utilizando
una columna de polimixina B-agarosa (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) [322]. Se
equilibro la columna con DEPBS-Lactosa 100 mM y se sembro la muestra a flujo lento.
A continuacion, se eluyé con DEPBS-Lactosa 100 mM. Luego se determind la
concentracion de proteinas en las fracciones eluidas, las cuales se combinaron y

concentraron como se indico en el capitulo 1.

3.4 Control de pureza e integridad de rGal-1

La pureza de la fraccion obtenida se analizé por SDS-PAGE al 12 % (técnica
descripta en el Capitulo 1 de Materiales y métodos) sembrando 0,5; 1y 2 pg de rGal-1
en las calles del gel. Al finalizar la corrida, el gel se incubo toda la noche con una
solucion de teniido (Coomassie Brilliant Blue R-250 al 0,125 % (p/v), en metanol al 50
% (v/v) y acido acético glacial al 10 % (v/v)) a temperatura ambiente. El gel fue luego
destefiido en una solucion de acido acético glacial al 12 % (v/v) y metanol al 50 % (v/v),

hasta decolorar el fondo y observar las bandas nitidamente.
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3.5 Control de actividad de lectina de rGal-1

Se evalud la actividad bioldgica de rGal-1 purificada mediante un ensayo de
aglutinacion de eritrocitos de conejo tripsinizados y fijados con glutaraldehido [323].
Brevemente, en una placa de 96 pocillos de fondo curvo se realizaron diluciones
seriadas, al medio, de rGal-1 en un buffer PBS conteniendo DTT 1 mM en un volumen
final de 25 pl. A cada pocillo se le agregaron 25ul de BSA al 1 % en PBS (p/v) y luego
25 pl de una suspension de gloébulos rojos al 2,5 % en PBS (v/v). La mezcla se incub6 a
temperatura ambiente durante 1 hora. Se consider6 como titulo a la inversa de la

maxima dilucion de la lectina que mostro aglutinacion visible.

3.6 Acondicionamiento de rGal-1 para ensayos

Las fracciones de rGal-1 purificadas se conservaron a -20 °C, en alicuotas, y en
presencia de lactosa 100 mM para mantener su estructura y actividad, y evitar la
formacion de agregados y su precipitacion. Al momento de utilizar la proteina en los
ensayos, una alicuota se dializ6 utilizando una membrana de poros de 0,22 pum de
diametro Ultrafree-MC (Millipore Corporation, Estados Unidos), contra PBS DTT 1
mM, a 4 °C en agitacion. La didlisis se repitié un total de 3 veces, realizando una
dilucion de 1/1000 cada vez. Para los experimentos en lineas celulares, la muestra fue
filtrada a través de tubos Amicon Ultra con un poro que retiene hasta 10 kDa (Millipore,

Irlanda) para su esterilizacion y utilizada inmediatamente.

4. Enriquecimiento de CD13

Con el objetivo de realizar el ensayo de RPS y Far Western blot para evaluar la
interaccion directa entre Gal-1 y CD13 se obtuvo una fraccion enriquecida en proteinas
de membrana con afinidad por Gal-1, tanto de células SK-HEP-1 SCRAMBLED como
de células KOCD13. En ambos casos se partié de un mismo nimero de células (170 x

10%) y se utilizé el protocolo que se detalla a continuacion:

4.1 Extraccion de proteinas de membrana

Se cosecharon monocapas confluentes de células SK-HEP-1 SCRAMBLED y
KOCDI13 utilizando PBS-EDTA 1 mM para proteger la integridad de las proteinas de

membrana. Las cé€lulas se lavaron con PBS y centrifugaron a 800 g durante 5 minutos
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en una centrifuga Gelec G-142 (Gelec, Argentina), tomando una alicuota para
determinar el nimero de células en camara de Neubauer, como se describido en el
capitulo 1. Los precipitados celulares se almacenaron a -20 °C hasta la extraccion
proteica. Una vez reunido el nimero de células requerido, se colectaron todos los
precipitados y se resuspendieron en 3 ml de buffer de lisis (Tris 20 mM pH 7,4, PMSF 1
mM vy aprotinina 1 mg/ml) durante 1 hora en hielo, utilizando el vortex reiteradas veces.
A continuacién, se sonicaron las muestras utilizando un equipo Branson Sonifier 450
(Branson Ultrasonics, Estados Unidos) realizando 3 ciclos al 20 % de potencia total
durante 15 segundos con 1 minuto de descanso entre los ciclos. Luego se centrifugaron
las muestras a 1000 g durante 10 minutos a 4 °C (centrifuga Eppendorf, Estados
Unidos). Los sobrenadantes se sometieron luego a ultracentrifugacion (Beckman
Optima XL-90, Estados Unidos) a 40000 g, 1 hora, 4 °C para obtener las membranas
celulares. Los precipitados fueron resuspendidos en 500 pl de buffer de lisis
conteniendo Triton X-100 al 0,5 % y se incub6 toda la noche en agitacion circular a 4
°C para solubilizar las proteinas de membrana.

Al dia siguiente se ultracentrifugdé nuevamente la muestra (40000 g, 30 minutos,
4 °C) y se diluyo el sobrenadante con buffer de lisis sin Triton-100 hasta una
concentracion final de 0,1 % (dilucién 1/5). Luego, se determind la concentracion de
proteinas de membrana por el método de Bradford (Capitulo 1, seccion 3.2) realizando
una curva de calibracion con BSA conteniendo Triton X-100 al 0,1 % para evitar

distorsiones en los valores debido al surfactante.

4.2 Preparacion de la matriz de afinidad rGal-1 agarosa

Para aislar proteinas de membrana con afinidad por Gal-1 se utilizé una matriz
de agarosa a la cual se le acopld covalentemente la proteina recombinante obtenida
segun se describi6 en el item 3 de esta seccion. Para ello se utilizé Affi-Gel 15 (gel de
agarosa entrecruzado, derivatizado con ésteres de N-hidroxisuccinimida, Bio-Rad), que
permite el acoplamiento de alta afinidad de cualquier ligando que posee un grupo amino
primario, formando amidas con los ésteres de la matriz. El pH a utilizar debe ser entre 3
y 10 y el punto isoeléctrico del ligando a unir, menor a 6,5. Gal-1 posee un p/ = 5,33.
Para el acople se dializaron 4 mg de rGal-1 contra Buffer A (HEPES 20 mM pH 7,2,
DTT 2 mM)), realizando una dilucion 1/1000, durante toda la noche a 4 °C en agitacion.

Se lavo 1 ml de matriz Affi-Gel 15 con agua MilliQ 3 veces centrifugando a 1000 g
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durante 30 segundos y se resuspendié en Buffer A. Se diluyo al medio con los 4 mg de
rGal-1 dializada y se incub6 4 horas en agitacion circular a 4 °C para permitir la union
de la lectina a la matriz. La eficiencia del acople se monitore6 mediante la
cuantificaciéon de proteinas en alicuotas tomadas antes y después del acople, siendo
mayor al 95 %. La matriz se empaquetd en una columna y se almacen6 en Buffer A, en
agitacion circular toda la noche, para permitir la inactivacion de los sitios reactivos
libres de la matriz.

Al dia siguiente se lavo la columna con 10 volimenes de las siguientes
soluciones en el siguiente orden: Buffer A; PBS; PBS-DTT 2 mM; PBS-DTT 2 mM
conteniendo lactosa 100 mM, Tritén X-100 al 0,1 % (v/v); y finalmente con PBS-DTT
2 mM, Triton X-100 al 0,1 % (v/v).

4.3 Purificacién de receptores de membrana de Gal-1 por cromatografia de

afinidad

A continuacion, la fraccién de membrana (obtenida como se describio en el item
4.1) se sembro6 a flujo lento reciclando 3 veces y se dejo en incubacion circular toda la
noche a 4 °C. El lavado se realiz6 con PBS-DTT 2 mM, Tritén X-100 al 0,1 % (v/v); se
recogieron fracciones y se midi6 la absorbancia en 280 nm hasta que la misma fuera
idéntica al blanco. Las proteinas de membrana retenidas en la columna se eluyeron con
PBS-DTT 2 mM conteniendo lactosa 100 mM y Triton X-100 al 0,1 % (v/v) en
fracciones de 500 pl. Se determind la concentracion de proteinas utilizando el método

de Bradford (Capitulo 1, seccion 2.2).

5. Ensayo de Far Western blotting

Una fraccion enriquecida en receptores de membrana con afinidad por Gal-1 (10
ng de proteinas) disuelta en sample buffer 2x, sin hervir, se sembrd en un gel al 7,5 %.
La corrida se realizo utilizando el sistema Laemmli y las proteinas se
electrotransfirieron luego a una membrana de PVDF, como se detalla en el capitulo 1,
secciones 3.2 y 3.3 de Materiales y Métodos. La membrana se incub6 1 hora en una
soluciéon TBS-BSA al 3 % y a continuacion se incub6 toda la noche con una solucion de
rGal-1 1 pg/ml en TBS. La membrana se lavo intensivamente durante 1 hora con TBS-
Tween al 1 %, 3 veces, y se volvio a incubar toda la noche con el anticuerpo primario

anti-Gal-1 en dilucion 1:7000. Al dia siguiente se incubo con el anticuerpo secundario
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correspondiente en dilucion 1:10000. Se reveld con una solucidén conteniendo 13 ml de
Tris-HC1 pH 7.4, 3 ml de 4-cloro-1-naftol (3 mg/ml en metanol) y 12 ul H20, al 30 %
(p/v) frio. La membrana fue incubada hasta visualizar las bandas de interés y se detuvo

la reaccion lavando las membranas con agua destilada.

6. Ensayo de Resonancia Plasmonica de Superficie (RPS)

La técnica de RPS permite evaluar la interaccion entre dos moléculas en tiempo
real. En este trabajo fue utilizada para confirmar la interaccion fisica y directa entre Gal-
1 y su novedoso ligando CDI13 aislado de las células SK-HEP-1. La técnica se
desarrolldé en colaboracion con la Dra. Marisa Fernandez (Instituto de estudios de la
Inmunidad Humoral (IDEHU), Facultad de Farmacia y Bioquimica (FFYB, UBA)
utilizando un equipo Biacore T100 (GE Healthcare, Estados Unidos) (Fernandez et al.,
2007; 2011). Brevemente, una molécula ligando es inmovilizada en la superficie de un
chip sensor y otra molécula, llamada analito se hace fluir en solucién. Se hace incidir un
haz de luz polarizada sobre el sensor donde ocurre un fenémeno de deslocalizacion de
electrones libres sobre el metal (resonancia plasmonica) y se puede medir el angulo de
la luz reflejada como unidades de respuesta (UR) graficandose en un sensograma, o
grafico de respuesta, en funcion del tiempo. En el software Biacore se registra la
equivalencia de: 1 UR = 1 pg/mm?. El ligando unido al chip posee una determinada
sefial de respuesta que se toma como blanco, al inyectar en solucion el analito puede
haber una unién y el dangulo de incidencia de la luz reflejada detectada cambiara en base
al tamafo y forma del complejo aumentando las UR.

En este trabajo utilizamos a rGal-1 como analito, obtenida como se explico en el
item 3 de esta misma seccién. Suponiamos que la interaccion entre la lectina y su
receptor ocurre a través del reconocimiento de las glicosilaciones de CD13 por el DRC
de Gal-1. Por ello consideramos de suma importancia obtener a la proteina CD13
endogena de las células SK-HEP-1, con el patrén de glicosilacion caracteristico de esta
linea celular, de origen endotelial y tejido hepatico tumoral. Para ello realizamos el
aislamiento de CD13 tal cual se describid en el item 5 de esta misma seccion. Ademas
obtuvimos una fraccion de proteinas de membrana (eluato) a partir de las células SK-
HEP-1 KOCD13 para utilizar como blanco.

La fraccion conteniendo a CDI13 proveniente de las células SK-HEP-1

SCRAMBLED se inmovilizoé sobre un chip CMS5 (con una superficie de oro resonante
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modificada con carboximetil dextrano para la union del ligando) (Biacore AB, Suecia).
Para ello, CD13 en una concentracion 2 mg/ml se diluy6 20 veces en un buffer acetato
de sodio, pH 4,5 y se inmovilizé covalentemente sobre la Flow cell 2 (Fc2) del chip,
empleando quimica de aminas. Los grupos reactivos de carboximetil dextran libres
fueron bloqueados con etanolamina. Como blanco de reaccion se empled un eluato
obtenido de la misma manera que el anterior, pero proveniente de la linea celular que no
expresa CD13 (KOCD13). Este eluato se inmovilizo sobre la Fcl del chip empleando el
mismo procedimiento que para Fc2. Sobre las Fcl y Fc 2 se hicieron fluir diluciones
seriadas al medio de rGal-1 en el rango de 0,075 a 20 uM en PBS-DTT por 30
segundos, con un tiempo de disociacion de otros 30 segundos. La regeneracion de la
superficie se llevo a cabo con el mismo buffer de corrida. En el tiempo estipulado para
el ensayo se alcanzo la saturacion del sistema para cada concentracion empleada, lo que
permiti6 realizar el calculo de la Constante de Disociacion del sistema o Kp bajo estado
estacionario (SSA, en el grifico es la maxima respuesta constante para cada
concentracion), realizando el ajuste no lineal de la Respuesta Méaxima en funcién de la
concentracion, determinada en RU. Como control positivo se utilizaron diluciones
seriadas de rGal-3 en el rango de 0,075 a 2 uM.

Ademas, se determiné la dependencia de glicanos en las interacciones, midiendo
el efecto de azucares que compiten por el DRC de las galectinas como lactosa (1 mM) y
un azlcar no relacionado como sacarosa (1 mM). Las determinaciones fueron realizadas
al menos 3 veces y los datos analizados utilizando el programa “Biacore Evaluation

2.0.1”.
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Capitulo 3

1. Sobreexpresion de Gal-1 en la linea celular HEPG2

Se sembraron 3 x 10° células HEPG2, de pasaje menor a 30 y libres de
contaminacion con micoplasmas, en una placa de 24 pocillos en medio de cultivo rico
en suero para obtener un 90 % de confluencia luego de 24 horas, segln el protocolo
descripto en el capitulo 1. Al dia siguiente se prepararon 2 soluciones: 0,8 ug de
plasmido pcDNA3.1-LGALSI, gentilmente donado por el Dr. Gabriel Rabinovich,
diluidos en medio de transfeccion (DMEM en ausencia de suero y antibidtico) para un
volumen final de 50 pl y 2 pul de Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Estados Unidos)
diluidos en medio de transfeccion para un volumen final de 50 pl. Ambas soluciones se
incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, las mismas se mezclaron para
formar los lipoplexos, en una relacion ADN/lipofectamina 1:2,5, los cuales se incubaron
durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, las células se lavaron con
medio de transfeccion y se incubaron con 100 pl de los lipoplexos durante 5 horas. Al
finalizar dicho tiempo de incubacién, se realizd6 un cambio de medio con DMEM
conteniendo SFB al 10 % para la recuperacion celular. Veinticuatro horas post-
transfeccion se diluyeron las células al décimo y se sembraron en placas de 6 pocillos.
Al dia siguiente se les cambi6 el medio por uno conteniendo el antibidtico de seleccion
G418 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 700 pg/ml, concentracion seleccionada luego de
realizar una curva de viabilidad celular mediante el ensayo de MTT explicado en la
seccion 2 de este mismo capitulo para determinar la menor concentracion de antibidtico
necesaria para eliminar el total de las células no transfectadas. La seleccion se llevo a
cabo a lo largo de 3 semanas con continuos cambios de medio hasta la observacion de
colonias resistentes visibles. Las colonias elegidas se aislaron, se amplificaron y se
confirmé la sobreexpresion de Gal-1 por Western blotting, como se describio en el
capitulo 1. Estas células se denominaron HEPG2-GAL. Como control, se utilizaron
células transfectadas con el plasmido pcDNA3.1 sin inserto (Sigma-Aldrich, Estados

Unidos), las células se denominaron HEPG2-MOCK).
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2. Ensayo de adhesion heterotipica

Con el fin de estudiar el efecto de la proteina de membrana CD13 en la adhesion
de hepatocitos tumorales a CESHs se utilizaron monocapas confluentes de células SK-
HEP-1 wild type (WT), células transfectadas con plasmido control scrambled (SCR) y
con ARN guia para disrupcion génica del gen CD13 (KOCD13), tal como se detalla en
el capitulo 1 de la seccion de Materiales y Métodos. Para ello se sembraron 8 x 10°
células SK-HEP-1 WT, KOCD13 y SCR en una placa de 96 pocillos e incubaron
durante 72 horas en medio completo (conteniendo SFB al 10 %) a 37 °C para alcanzar
monocapas completas y uniformes.

Las células HEPG2 derivadas de un carcinoma hepatocelular humano se
cosecharon utilizando PBS-EDTA 1 mM para proteger la integridad de las proteinas de
membrana. A continuacion, se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos, se contaron con
Azul de Tripan y, 4,8 x 10* células se resuspendieron en 50 pl de buffer HEPES 20 mM
pH 7,4 NaCl 130 mM, KCI 4,7 mM, KH>PO4 1,2 mM, MgSO4 1,2 mM; CaCl 1,5 mM
y calceina AM verde (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para una concentracion final de
2 uM. Las células se incubaron 1 hora en agitacion circular a temperatura ambiente,
luego se centrifugaron y resuspendieron en buffer HEPES.

Seguidamente, se retird el medio de cultivo de las monocapas de células
endoteliales y sobre ellas, se sembraron 100 pl de los hepatocitos cargados con calceina
AM verde. Se incubd la placa en oscuridad, en estufa a 37 °C durante 30 minutos. A
continuacion se retiraron las soluciones y se lavd suavemente con medio HEPES, 2
veces. Las células se mantuvieron en este mismo buffer, los hepatocitos tumorales se
visualizaron en un microscopio de epifluorescencia (Olympus IX83, Japon), mientras
que la monocapa de células endoteliales se observd con luz blanca. El éster
acetoximetilo (AM) del fluorocromo, al ingresar a las células es clivado por esterasas
intracelulares, lo que permite la fluorescencia verde y la retencion dentro del
citoplasma. Para su deteccion la muestra fue excitada con una longitud de onda
(Aex 494 nm) y detectada con un filtro de emision (Aem 517 nm). Se tomaron
microfotografias (con luz blanca y fluorescencia) de 12 campos por pocillo a partir de
las cuéles se determind el numero de células HEPG2 adheridas a las monocapas de

células SK-HEP-1 WT, SCR y KOCDI13 y se relativiz6 al control WT.
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2.1 Ensayo de adhesion heterotipica con células de CHC que sobreexpresan

Gal-1

Con el objetivo de estudiar el efecto de la sobreexpresion de Gal-1 en la
adhesion de hepatocitos tumorales a CESHs y la interaccion con el receptor CD13, se
utilizaron las células transfectadas HEPG2-GAL y HEPG2-MOCK con el mismo
protocolo explicado en la seccion previa sobre monocapas confluentes de células SK-
HEP-1 SCR y KOCD13. Relativizando a la condicion control (células HEPG2-MOCK
sobre monocapas de cé¢lulas SK-HEP-1 SCR.

3. Disminucién de la expresion de Gal-1 en la linea celular SK-HEP-1

Para algunos ensayos bioldgicos de pérdida de funcién se llevd a cabo el
silenciamiento de la proteina Gal-1 en células SK-HEP-1 mediante transfeccion con el
sistema short hairpin ARN (shARN) [326]. La transfeccion del plasmido se realizod
utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Estados Unidos). Para ello se sembraron 9 x
10* células SK-HEP-1 de pasaje menor a 20 y libre de micoplasmas en una placa de 24
pocillos en medio rico de cultivo, segin el protocolo descripto en el capitulo 1, para
obtener un 80 % de confluencia en el momento de la transfeccion. Al dia siguiente se
prepararon los lipoplexos (ADN + lipofectamina) de la siguiente manera: en primer
lugar se incubo: solucion A: 0,5 pg de plasmido con gen de resistencia a puromicina
Galectin-1 shARN Plasmid (human) (Santa Cruz Biotechnology) en medio de
transfeccion (DMEM en ausencia de suero y antibidtico) en un volumen final de 50 ul,
y solucion B: 1,25 ul de lipofectamina en medio de transfeccion en un volumen final de
50 ul, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se mezclaron ambas soluciones
para una relacion de ADN:lipofectamina 1:2,5 y se incub6 durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Como control, se utilizaron células transfectadas con el plasmido
shRNA plasmid-A (Santa Cruz Biotechnology), el cual codifica para un shARN
scrambled cuya secuencia no lleva a la degradacion de ningin ARNm conocido. Las
células cultivadas desde el dia anterior, se lavaron con medio de transfeccion y se
incubaron con 100 ul de los complejos ADN + lipofectamina durante 5 horas. Al
finalizar, se realizd un cambio de medio con DMEM con SFB al 10 % para la
recuperacion celular. Veinticuatro horas post-transfeccion, las células se cosecharon,
diluyeron al décimo y se sembraron en placas de 6 pocillos. Al dia siguiente se les

cambiod el medio de cultivo por medio fresco conteniendo puromicina (Sigma-Aldrich,
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Estados Unidos) 0,5 pg/ml, concentracion seleccionada luego de realizar una curva de
viabilidad celular mediante el ensayo de MTT explicado en la seccion 2 de este mismo
capitulo. La seleccion de células transfectadas se llevo a cabo a lo largo de 3 semanas,
con continuos cambios de medio hasta la observacion de colonias resistentes visibles.
Las colonias celulares seleccionadas fueron aisladas, amplificadas y se confirmo luego
el silenciamiento de la expresion de Gal-1 por Western blotting, como se describid en el
capitulo 1. Las células establemente transfectadas se mantuvieron en cultivo utilizando
una concentracion de mantenimiento de puromicina de 0,3 pg/ml en el medio de

cultivo.

4. Ensayo de proliferacion celular

Con el objetivo de estudiar los roles de CD13 y Gal-1 en la proliferacion de las
cé¢lulas SK-HEP-1 se utiliz6 el ensayo de MTT [327]. En células metabolicamente
activas, las enzimas deshidrogenasas mitocondriales son capaces de reducir el
compuesto (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5-difeniltetrazol) (MTT) dando
como resultado cristales de formazan, un producto de color violadceo insoluble en agua.
Los cristales se disuelven en dimetilsulféxido (DMSO) y se lee su absorbancia en 570
nm utilizando un lector de placas. Este método permite determinar la funcionalidad
mitocondrial de las células tratadas como un indicador de viabilidad, siendo ésta
proporcional a la cantidad de fomazan producido. Ademads, puede ser utilizado en
ensayos de citotoxicidad y en ensayos de proliferacion, relativizando la viabilidad
celular en un determinado tiempo a la registrada en el tiempo cero. Para la puesta a
punto de la técnica se cultivaron las células SK-HEP-1 WT durante 24 horas para su
adherencia (to) y luego durante otras 24, 48 y 72 horas en medio DMEM conteniendo
distintas concentraciones de SFB (0, 2, 5y 10 %).

Para evaluar los posibles efectos de CD13 y Gal-1 endogenas en la proliferacion
se sembraron 4 x 10° células SK-HEP-1 en placas de 96 pocillos y se incubaron durante
24y 72 horas en medio de cultivo en presencia de SFB al 2%. A los tiempos indicados
se agregaron 10 ul del reactivo MTT y se incubd en estufa a 37 °C durante 2 horas. A
continuacion, se retird delicadamente el medio liquido de los pocillos, se colocaron 200
ul de DMSO y se incubaron las placas en agitacion durante al menos una hora en

oscuridad para facilitar la solubilizacion de los cristales de formazan. La absorbancia en
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595 nm se registrd con el lector de placas Biotek (BioTek Instruments Inc, Estados
Unidos). Se calculo el porcentaje de proliferacion celular como la relacion entre la
absorbancia a 595 nm al tiempo final considerado (tf) y la absorbancia medida al tiempo

inicial (to).

4.1 Ensayo de proliferacion celular en presencia de Gal-1 soluble agregada en

forma exdgena

En estos experimentos se adiciond rGal-1 a las células SK-HEP-1 en
concentraciones finales de 0,1, 1, 10 y 100 pug/ml, las cuales se incubaron en medio de
cultivo en presencia de SFB al 2 % por un periodo de 72 horas. El vehiculo en el que se
prepararon las soluciones de rGal-1 fue PBS-DTT 1 mM utilizado como control
negativo (concentracion final de DTT 0,05 mM). El reactivo DTT resultd toxico para
las células en concentraciones iguales o mayores a 1 mM. Luego se realizé el ensayo de
MTT y se calculd el porcentaje de proliferacion celular para cada concentracion de
rGal-1 respecto al vehiculo. En algunos experimentos, rGal-1 se pre-incub6 con lactosa

100 mM durante 30 minutos.

4.2 Ensayo de proliferacion celular con rGal-1 inmovilizada

rGal-1 (10, 20 y 100 mg por pocillo) se inmovilizo en presencia de DTT 0,5 mM
en placas de 96 pocillos de fondo plano durante 24 horas a 4 °C. BSA al 0,1 %
inmovilizada se utiliz6 como control negativo. Se realizé un bloqueo con 100 pul BSA al
0,1 % durante 1 hora a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron dos veces con
PBS y a continuacién, se sembraron 4 x 10° células SK-HEP-1 en medio de cultivo en
presencia de SFB al 2 % en cada pocillo. Luego se realiz6 el ensayo de MTT a to y a las
72 horas y se calculd la proliferacion celular sobre rGal-1 inmovilizada respecto de la

obtenida con BSA.

5. Ensayo de migracion celular

Para poder determinar el efecto de CD13 en la migracion de células SK-HEP-1
se utilizé el ensayo de la herida o “scratch-wound healing assay”. Las cé€lulas SK-HEP-
1 WT, KOCD13 y SCR (8 x 10%) fueron sembradas en placas de 96 pocillos de fondo

plano e incubadas durante 72 horas en medio conteniendo SFB al 10 % a 37 °C para
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alcanzar la formacion de una monocapa completa y asegurarse asi una migracion
uniforme. Se realizd una herida en cada monocapa utilizando un ¢ip de 10 pL estéril.
Luego, las monocapas se lavaron con medio DMEM libre de SFB delicadamente para
retirar los restos celulares y se incubaron también con medio en ausencia total de SFB.
Se tomaron microfotografias (Nikon, Eclipse TE300) al inicio del experimento to y al
tiempo final, elegido luego de ensayar distintos tiempos en presencia de SFB al 10 % y
ausencia (0 %). Las imagenes fueron analizadas utilizando el software ImageJ version
1.51j8 (National Institutes of Health, Estados Unidos), determinandose las areas de las
heridas. El céalculo de porcentaje de cierre de la herida se obtuvo utilizando la siguiente

formula: Cierre de herida (%) = (Area t¢/ Area to) x 100.

5.1 Ensayo de migracion celular con rGal-1 soluble

En los experimentos de migracion en los que se utilizo rGal-1, el protocolo
debio ser modificado dado que el vehiculo (PBS-DTT 1 mM, concentracion final del
DTT 0,05 mM) resultaba citotoxico para la monocapa de células SK-HEP-1. En este
caso, luego de la realizar la herida, las células fueron incubadas con medio DMEM en
presencia de SFB al 0,5 % durante 15 horas en estufa a 37 °C. En algunos casos se pre-
incubo la lectina con lactosa (100 mM) durante 30 minutos.

Para la eleccion del tiempo final se realizé un ensayo de migracion en presencia
de alta concentracion de SFB (10 %) y baja (0,5 %) analizado a distintos tiempos luego

de realizada la herida.

5.2 Ensayo de migracion celular con rGal-1 inmovilizada

Concentraciones crecientes de rGal-1 fueron incubadas en pocillos de fondo
plano en placas de 96 pocillos durante 24 horas a 4 °C para su inmovilizacion. Ademas,
la proteina BSA al 0,1 % fue utilizada como control negativo. Luego, se adicionaron
100 pl BSA al 0,1 % por pocillo durante 1 hora a temperatura ambiente para realizar el
bloqueo de los sitios inespecificos. A continuacion, los pocillos se lavaron dos veces
con PBS y seguidamente se sembraron 8 x 10° células SK-HEP-1 en medio de cultivo

en ausencia de SFB, y se procedié como se indicé anteriormente.
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6. Ensayo de tubulogénesis

Para evaluar los efectos de Gal-1 y CD13 en la capacidad de las células
endoteliales SK-HEP-1 de formar redes tubulares in vitro se siguid el siguiente
protocolo [328]. Las células SK-HEP-1 se sembraron en placas de 96 pocillos sobre 45
ul de extracto de membrana basal, libre de endotoxinas y reducido en factores de
crecimiento (Geltrex™, ThermoFisher, Estados Unidos), ya que dichos factores podrian
estimular la actividad angiogénica y enmascarar los efectos producidos por la lectina y/o
la proteasa.

La matriz Geltrex se almacena congelada y debe ser descongelada
manteniéndose en heladera (entre 2 y 8 °C) la noche anterior al dia del experimento. El
gel solidifica luego de 5-10 minutos por encima de los 15 °C, por lo que se debe trabajar
sobre hielo, con los tips y placas de cultivo previamente enfriadas en freezer para evitar
la prematura gelificacion. De producirse burbujas en la superficie deben ser eliminadas
utilizando agujas estériles antes de incubar las placas a 37 °C durante 30 minutos.

Las células se cosecharon utilizando PBS-EDTA 0,5 mM para proteger la
integridad de las proteinas de membrana y se sembraron 8 x 103 células por pocillo en
100 pl de medio DMEM en ausencia de SFB sobre la matriz Geltrex. En los casos en
los que se evaluo el efecto de rGal-1 se utilizo6 como vehiculo PBS-DTT 0,05 mM. En
ciertos experimentos, rGal-1 se pre-incubd durante 30 min con -D-galactopiranosil 1-
tio-p-D-galactopirandsido (TDG) 20 mM para inhibir su actividad de lectina y prevenir
su efecto (concentracion final 1 mM).

La tubulogénesis fue evaluada a las 6 horas determinando el niimero total de
mallas de tubulos formadas en cada pocillo como se muestra en la figura 60. Se tomaron

microfotografias (Nikon, Eclipse TE300) de distintos campos representativos.
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Figura 60. Imagen representativa de las mallas (M) o tibulos cerrados formados por las células SK-HEP-

1.
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6.1 Disminucion de la expresion de CDI3 en la linea celular SK-HEP-1

mediante transfeccion con siRNA

En el capitulo 1 se detall6 el protocolo para la disrupcion génica de CD13. En el
capitulo 3, ademds de las células KOCDI13, se utilizaron células transfectadas con
siARN como método alternativo de pérdida de funcion. Las células SK-HEP-1 (9 x 10°
células) fueron sembradas en placas de 24 pocillos en medio DMEM en presencia de
SFB al 10 %, sin antibidtico durante 24 horas a 37 °C. Al dia siguiente, se transfectaron
con el ARN de interferencia CD13 siRNA sc-29960 (Santa Cruz Biotechnology), el
cual esta disenado para silenciar especificamente la expresion de esta proteina. Como
control se utilizo un ARN de interferencia sin blanco especifico (siSCRAMBLED)
(Santa Cruz Biotechnology). Para la transfeccion, los lipoplexos se formaron incubando
por un lado, 1,6 pl de una solucion stock 10 uM del siCD13 en 20 pl de medio de
transfeccion y en otro eppendorf, 2 ul de lipofectamina en medio de transfeccion en un
volumen final de 20 ul, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se
combinaron ambas soluciones para una relacion ARN:lipofectamina 1:1,25 durante 20
minutos a temperatura ambiente. Luego, las células se lavaron con medio de
transfeccion y se incubaron con 160 pl de medio de transfeccion y 40 ul de los
complejos ARN:lipofectamina preparados anteriormente, durante 5 horas. Al finalizar,
se realizd un cambio de medio con DMEM conteniendo SFB al 10 % para la
recuperacion celular. La disminucion de la expresion de CD13 fue evaluada mediante
Western blotting, luego de 24, 48 y 72 horas de realizada la transfeccion, como se

detalla en el capitulo 1.

6.2 Ensayo de tubulogénesis con anticuerpo bloqueante de la actividad

Para evaluar los efectos de Gal-1 sobre la actividad peptidasa de CD13 en la
formacion de redes tubulares in vitro en células SK-HEP-1 se sigui6 el mismo protocolo
original, pero se adicion6 un anticuerpo anti-CD13, bloqueante de la actividad (ab7417
WM15; Abcam, Estados Unidos), 25 pg/ml en vehiculo PBS-DTT 0,05 mM. Como
control de isotipo se utilizd un anticuerpo IgG de conejo (ab128915 Abcam, Estados

Unidos).
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7. Analisis estadistico

Todos los sets de datos utilizados fueron analizados mediante el Test de
normalidad de Shapiro-Wilk para determinar la distribucion normal de los mismos y el
Test de Bartlett para determinar la homogeneidad de varianzas, obteniendo en todos los
casos valores de p > 0,05.

La significancia de los resultados se evalué mediante pruebas estadisticas como
Test ¢ de Student o ANOVA de una via, segiin correspondiera, tal como se indica en la
leyenda de cada figura. Todos los andlisis se realizaron utilizando el software GraphPad

Prism 8, considerando valores de p < 0,05 estadisticamente significativos.
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ABREVIATURAS




Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

AFP: a-Fetoproteina

AJCC: American Joint Committee on Cancer

AKT: Proteina Kinasa B

ANPEP: Alanyl aminopeptidase; gen codificante para CD13
ARN: Acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer

BSA: Sero-albumina Bovina

bFGF: Factor de Crecimiento de Fibroblastos Basico
CCLE: Cancer Cell Line Encyclopedia

CCoV: Coronavirus Canino

CD: Cluster of Differentiation

CE: Células Endoteliales

CES: Células Endoteliales Sinusoidales

CESH: Cé¢lulas Endoteliales Sinusoidales Hepaticas
CHC: Carcinoma hepatocelular

CK: Células de Kupffer

CLCA: Chinese Liver Cancer Atlas

CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad
co-IP: Co-inmunoprecipitacion

CoV: Coronavirus Respiratorio Porcino

CSC: Cancer Stem Cells

DABCO: 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano

DAPI: 4’ ,6-diamidino-2-fenilindol

DMEM: Medio Esencial Dulbecco Modificado
DMSO: Dimetilsulfoxido

DRC: Dominio de Reconocimiento a Carbohidratos
DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico

eNOS: Enzima Oxido Nitrico Sintasa Endotelial
EPCAM: Molécula de Adhesion de Células Epiteliales
ET-1: Endotelina-1

FeCoV: Coronavirus Felino Entérico

FGF: Factor de Crecimiento de Fibroblastos

FIPV: Virus Felino de Peritonitis Infecciosa

Gal-1: Galectina-1

Gal-3: Galectina-3

HCMYV: Citomegalovirus Humano

HGF: Factores de Crecimiento Hepatocitario

HIF: Factor Inducible por Hipoxia

HRP: Peroxidasa de Rabano Picante

HUVEC: C¢lulas Endoteliales de la Vena Umbilical Humana
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Abreviaturas

ICAM-1: Molécula de Adhesion Intercelular 1

IHQ: Inmunohistoquimica

IL-1: Interleuquina-1

IL-6: Interleuquina-6

IP: Inmunoprecipitantes

kb: Kilobase

KO: Knock out

LANAIS-PROEM: Laboratorio Nacional de Investigacion y Servicios en Péptidos,
Proteinas y Espectrometria de Masa

LGALSI: Lectin, galactoside-binding, soluble 1; gen codificante para Gal-1
LPS: Lipopolisacaridos

MAPK: Proteina Kinasa Activada por Mitdégenos

MASH: Esteatohepatitis Asociada a Disfuncion Metabodlica

MASLD: Enfermedad Hepatica Esteatdtica asociada a Disfuncion Metabolica
MEC: Matriz extracelular

Med: Mediana

MK: Marcadores de peso molecular

MMP: Metaloproteinasa de Matriz

MTT: Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-1lo]-2,5-difeniltetrazol

NES: Normalized Enrichment Score

NF-«B: Factor Nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las Células B
activadas

NGR: Péptido asparagina-glicina-arginina

NK: Natural killer

NOS: Oxido Nitrico Sintasa

ON: Oxido Nitrico

PBS: Buffer de Fosfatos Salino

PDGEF: Factor de Crecimiento derivado de Plaquetas

PECAM-1: Molécula de Adhesion a Plaquetas y Células Endoteliales (CD31)
PGE2: Prostaglandina e 2

PLGF: Factor de Crecimiento derivado de Placenta

PMSF: Fluoruro de FenilMetil-Sulfonilo

PSA: Persulfato de Amonio

rGal-1: Galectina-1 recombinante

ROS: Especies Reactivas del Oxigeno

RPS: Resonancia Plasmonica de Superficie

RSEM: RNAseq by Expectation-Maximization

RU: Unidades de Resonancia

SDS: Dodecilsulfato de Sodio

SEM: Error Estandar de la Media

SFB: Suero Fetal Bovino

TBS: Buffer Tris Salino

TCGA: The Cancer Genome Atlas

TDG: Tiodigalactosido
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Abreviaturas

TEM: Transicion Epitelio-Mesénquima

TGEV: Virus Porcino de la Gastroenteritis Transmisible
TGFp: Factor de Crecimiento Transformante 3

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral

TPM: Transcriptos Por Millon

Tregs: Células T regulatorias

UALCAN: University of ALabama at Birmingham CANcer data analysis Portal
UMAP: Uniform Manifold Approximation and Projection
VCAM-1: Molécula de Adhesion a Células Vasculares
VEGEF: Factor de Crecimiento de Endotelio Vascular
VEGF-A: Factor de Crecimiento Vascular A

VEGFR: Receptor de VEGF

vWEF: Factor de von Willebrand

WNT: Wingless
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