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Introducció. 
 
 

1. La matriu extracel·lular. 

 
La idea d’una matriu extracel·lular (ECM) dinàmica és relativament nova. 

Fa un quart de segle es pensava que era inanimada, no reactiva i purament 
estructural, un lloc passiu i estàtic que les cèl·lules creen només per fer servir 
com a bastida. Una sèrie de descobriments varen cambiar aquesta visió :  

i) Es formen interaccions complexes cèl·lula-matriu durant 
l’embriogènesi. 

ii) Existeixen llocs d’unió a les proteïnes de la matriu extracel·lular (com, 
per exemple, els motius RGD). 

iii) L’existència de les integrines i d’altres receptors de superfície per a 
components de la ECM. 

iv) La ECM representa un reservori per factors autocrins i paracrins. 
v) experiments de pèrdua de funció de components de la ECM que 

expliquen la seva funció. 
vi) Etc (revisat per (Piez 1997)). 

 
La matriu extracel·lular està composta per proteïnes de caràcter fibrós 

dintre d’un polisacàrid gelatinós. A més, hi ha components que uneixen les 
distintes proteïnes de caràcter fibrós entre elles o amb les cèl·lules. Cada teixit té 
unes característiques molt determinades i diferenciades, el que es tradueix en que 
els components de la ECM són també diferents.  

El component proteic de caràcter estructural majoritari de la matriu 
extracel·lular és el col·lagen. Destacar que hi ha 19 tipus de col·lagen, i que el 
més abundant és el col·lagen I. En el cas de les membranes basals el tipus 
predominant és el col·lagen IV. Els teixits connectius contenen fibres de caràcter 
elàstic composades fonamentalment per elastina.  

El component gelatinós de la ECM està fonamentalment compost de 
glicosaminoglicans, que estan carregats de manera negativa, proveint suport a la 
hidratació i a la unió amb molècules carregades negativament. Els proteoglicans 
uneixen en la seva estructura proteica els glicosaminoglicans, essent un altre dels 
components estructurals de la ECM. Dintre d’aquests proteoglicans trobem 
l’agrecà, el brevicà, el versicà, el neurocà. 

Un altre grup de components de la ECM són les proteïnes d’adhesió 
encarregades de la unió entre distints components de la ECM entre ells o amb la 
superfície cel·lular. La proteïna més representativa d’aquest tipus seria la 
fibronectina, proteïna dimèrica que conté llocs d’unió a glicosaminoglicans i a 
col·lagen. Altres components importants són la laminina i el nidogen encarregat 
d’unir el col·lagen de tipus IV amb la laminina en les membranes basals.  
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La cèl·lula interacciona amb la ECM mitjançant molècules 
transmembranals com les integrines o alguns proteoglicans que s’uneixen a la 
vegada a proteïnes citosòliques enviant el senyal a la cèl·lula (Cooper 2000). La 
figura 1 ens dona una visió dels components mes importants i la seva disposició 
en la ECM.  
 

 
 

Figura 1. Representació esquemàtica de la ECM amb els components més representatius. 

 
 

2. El microentorn tumoral. 

2.1 Que és?. 
 
El microentorn a on el tumor s’origina té un paper fonamental al principi i 

durant la progressió tumoral, i podria ser un factor important pel 
desenvolupament de teràpies. El microentorn tumoral o estroma tumoral  
consisteix en distints components de caràcter cel·lular i la matriu extracel·lular. 
De les cèl·lules, s’han identificat fibroblasts, cèl·lules glials, cèl·lules epitelials, 
adipòcits, cèl·lules inflamatòries i immunològiques i cèl·lules vasculars, com 
representa la figura 2. Però encara es coneix poc la natura precisa d’aquestes 
cèl·lules que formen l’estroma, i com aquestes o les noves que són reclutades 
s’alteren durant la progressió tumoral i com s’influencien recíprocament. També 



Introducció 
 

 3 

pot limitar l’accessibilitat de la teràpia al tumor, variar el metabolisme dels 
fàrmacs i afavorir l’aparició de resistències farmacològiques. Degut a la 
implicació d’elements estromals en tot el desenvolupament tumoral, aquests 
presenten un especial atractiu per a la teràpia. La manipulació de les interaccions 
entre tumor i hoste podria ser important a l’hora de revertir o prevenir la 
conversió tumoral i per restablir els mecanismes de control naturals. 

Malgrat la importància de les interaccions entre tumor i estroma, el 
coneixement de la composició i de la complexitat de les relacions entre les 
cèl·lules tumoral i el seu voltant és molt limitada. Se sap que tant les cèl·lula 
tumorals com les estromals co-evolucionen durant la tumorogènesi i la seva 
progressió ulterior. La matriu extracel·lular també evoluciona durant la 
progressió tumoral, però com en el cas anterior, el coneixement d’aquests canvis 
és molt limitat 1. Dintre d’aquests canvis podem situar als promoguts per 
l’activitat proteolítica sobre la ECM. 

 

 
 

Figura 2. Representació esquemàtica del microentorn tumoral. Durant la progressió tumoral, 
apareixen múltiples tipus cel·lulars que interaccionen entre ells per donar una resposta complexa. Dintre 
d’aquestes, es poden diferenciar aquelles que tenen un efecte negatiu sobre el creixement (citotoxicitat 
mediada pel sistema immunitari) o aquelles que afavoreixen la progressió tumoral (la supervivència 
tumoral, l’expansió tissular). En definitiva, el microentorn tumoral és un lloc dinàmic i complex (imatge 
modificada de (de Visser et al. 2006)) 

 

                                                             
1 http://dcb.nci.nih.gov/thinktank/Executive_Summary_of_the_Tumor_Microenvironment_Think_Tank.cfm 
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3. Les proteases i la recerca dels seus substrats. 
 
Sense proteòlisis, la superfície cel·lular i la matriu extracel·lular serien un 

habitat bastant estàtic. Dintre dels dinamitzadors d’aquest entorn trobem les 
proteases, que tenen l’habilitat d’hidrolitzar les unions peptídiques, modificant 
irreversiblement la funció de la proteïna substrat. Mitjançant un processament 
específic dels substrats, les proteases modifiquen circuits de senyalització i la 
funció cel·lular.  

Entre ells destaquen l’especificitat de la cascada de coagulació (Davie and 
Ratnoff 1964; Macfarlane 1964) i l’activació del tripsinogen (Davie and Neurath 
1955) que representen paradigmes de l’activitat proteolítica i han estat motiu 
d’ampli i detallat estudi. Recentment el processament proteolític dels 
ectodominis per “shedding” ha evidenciat un paper clau en la regulació de factors 
de creixement cel·lular (GF) i citocines com són el factor de creixement 
transformant alfa (TGFα) o el factor necrosant tumoral alfa (TNFα) (Black et al. 
1997; Moss et al. 1997; Peschon et al. 1998), i mitjançant el processament de 
quimiocines les proteases regulen la resposta inflamatòria i el tràfic de leucòcits 
(McQuibban et al. 2000; Parks et al. 2004). També és important la proteòlisis 
que deixa al descobert epítops críptics, tal com la laminina processada per les 
metal·loproteases que afavoreix la migració cel·lular (Hintermann and Quaranta 
2004). També el processament proteolític produeix nous pèptids críptics com són 
l’angiostatina i l’endostatina, que són alliberats del plasminogen i del col·lagen 
XVIII respectivament per l’acció de MMP’s (O'Reilly et al. 1996; Bergers et al. 
1999). Mitjançant un control precís del processament, les proteases són molt 
importants en les rutes de senyalització cel·lular, i fins i tot moltes d’elles són 
considerades molècules senyalitzadores (Overall 2004).  

Prop del 2% dels gens humans codifiquen per proteases (representades en 
la taula 1) i representen del 5%-10% de les dianes terapèutiques dels fàrmacs 
actuals (Overall and Kleifeld 2006; Turk 2006), donant una visió de la 
importància de les seves funcions. Tot això dóna una idea de la necessitat que té 
el coneixement de la regulació de l’activitat de les proteases sobre els seus 
substrats, per poder dissenyar estratègies per bloquejar aquesta activitat en el cas 
d’una desregulació, o d’augmentar l’activitat si aquesta afavoreix la cura d’una 
patologia. 

 
  TIPUS CATALÍTIC 
 total aspàrtic cisteín Metal·lo serín treonín 
Proteases humà 561 21 148 186 178 28 
Proteases ratolí 641 27 163 198 227 26 
Proteases rata 626 24 160 192 221 29 

Taula 1. Les proteases. Una representació dels diferents tipus i del número de proteases segons els seu 
catabolisme que estan presents en humà, ratolí i rata.  

 
Per entendre el paper biològic d’una proteasa, és necessari descobrir quin 

són els seus substrats, o degradoma. Però ens trobem que més d’una proteasa pot 
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processar un únic substrat de manera in vitro. Aquí s’obre la qüestió de quines 
són les proteases que tenen rellevància in vivo: “ja que pugui no vol dir que ho 
faci” (Bergers et al. 1999). Per donar un exemple, moltes proteases poden 
processar el TNFα (Rosendahl et al. 1997; Haro et al. 2000; Tam et al. 2004; 
Zheng et al. 2004), una citocina proinflamatòria amb un paper fonamental en 
l’artritis reumatoide, i la quimiocina amb motiu CXC ligand-12 (CXCL12) o 
factor derivat de cèl·lula estromal 1α, que té un paper neurotòxic en la demència 
(Zhang et al. 2003). En els dos cassos només una proteasa, de les múltiples 
possibles, dóna en cas de la malaltia el perfil, donant importància al fet de 
descobrir el candidat correcte per poder dur a terme teràpies dirigides contra ell. 

Combinant informació provinent de diferents tècniques per caracteritzar 
una proteasa es facilita el coneixement de l’enzim. Hi ha dues possibles  
aproximacions teoriques en l’estudi de les proteases que són: a) l’estudi d’un 
enzim implicat en el desenvolupament o en una patologia, b) l’estudi d’un enzim 
orfe. a) Normalment es comença per purificar l’activitat de l’enzim en un sistema 
cel·lular i fer l’empremta amb l’ajuda d’estimuladors i d’inhibidors. b) Si es 
comença amb una proteasa orfe primer és trobar el nou substrat i la funció. Els 
models animals ens poden ajudar a realitzar aquesta feina, i després les 
aproximacions bioquímiques i cel·lulars ens ajudaran a confirmar les nostres 
hipòtesis. Però amb l’ajut de la proteòmica podrem fer una caracterització més 
fina d’aquests parells. La repetició d’aquests cicles de caracterització i la millora 
de la proteòmica juntament amb la generació d’activadors i/o inhibidors més 
selectius ens donaran més informació sobre els substrats més selectius i 
rellevants per al nostre enzim. A continuació es donen una sèrie d’aproximacions 
per trobar i validar els substrats i les seves proteases (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Representació de les diferents aproximacions que podem portar a terme per descobrir 
parells proteasa-substrat (modificat de (Overall and Blobel 2007)). 
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3.1. Aproximacions bioquímiques. 
 
El primer pas en l’anàlisi d’una proteasa és donar les seves propietats 

bioquímiques, i aquestes proveiran de les eines per poder assolir posteriorment la 
caracterització in vivo i poder generar la seva empremta característica. És 
necessita la proteasa purificada i el substrat, lliures d’impureses per poder 
determinar el lloc de tall consens del substrat, per desenvolupar un assaig i per 
poder determinar les seves cinètiques enzimàtiques d’acció i d’inhibició. Moltes 
han estat purificades amb l’ajuda del coneixement del processament del substrat 
simplement purificant l’acció enzimàtica (Davie and Neurath 1955; Davie and 
Ratnoff 1964; Macfarlane 1964; Black et al. 1997; Moss et al. 1997). Una 
vegada identificada i seqüenciada, es requereix la síntesi de la proteasa 
recombinant per confirmar que l’activitat proteolítica sobre el substrat no es deu 
a contaminacions. Malgrat tot, la contaminació es pot donar també en sistemes 
recombinants, llavors és aconsellable l’obtenció i purificació d’un mutant 
catalíticament inactiu en el mateix sistema.  

 

3.1.1. Identificació del lloc de tall. 
 
Per trobar l’empremta molecular i la caracterització bioquímica d’una 

proteasa es fa necessari identificar la seqüència peptídica de tall que la proteasa 
processa (Schilling and Overall 2007). En el cas d’enzims orfes aquesta tasca pot 
ser dificultosa. Una de les aproximacions és incubar la proteasa orfe amb una 
sèrie de substrats coneguts per a altres proteases (Loechel et al. 1998; Roghani et 
al. 1999; Zou et al. 2004). També poden ser estudiades llibreries de pèptids que 
contenen seqüències de processament per proteases. La proteïna o substrat 
candidat pot ser analitzat mitjançant SDS-PAGE, per espectrometria de masses 
(MS) o per cromatografia líquida d’alta resolució (HPLC) (Roghani et al. 1999; 
Zou et al. 2004). La determinació de la taxa d’intercanvi (kcat/Km) dels substrats 
potencials ens pot donar una idea de si la proteasa pot tallar-los in vivo (Moss et 
al. 1997; McQuibban et al. 2000; Overall 2004). Els substrats que siguin 
identificats mitjançant tècniques bioquímiques in vitro poden ser candidats 
funcionals in vivo, però al no existir una relació directa han de ser validats en 
models cel·lulars i animals.  

Es poden fer servir diferents aproximacions per poder identificar la 
seqüència consens de tall, com l’us de diferents tipus de llibreries (Matthews and 
Wells 1993; Smith et al. 1995; Rosse et al. 2000; Turk and Cantley 2004), o la 
mutagènesi del lloc de tall (Cunningham et al. 1990). Aquestes tècniques només 
criben per llocs consens curts d’unió i de tall, en part per limitar el nombre de 
seqüències possibles (Zhu et al. 2003). Les llibreries posicionals, a on alguns 
residus estan fixats mentre que els adjacents són aleatoritzats, permeten el 
cribatge de seqüències més llargues. Aquestes llibreries solubles (Thornberry et 
al. 1997) han estat millorades al fixar-les a vidre (Salisbury et al. 2002) i en 
“arrays” (Turk et al. 2001; Barrios and Craik 2002). Una altra alternativa és 
combinar aquests pèptids aleatoritzats amb grups químics formant un inhibidor 
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de proteases sintètic. Aquests poden incorporar residus detectables com 
fluorocroms o biotina, formant així compostos pel seguiment basats en l’activitat 
que poden donar perfils específics i també generar, al mateix temps, inhibidors 
selectius (Greenbaum et al. 2002). Una precaució a tenir en compte és que els 
residus descoberts a través de les llibreries peptídiques són els que queden N-
terminals al lloc de tall, i només unes poques tècniques poden esbrinar el residu 
de tall (Turk et al. 2001; Barrios and Craik 2002). Malgrat que la tècnica del “fag 
display” ens dóna informació sobre la seqüència, no ens dóna el residu de tall. 
Altres limitacions sorgeixen per que, p. ex., algunes ADAM o MMPs no tenen 
una seqüència consens de tall definida (Becherer and Blobel 2003; Gomis-Ruth 
2003). Altres proteases, com ADAMTS4 i les MMPs col·lagenolítiques 
requereixen d’un lloc extern a la seqüència de tall, en aquest cas per processar 
l’agrecà i la triple hèlix de col·lagen (Fields 1991; Overall 2002), respectivament. 

El lloc consens de tall per a una determinada proteasa es pot fer servir per 
cercar candidats a les bases de dades, però aquesta aproximació només ha servit 
per uns quants cassos concrets (Turk et al. 2001; Lopez-Otin and Overall 2002; 
Overall et al. 2002). S’ha de tenir en compte que el nombre de possibles llocs 
candidats superarà de molt el nombre de llocs reals, ja que només uns pocs seran 
accessibles per la proteasa (Fields 1991; Overall 2002). Una altra restricció de la 
bioinformàtica és que els llocs de tall que presentin una cinètica no òptima no 
seran identificats. Alguns processos biològics importants utilitzen aquest 
mecanisme de regulació. Un exemple és el tall lent del col·lagen per part de les 
MMPs, que és útil per mantenir la integritat tissular durant la remodelació 
homeostàtica. Els llocs externs de reconeixement que porten al tall del lloc 
catalític poc favorable (McQuibban et al. 2000; Overall 2002; Overall et al. 
2002) com també a la colocalització i coexpressió de la proteasa i el seu substrat 
in vivo tampoc són reconeguts en les recerques mitjançant bases de dades. Així, 
predir substrats a partir de les seqüències consens no acaba de ser una eina 
acurada degut a les seves limitacions. 

 

3.1.2. Cribatge de llocs externs i captura amb dominis catalíticament 
inactius. 

 
Una millora de les múltiples tècniques bioquímiques existents és l’ús de 

les tècniques genètiques no esbiaixades de cribatge del doble híbrid de llevat a on 
els dominis de proteasa inactius són immobilitzats per capturar proteïnes d’unió 
que podrien ser substrats. Per proteases multidomini, els llocs externs d’unió 
poden validar substrats amb una baixa kcat/Km in vitro en substrats funcionals in 
vivo, com s’ha pogut demostrar en el tall de quimiocines (Overall et al. 2002), 
col·lagen (Fields 1991; Overall 2002), i PAPP-A (proteasa plasmàtica associada 
a embaràs A), de la IGFB-4 (proteïna d’unió al factor de creixement similar a la 
insulina 4) i la IGFBP-5 per part de les MMPs (Boldt et al. 2004). Aquestes 
interaccions poden ser descobertes mitjançant el cribatge de molècules que 
interaccionen amb els llocs externs d’unió, a on aquests funcionen com esquer. 
Les proteïnes identificades amb aquest mètode i seguint una posterior validació 



 8 

bioquímica podrien ser confirmades com a substrats. En un principi va ser 
mitjançant l’ús del doble híbrid de llevat (McQuibban et al. 2000; Overall et al. 
2002), però ara per portar a terme cribatges massius s’immobilitza el lloc extern 
d’unió en fase sòlida i es dur a terme un anàlisi de proteïnes que interaccionen a 
partir de mostres complexes mitjançant MS/MS (Lopez-Otin and Overall 2002). 
La captura mitjançant un mutant catalíticament inactiu fa servir el domini 
proteasa inactiu com esquer i capturar proteïnes que s’uneixen al centre actiu 
(Lopez-Otin and Overall 2002). Amb aquest mètode es va identificar WISP2 
(proteïna de la cascada de senyalització WNT1 tipus 2) com a substrat de MT1-
MMP (metal·loproteasa de membrana tipus 1) en un cribatge de doble híbrid de 
llevat (Overall et al. 2004). Però cal dir que no totes les proteases són 
susceptibles de seguir aquesta metodologia, degut a una elevada Km o bé, per un 
centre actiu petit i sense característiques essencials per interaccionar. Al nostre 
laboratori es va portar a terme el cribatge de llocs externs per a ADAMTS1 per 
torbar proteïnes d’unió, essent la seva caracterització i posterior validació part 
d’aquest treball.  

 
 

3.2. Aproximacions en sistemes cel·lulars. 
 
Aquesta aproximació no només és bona per validar els descobriments fets 

amb sistemes bioquímics, proteòmics, o animals, si no que és una eina 
imprescindible i molt valuosa que ens permetrà obtenir informació de com es 
comporta la proteasa nativa en un sistema cel·lular fisiològic. Per posar un parell 
d’exemples, la fibronectina i el TNFα són tallats en el tub d’assaig per la MT1-
MMP (Tam et al. 2004) i per ADAM9 (Zheng et al. 2004) respectivament, però 
no són substrats en el medi cel·lular. A més, les modificacions postraduccionals i 
la localització subcel·lular poden fer que la proteasa i el substrat no colocalitzin. 

 

3.2.1. Perfil d’activació i d’inhibició. 
 
Coneixem com empremta al criteri informatiu que relaciona la resposta a 

activadors i a inhibidors d’una proteasa amb el substrat en un sistema cel·lular. 
Com a exemple il·lustratiu, si assumim que una proteasa és responsable d’una 
activitat en un sistema cel·lular, llavors aquesta activitat tindrà la mateixa 
empremta que l’enzim. Si una deleció de l’activitat de l’enzim dóna lloc a una 
activitat compensatòria per part d’un altre enzim, definida com un augment de 
l’activitat o de l’expressió d’aquest altre enzim, l’empremta de l’activitat llavors 
haurà canviat en el genoanul·lat (KO) respecte al silvestre, i aquesta correspondrà 
a la de l’enzim que està compensant. En el cas de redundància funcional, que és 
quan dos o més enzims poden dur a terme la mateixa activitat, l’empremta de 
l’activitat serà la combinació de les empremtes dels enzims en proporció a la 
seva contribució a l’activitat total observada. Si els enzims són bloquejats i no hi 
ha compensació, llavors l’activitat hauria de desaparèixer. Però si l’empremta 
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segueix igual, llavors hi ha un altre enzim candidat que, en principi, és més 
rellevant.  

És important saber que dintre de la xarxa de proteases existeixen cascades 
de diferents classes i de diferents famílies (Overall and Kleifeld 2006), així la 
inhibició de varies podrà bloquejar el processament d’un determinat substrat. Per 
exemple, substrats processats per ADAMs o MMPs activades per convertases de 
la família de la furina (Loechel et al. 1999; Roghani et al. 1999) tindran un 
processament baix si es fan servir inhibidors de la serín endopeptidasa furina o 
inhibidors de MMPs. 

Amb l’ús curós de l’empremta d’activitat es poden planificar els 
experiments que ens permetran relacionar-la amb la proteasa i amb el substrat in 
vivo. Però per realitzar-ho és necessari un sistema cel·lular que ens permeti el 
seguiment de l’empremta d’activitat del nostre enzim, que podria ser mitjançant 
les diferències en el processament entre les cèl·lules silvestres i les 
genoanul·lades (pèrdua de funció) (Peschon et al. 1998; Sahin et al. 2004), o bé 
entre les sobreexpressores (guany de funció) i les sobreexpressores d’un mutant 
catalíticament inactiu (Zheng et al. 2004; Horiuchi et al. 2007). 

 

3.2.2. Estudis de pèrdua de funció. 
 
Aquests tipus d’estudi portats a terme comparant cèl·lules d’animals KO 

per la proteasa amb les d’animals silvestres són considerats el millor estàndar per 
relacionar una proteasa amb el seu substrat en un sistema cel·lular. A més són 
preferibles als estudis realitzats amb cèl·lules immortalitzades, ja que aquestes 
poden presentar un degradoma completament diferent a les cèl·lules normals 
(Hartmann et al. 2002; Sahin et al. 2004). Un control importantíssim serà llavors 
la reintroducció de la proteasa en les cèl·lules KO, per restablir el fenotip. Si el 
nivell de substrat no és suficient per poder detectar el tall, es pot afegir el substrat 
de manera exògena, com per exemple s’ha fet en els estudis de processament de 
quimiocines per part de MMPs (Zhang et al. 2003). En el cas de substrats 
ancorats a membrana s’ha fet servir la sobreexpressió de la forma silvestre o 
d’una forma amb una etiqueta consistent amb fosfatasa alcalina que facilita la 
seva detecció (Peschon et al. 1998; Hinkle et al. 2004; Sahin et al. 2004). L’ús 
d’anticossos enfront dels nous epítops apareguts al substrat després del 
processament representa una gran ajuda (Billinghurst et al. 1997; McQuibban et 
al. 2000; Overall et al. 2004) a l’hora de seguir el processament in vivo. Si el KO 
no estigués disponible o en el cas de l’ús de cèl·lules humanes, els siRNA (àcid 
ribonucleic petit d’interferència) representen també una molt bona eina per portar 
a terme aquest tipus d’estudis (Gschwind et al. 2003). Un altre tipus 
d’aproximació seria l’ús d’inhibidors de l’activitat proteasa per bloquejar la seva 
acció sobre el substrat candidat (Bech-Serra et al. 2006) però el fet que aquests 
siguin poc específics obliguen a validar els resultats obtinguts amb altres 
aproximacions.  
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3.2.3. Estudis de guany de funció. 
 
Aquest tipus d’estudis representen una immillorable alternativa als estudis 

de pèrdua de funció en la recerca de substrats candidats per a una proteasa o en el 
cas d’enzims orfes, essent el primer pas per trobar l’empremta d’activitat 
d’aquests (Tam et al. 2004; Zheng et al. 2004; Canals et al. 2006; Butler and 
Overall 2007; Horiuchi et al. 2007). Una limitació important a aquest tipus 
d’experiments és que mitjançant la sobreexpressió de la proteasa pot ser que es 
doni el processament de substrats que en condicions normals no es donaria degut 
a coeficients enzim-substrat massa elevats, o per que normalment no es 
coexpressarien en un sistema cel·lular (Overall and Kleifeld 2006). De tota 
manera, si la sobreexpressió d’un enzim provoca un augment en el processament 
d’un substrat, si a més es coexpressen fisiològicament o està desregulat en el cas 
d’una malaltia associada aquest enzim té moltes probabilitats de contribuir al tall. 

Pot succeir que, malgrat la sobreexpressió, no observem activitat, llavors 
podria ser: o que l’enzim no està en la seva forma activa, o bé que necessita d’un 
cofactor. Per solucionar-ho pot ser necessària l’expressió en un altre sistema 
cel·lular. Si l’enzim en concret només té una contribució mínima al processament 
que és portat a terme per una altra activitat dominant, pot ser útil l’ús de cèl·lules 
KO per a aquesta activitat dominant (Zheng et al. 2004; Horiuchi et al. 2007). 
L’ús d’activadors com els esters de forbol, ionòfors de Ca2+ (Nagano et al. 2004; 
Horiuchi et al. 2007), l’estimulació de receptors acoblats a proteïna G (Prenzel et 
al. 1999), estimulació de la via de la MAPK (proteïna cinasa associada a 
mitogen) (Fan and Derynck 1999), poden ser necessaris en el cas d’estudis en 
enzims molt regulats. Com que estímuls diversos inferiran en enzims diversos, és 
molt important limitar quin enzim estem estimulant (Nagano et al. 2004; 
Horiuchi et al. 2007). Així doncs, la gran aportació dels estudis de guany de 
funció és la de trobar possibles candidats a substrat, que posteriorment hauran de 
ser validats in vivo.  

 
 

3.3. Ús de la proteòmica. 
 
Recentment hem pogut assistir al desenvolupament de les tècniques 

basades en la proteòmica que ha permès una millora substancial en el 
coneixement de les activitats de les proteases sobre els seus substrats.  

Com que els resultats obtinguts a partir dels estudis bioquímics poden 
diferir dels obtinguts en sistemes in vivo, una de les millors maneres de trobar 
substrats fisiològicament rellevants és trobar els productes de tall en sistemes 
cel·lulars complexos (Tam et al. 2004). En aquest cas, les proteïnes estan en la 
seva forma nativa, i en el seu context cel·lular correcte, possibilitant la interacció 
amb altres components que modulin la seva activitat proteolítica. Aquesta 
complexitat pot ser analitzada holísticament amb la proteòmica.  
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3.3.1. Identificació de substrats amb proteòmica basada en gels de dues 
dimensions (2D). 

 
Mitjançant la comparació per superposició dels espots que deixen en gels 

de dues dimensions (separats per diferencial de pes molecular i per diferencial de 
punt isoelèctric) dues mostres distintes marcades diferencialment amb l’ús de 
fluorocroms (p. ex., una d’elles amb presència de la proteasa i l’altra sense) es 
poden identificar els productes de degradació produits per la proteasa, com s’ha 
fet amb la MT1-MMP (Hwang et al. 2004), o amb la caspasa 3 in vitro (Lee et 
al. 2004). Com que es fa necessària una quantificació fiable de la quantitat 
relativa dels punts entre gels, el DIGE (electroforesis en gel de 2D amb 
fluorescència) és una bona aproximació per controlar l’estandardització interna 
dels gels i s’ha empleat per identificar substrats de proteases de paràsits, 
gramzim A i B, ADAM10, ADAM17 i ADAMTS1 (Bredemeyer et al. 2004; 
Zhou et al. 2004; Bech-Serra et al. 2006; Canals et al. 2006). Les mostres en 
presència i absència de la proteasa són marcades amb fluorocroms diferents, 
ajuntades i separades per electroforesi. Després de sobrepossar les imatges dels 
distints marcatges fluorescents els substrats i els productes de tall són identificats 
com a punts tenyits individuals. L’espectrometria de masses o la degradació 
d’Edmans ens donaran informació de la seqüència d’aquests punts. Els 
inconvenients d’aquesta tècnica provenen de les limitacions de les dues 
dimensions: les proteïnes molt grans o molt petites no es separen correctament, o 
les que tenen un caràcter altament hidrofòbic, àcid o bàsic. L’abundància relativa 
també és un escull, però la simplicitat conceptual i la relativa facilitat en la 
infraestructura fan d’aquesta una tècnica molt bona per trobar substrats que 
estiguin ben representats. 

 

3.3.2. Aproximacions proteòmiques mitjançant cromatografia líquida. 
 
L’ús de la cromatografia líquida multidimensional (MuDIPT) (Washburn 

et al. 2001) en la resolució dels pèptids tripsinitzats, prèviament a la seqüenciació 
per MS/MS augmenta i millora l’espectre peptídic, donant millors resultats en la 
cobertura total peptídica. Malgrat que la cromatografia líquida no és una tècnica 
quantitativa i no permet diferenciar pèptids provinents d’una mostra mesclada de 
diferent fonts, mitjançant la biotinilització de les proteïnes de membrana ha 
permès el descobriment de pèptids processats proteolíticament després 
d’estimular les cèl·lules amb esters de forbol (Ahram et al. 2005). El 
submostreig, que es defineix com la impossibilitat de poder identificar cada 
pèptid en una mescla complexa, dóna lloc a que dues mostres no poden ser 
comparades de forma fiable per poder identificar la pèrdua o la generació de 
pèptids com a conseqüència de l’activitat proteolítica. Per solucionar aquest 
aspecte explicarem el marcatge isotòpic que ens permetrà diferenciar pèptids 
provinents de diferents mostres. 
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3.3.3. Marcatge amb isòtops de massa. 
 
Guo et al. (Guo et al. 2002) va demostrar que podia diferenciar aquelles 

proteïnes transmembra tallades constitutivament d’aquelles que eren tallades de 
manera induïda mitjançant el marcatge de les cisteïnes (Cys) amb deuteri0 o 
deuteri5 N-etil-iodoacetamida. En la tècnica ICAT (Marcatge d’afinitat per 
isòtops) es marquen totes les Cys mitjançant un isòtop de carboni o deuteri 
lleuger o pesat, així es poden diferenciar dues mostres amb processaments 
diferenciats. Així els pèptids que són tallats i s’acumulen al medi presentaran un 
coeficient de marcatge de massa superior a 1, i els que siguin degradats en el 
medi extracel·lular presentaran un coeficient de marcatge de massa inferior a 1 
(Tam et al. 2004; Butler and Overall 2007). Un exemple és el descobriment 
recent de molts substrats de la MT1-MMP i d’efectes indirectes per factors 
quimiotàctics i de senyalització (Tam et al. 2004). Una altra aproximació és el 
marcatge isotòpic per quantificació relativa i absoluta (iTRAQ) que marca les 
amines primàries en una mostra ja tripsinitzada. El marcatge és químicament 
idèntic però es fragmenten de manera diferent després de la col·lisió MS/MS, 
generant perfils espectromètrics diferents. Així existeixen 8 tipus de marcatges 
diferents per iTRAQ que ens permetran diferenciar fins a 8 proteomes diferents, 
a més la comparació dels pics ens permetrà una quantificació relativa. Aquesta 
tècnica ens permet diferenciar moltes més proteïnes que per l’ICAT ja que es 
marquen moltes més amines primàries per pèptid tripsinitzat. Això representa 
una millora substancial en la identificació dels pèptids generats per l’acció d’una 
proteasa. Així s’han identificat nous substrats de la MMP-2 expressant la 
proteïna com enzim actiu a concentracions tan baixes com les fisiològiques en 
cèl·lules mmp2-/- {Dean, 2007 #655}. Es poden dur a terme també estudis 
d’activitat proteolítica intracel·lular (Xia and Wolfe 2003).  

A més, la recerca del fragments generats per l’activitat proteolítica està 
limitada a les bases de dades existents. Però si es modifiquen els procediments 
generals, es poden modificar les amines primàries del neo-N-terminal i 
diferenciar-les de les amines primàries presents en els residus laterals  lisina 
(Lys) de diferents maneres (Van Damme et al. 2005); (McDonald et al. 2005). 
Aquestes tècniques però tenen la limitació de només oferir un pèptid per 
proteïna, necessitant d’una validació posterior. 

 

3.3.4. Peptidòmica. 
 
Com que l’aproximació per proteòmica és molt complexa de dur a terme 

in vivo, es pot aproximar mitjançant l’estudi dels pèptids generats per activitat 
proteolítica en sèrum o cervell, prèvia eliminació dels més abundants (albúmina, 
anticossos, ...), i posterior resolució per MS/MS. Encara que a l’hora de 
relacionar proteases amb els seus substrats és molt complicat discernir quins són 
els efectes directes o indirectes comparant els perfils trobats en un ratolí silvestre 
amb el KO per a aquesta proteasa (Pan et al. 2006). 
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3.4. Models animals. 
 
Aquests són essencials per validar i estudiar els efectes fisiològics i 

patològics dels resultats obtinguts amb les tècniques descrites anteriorment. A 
més poden donar noves pistes per funcions desconegudes. I creuant ratolins KO 
per la proteasa amb models transgènics per la generació espontània o induïda de 
tumors s’obté informació molt valuosa del paper de la proteasa en el 
desenvolupament del tumors i del seu paper com a diana o anti-diana terapèutica 
(Egeblad and Werb 2002; Gocheva et al. 2006; Overall and Kleifeld 2006). 

 

3.4.1. Anàlisis d’expressió. 
 
El coneixement del perfil d’expressió d’una proteasa ens dóna informació 

d’on i per tant com pot funcionar aquesta (Joyce et al. 2004) i com pot ser la co-
expressió amb el substrat (Lynch et al. 2005; Willem et al. 2006). Els perfils 
d’expressió poden ser determinats mitjançant “microarrays” d’oligonucleòtids o 
DNA (Overall et al. 2004; Lynch et al. 2005; Acuff et al. 2006), però la 
hibridació in situ i la immunohistoquímica ens dóna el perfil d’expressió 
espaciotemporal  (Lynch et al. 2005; Willem et al. 2006), i a més ens permetran 
observar àrees d’elevada expressió que mitjançant tècniques d’anàlisi en “xip” 
serien subestimades (Peduto et al. 2006). Els teixits dels animals KO són uns 
excel·lents controls per poder descartar possibles falsos positius en l’expressió 
(Saghatelian et al. 2004). Les sondes basades en activitat poden localitzar 
específicament la situació de la proteasa en estat actiu (Joyce et al. 2004) 
mitjançant tècniques d’imatge in vivo i ex vivo o per gels desnaturalitzats i MS 
(Gomis-Ruth 2003; Saghatelian et al. 2004).  

 

3.4.2. Validació de parells enzim-substrat. 
 
Una de les fites en els models animals és confirmar els resultats obtinguts 

sobre la relació enzim-substrat trobats amb les aproximacions bioquímiques i 
cel·lulars. En l’animal KO per la proteasa, el substrat no hauria de ser tallat, i 
haurien de ser observats els efectes predits en el desenvolupament o en contra de 
la patologia (Glasson et al. 2005; Stanton et al. 2005). Malgrat això, no sempre 
els estudis de KO són directes i una conseqüència de la falta de processament del 
substrat és que es pot veure modificada l’activitat del substrat (Ruuls et al. 2001; 
Yamazaki et al. 2003). A més, com que les proteases usualment tenen més d’un 
substrat, que poden incloure altres proteases o inhibidors de la xarxa de 
proteases, els efectes seran la suma de varis defectes de processament i les 
proteases que són multimodulars tindran funcions que són independents de la 
seva acció catalítica. Indicar també que si l’alteració del processament implica 
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xarxes de senyalització que modulen l’expressió d’altres proteases, el tema 
encara es complica més (Ge and Greenspan 2006; Overall and Kleifeld 2006). 

 

3.4.3. Ratolí genomodificat (knock-in) i KO condicional. 
 
Per poder estudiar tot el que hem dit abans pot ser necessària la generació 

de varies mutacions en ratolí. Si per exemple es vol esbrinar com el 
processament pot afectar l’activitat del substrat es pot fer necessària la creació 
d’un animal que tingui mutada la zona de tall (Ruuls et al. 2001; Yamazaki et al. 
2003). En l’animal genomodificat el perfil d’expressió fisiològica del substrat es 
manté, representant un avantatge damunt d’un animal que sobreexpressa un 
substrat no processable.  Estudis cel·lulars ens permetran observar si aquest 
mutant no introdueix un nou lloc de processament, o bé implica un desplaçament 
del lloc de tall a un altre menys òptim (Alfalah et al. 2001). Si el fenotip observat 
en el knock-in del lloc de tall és similar al fenotip de l’animal KO (Jackson et al. 
2003; Yamazaki et al. 2003), és una indicació més de la relació enzim-substrat, 
però tenint en compte que fenotips similars no impliquen una relació 
mecanística. Un fenotip similar podria ser una indicació a més, de que el substrat 
podria ser el dominant. En aquest cas la possibilitat de modular la funció de 
l’enzim és molt atractiva si a més és el substrat dominant en relació amb una 
patologia.  

 
 
 

4. Les ADAMTS. 
 

4.1. Que són? . 
 
Kuno et al. varen donar el nom d’ADAMTS1 (“a desintegrin and 

metalloproteinase with thrombospondin motifs) (Kuno et al. 1997) al primer 
membre en ratolí d’un grup de proteases secretades. A dia d’avui ja s’han descrit 
19 membres tant en humans com en ratolins (veure taula 2). Les ADAMTS 
formen una branca de la subfamília M12B de les adamalisines, gràcies a la 
similitud del seu domini metal·loproteasa amb el de les metal·loproteases del verí 
de serp (reprolisines). Les adamalisines són també una part de les metzincines 
(proteases zinc dependents) que inclouen les matricines (metal·loproteases de 
matriu; MMPs), les astacines i les serralisines (Kaushal and Shah 2000). Les 
ADAMTS estan molt emparentades amb les ADAM (a desintegrin and 
metalloproteinase) que estan implicades en el tall de l’ectodomini o activació de 
múltiples molècules de superfície que inclouen factors de creixement i molècules 
d’adhesió (Seals and Courtneidge 2003). Però a diferència d’aquestes que són, 
exceptuant formes variants de la ADAM-12 i -28, totes proteïnes transmembrana, 
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les ADAMTS són proteïnes secretades, algunes de les quals s’uneixen a 
components de la ECM (Kuno and Matsushima 1998; Tang 2001).  

 
Codi 

MEROPS 
Proteasa Gen 

Humà 
mRNA 

Acc. 
Locus Gen 

Ratolí 
mRNA 

Acc. 
Locus 

M12.222   ADAMTS1   ADAMTS1   NM_006988   21q21   Adamts1   NM_009621   16C3   
M12.301  ADAMTS2  ADAMTS2  NM_014244  5q35  Adamts2  NM_175643  11B1  
M12.220  ADAMTS3  ADAMTS3  NM_014243  4q21  Adamts3  BAC27597  5E2  
M12.221  ADAMTS4  ADAMTS4  NM_005099  1q23  Adamts4  NM_172845  1H2  
M12.225  ADAMTS5/11  ADAMTS5  NM_007038  21q21  Adamts5  NM_011782  16C3  
M12.230  ADAMTS6  ADAMTS6  NM_014273  5q12  Adamts6  NM_175496  13D1  
M12.231  ADAMTS7  ADAMTS7  NM_014272  15q24  Adamts7  XM_135041  9E3  
M12.226  ADAMTS8  ADAMTS8  NM_007037  11q24  Adamts8  NM_013906  9A5  
M12.021  ADAMTS9  ADAMTS9  NM_020249  3p14  Adamts9  XM_204236  6D3  
M12.235  ADAMTS10  ADAMTS10  NM_030957  19p13  Adamts10  NM_172619  17B2  
M12.237  ADAMTS12  ADAMTS12  NM_030955  5p13  Adamts12  NM_175501  15A2  
M12.241  ADAMTS13  ADAMTS13  NM_139025  9q34  Adamts13  XM_205053  2A3  
M12.024  ADAMTS14  ADAMTS14  NM_080722  10q22  Adamts14  XM_137117  10B4  
M12.025  ADAMTS15  ADAMTS15  NM_139055  11q24  Adamts15  XM_134720  9A5  
M12.026  ADAMTS16  ADAMTS16  NM_139056  5p15  Adamts16  NM_172053  13C1  
M12.027  ADAMTS17  ADAMTS17  NM_139057  15q26  Adamts17  BU152260  7C  
M12.028  ADAMTS18  ADAMTS18  NM_139054  16q23  Adamts18  NM_172466  8E1  
M12.029  ADAMTS19  ADAMTS19  NM_133638  5q23  Adamts19  NM_175506  18D2  
M12.246  ADAMTS20  ADAMTS20  NM_025003  12q12  Adamts20  NM_177431  15F1  

Taula 2. Representació de les ADAMTSs humanes i de ratolí amb els seu codi MEROPS (Rawlings et 
al. 2006), el nom de la proteasa, el número d’accés al genebank i el locus a on es troba. 

 

4.2. L’estructura en dominis de les ADAMTS. 
 
L’estructura prototípica de les ADAM, ADAMTS, i MMP es representa 

en la figura 4 a on en comú tenen: 
• En rosa tenim el pèptid senyal i el prodomini que permetrà la latència del 

enzim. És interessant que en el cas de la proteïna MIG-17 de Caenorhabditis 
elegans, una proteasa amb homologia a les ADAMTS de mamífer és el 
prodomini l’encarregat de la localització d’aquesta {Ihara, 2007 #656}. 

• En vermell es representa el domini catalític de metal·loproteasa amb el motiu 
d’unió de zinc del tipus reprolisina (HEXXHXXG/N/SXXHD), i una 
metionina en la seqüència V/IMA/S, o “Met-turn”/gir-Met per sota de la 
tercera histidina que uneix zinc. 

 
Per a les ADAMs i les ADAMTSs: 

• En verd es representa el domini semblant a desintegrina que mostra similitud 
en la seqüència amb les desintegrines solubles del verí de serp, família de 
polipèptids que poden presentar una seqüència de reconeixement d’integrines 
RGD (arginina, glicina, àcid aspàrtic) (Perutelli 1995). Encara que no s’ha 
trobat aquest motiu en cap de les ADAMTS i tampoc existeix cap evidència 
de que aquestes s’uneixin a integrines. 
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Específic per a les ADAMTSs tenim: 
• En vermell es mostra el motiu similar a trombospondina de tipus I (TSR), 

originalment descrit en la trombospondina 1 í 2. 
• En groc es mostra el motiu ric en cisteïnes amb una elevada homologia en la 

seqüència entre les ADAMTS, que conté 10 cisteïnes. 
• Una regió espaiadora representada en gris sense característiques estructurals 

conegudes. 
• Un número variable de repeticions TSR a la regió C-terminal que van de 14 

en el cas d’ADAMTS20 o de la isoforma llarga d’ADAMTS9 (Llamazares et 
al. 2003; Somerville et al. 2003) a cap en el cas d’ADAMTS4 (Tortorella et 
al. 1999). 

 
Específic per a les ADAMs: 

• En violeta tenim un domini similar al factor de creixement epidèrmic (EGF) 
possiblement implicat en la unió a altres proteïnes 

• En blau tenim la regió transmembrana. 
• En lila tenim la regió citosòlica amb funcions d’interacció i senyalització. 

 
I per últim específic per a les MMPs: 

• Tenim en blau la regió frontissa i en taronja la regió hemopexina implicades 
en la unió a la ECM i en l’especificitat/unió al substrat (Overall 2002). 

 
 

 
 

Figura 4. Estructura modular de les ADAMTS, ADAM i de les MMPs. 

 
Una característica important de les ADAMTS és l’habilitat de varies 

ADAMTS d’unir-se a la ECM (Kuno and Matsushima 1998; Somerville et al. 
2003; Kashiwagi et al. 2004). A partir de que aquesta característica no ha estat 
ben definida en cada cas, existeix evidència de la implicació de les repeticions 
TSR. Kuno et al. (Kuno and Matsushima 1998) utilitzant construccions que 
deleccionaven parts de l’extrem C-terminal d’ADAMTS1 demostraren la 
implicació de la regió espaiadora i del TSR central i els altres dos C-terminals en 
la interacció amb la ECM, a més de que les formes madures eren relocalitzades 
cap al medi de cultiu en el cas de l’addició d’heparina, implicant directament la 
interacció a proteoglicans heparan sulfatats. En el cas d’ADAMTS4, aquesta 
s’uneix a l’agrecà a través del seu únic TSR. Un pèptid que consta del lloc d’unió 
putatiu per glicosaminoglicans (GAG) i el CD36, del domini TSR d’ADAMTS4, 
bloqueja la seva unió amb l’agrecà, i els mutants de deleció d’aquest domini són 
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incapaços de tallar l’agrecà (Tortorella et al. 2000). La unió d’ADAMTS4 amb la 
ECM s’ha atribuït a la interacció de la regió espaiadora amb el domini C-
terminal de la fibronectina (Hashimoto et al. 2004). 

Les ADAMTS pateixen un processament N-terminal, en primer lloc, per 
una peptidasa de pèptid senyal durant la seva traducció i trànsit de la proteïna a 
través del reticle endoplàsmic, i a continuació del seu prodomini. Es considera de 
manera general que el prodomini actua preservant la latència de l’enzim, però és 
important pel plegament correcte de la proteïna i la seva secreció (Milla et al. 
1999; Cao et al. 2000). Totes les ADAMTS conegudes tenen un lloc de tall per 
SPC (proproteïna convertasa similar a la subtilisina), i amb l’excepció 
d’ADAMTS10 i ADAMTS12, totes tenen seqüències de reconeixement per 
furina (també coneguda com a SPC1 o PACE) seguides del consens RXR/KR 
(Bergeron et al. 2000). El processament del prodomini ha estat estudiat a 
ADAMTS1 (Rodriguez-Manzaneque et al. 2000), ADAMTS7 (Somerville et al. 
2004), ADAMTS9 (Somerville et al. 2003) i ADAMTS12 (Cal et al. 2001) 
utilitzant cèl·lules deficients en furina, i en tots els cassos la pèrdua del 
prodomini es va veure completament o molt severament inhibida, restaurant el 
fenotip transfectant amb furina. Per a ADAMTS4 s’ha observat la seva co-
localització intracel·lular amb la furina (Wang et al. 2004). El processament 
possiblement ocorri en el trans-golgi, ja que és inhibit pel tractament amb 
brefeldina. Malgrat tot, la furina no és l’únic enzim que el dur a terme, ja que en 
el cas d’ADAMTS4 el seu processament es dóna en la línia cel·lular RPE40, 
deficient en aquest enzim, essent possible que un altre SPC o una serín proteasa 
amb una especificitat similar a aquestes sigui la responsable del processament 
(Wang et al. 2004).  

El prodomini de les ADAMTS no té per que funcionar de la mateixa 
manera com ho fa en el cas de les MMPs, a on la cisteïna conservada en el motiu 
PRCGVPD coordinada amb l’àtom de zinc catalític manté la latència enzimàtica, 
el tall del prodomini dóna el canvi de cisteïna (Nagase and Woessner 1999). 
Només sis de les ADAMTSs (ADAMTS1, 6, 7, 10, 12 í 15) tenen una cisteïna en 
el prodomini dintre de la seqüència XXCGVXD que s’assembla poc al canvi de 
cisteïna de les MMPs (Van Wart and Birkedal-Hansen 1990). A més, sembla que 
algunes ADAMTS, com la ADAMTS7 i la ADAMTS13 poden ser catalíticament 
actives amb el prodomini (Majerus et al. 2003; Somerville et al. 2004).  

 
 

4.3. El processament C-terminal afecta l’especificitat de substrat i la unió 
a la ECM. 

 
El dominis auxiliars C-terminals de les ADAMTSs tenen un profund 

impacte tant en la especificitat de substrat com per la localització de l’enzim. El 
processament C-terminal ha estat descrit per ADAMTS1 (Vazquez et al. 1999; 
Rodriguez-Manzaneque et al. 2000), ADAMTS4 (Gao et al. 2002), ADAMTS8 
(Vazquez et al. 1999), ADAMTS9 (Somerville et al. 2003), ADAMTS12 (Cal et 
al. 2001). El processament es dóna a la regió espaiadora (Vazquez et al. 1999; 



 18 

Rodriguez-Manzaneque et al. 2000; Flannery et al. 2002; Gao et al. 2002; Luque 
et al. 2003; Gao et al. 2004). 

En el cas d’ADAMTS4 , el processament C-terminal de la forma de 68 
kDa dóna lloc a dues formes de 53 i 40 kDa (Flannery et al. 2002; Gao et al. 
2004), i aquest resulta en un desplaçament de la ECM i un canvi en l’activitat 
(Gao et al. 2002). La forma sencera de 68 kDa és la que té l’activitat agrecanasa 
més potent de les tres formes (Kashiwagi et al. 2004). D’altra banda l’agrecan és 
tallat a una altra posició per les formes de 53 i 40 kDa (Gao et al. 2002) i per 
proteïnes recombinants que no tenen la regió espaiadora C-Terminal (Kashiwagi 
et al. 2004). Així, la regió espaiadora C-terminal pot inhibir part de l’activitat 
agrecanasa de la forma d’ADAMTS4 de 68 kDa. A més a més , la forma de 68 
kDa es troba ancorada a la ECM, i la pèrdua de la regió espaiadora l’allibera 
(Flannery et al. 2002; Gao et al. 2002; Hashimoto et al. 2004; Kashiwagi et al. 
2004). En l’associació amb la ECM està implicada la fibronectina (Hashimoto et 
al. 2004). L’addició de fibronectina exògena inhibeix l’activitat agrecanasa de la 
forma de 68 kDa, però no en el cas dels mutants que no tenen de la regió 
espaiadora (Hashimoto et al. 2004), indicant que la unió a la ECM pot ser 
l’element que ajuda a la regió espaiadora C-terminal en modular l’especificitat de 
substrat. Aquest fet es veu reforçat pel fet que mutants de deleció equivalents a la 
forma de 53 kDa poden tallar diversos substrats incloent-hi la transferrina 
carboximetilada, la fibromodulina i la decorina (Kashiwagi et al. 2004). Malgrat 
tot, la repetició TSR del C-terminal d’ADAMTS4 es necessita per la unió de 
l’enzim als GAG sulfatats units a l’agrecà (Tortorella et al. 2000), i l’eliminació 
d’aquest motiu redueix l’activitat agrecanasa un 99% (Kashiwagi et al. 2004), 
mostrant que la unió a l’agrecà i l’associació a la ECM podrien ser funcions 
independents de distints dominis d’ADAMTS4, encara que deuen treballar junts 
pel control de la funció in vivo. 

Un altre exemple de processament C-terminal afectant la localització i la 
biodisponibilitat és el d’ADAMTS1, tenint efectes antiangiogènics importants Hi 
ha una altra oportunitat a nivell de regulació de l’activitat cel·lular de les 
ADAMTS en la implicació de proteases específiques en el processament C-
terminal. Utilitzant proteïnes recombinants in vitro, Flannery et al. (Flannery et 
al. 2002) observà processament autocatalític d’ADAMTS4 per generar les dues 
isoformes processades en C-terminal. Però, un mutant del lloc actiu 
d’ADAMTS4 és processat correctament quan es transfecta en cèl·lules de 
condrosarcoma (Gao et al. 2004). En aquestes circumstàncies, el processament 
C-terminal d’ADAMTS4 succeeix a la superfície cel·lular i implica a una 
proteasa sensible a TIMP-1, recentment identificada com MMP-17 (Gao et al. 
2002; Gao et al. 2004). Així mateix, MMP-2, MMP-8, MMP-15 poden processar 
de manera C-terminal a ADAMTS1 in vitro (Rodriguez-Manzaneque et al. 
2000). El processament C-terminal  d’ADAMTS12 és també depenent d’una 
altra metal·loproteasa ja que és inhibit pel inhibidor derivat del hidroxamat BB94 
però no per la mutació del lloc catalític (Cal et al. 2001). 

 
 
 



Introducció 
 

 19 

4.4. ADAMTS1. 
 
El grup de Kuno et al. (Kuno et al. 1997), realitzant un cribatge per cercar 

gens expressat diferencialment en adenocarcinoma de colon caquexigènic murí, 
va clonar i caracteritzar una proteasa que presentava homologia amb la família de 
les ADAMs. La va anomenar ADAM-TS1, i presenta una seqüència rica en 
cisteïnes, i homologia amb la trombospondina-1. Poc després Vázquez et al. 
cercant molècules humanes que tinguessin capacitats antiangiogèniques a través 
d’un cribatge de molècules que continguessin els motius TSR de la 
trombospondina varen clonar ADAMTS1 i ADAMTS8 que anomenaren METH-
1 i METH-2 respectivament de Metalloprotease i Thrombospondin (Vazquez et 
al. 1999). Presenta després de la regió espaiadora dues repeticions TSR com a 
característica diferencial amb les altres ADAMTSs. La taula 3 dóna una sèrie de 
característiques i enllaços relacionats amb aquesta proteasa i la taula 4 les 
homologies amb algunes de les especies a on es troba un ortòleg de la proteasa 
humana. 
 

DADES 
GENERALS 

Símbol aprovat ADAMTS1 
Nom aprovat ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1 

Identificació HGNC HGNC:217 

Cromosoma 21q22.1-q22 

Noms anteriors "a disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with 
thrombospondin type 1 motif, 1" 

Àlies 
 C3-C5, METH1, KIAA1346 

ENLLAÇOS 
Número d’accés AF060152 

Identificació PubMed 
 10438512 

Identificació OMIM 605174 
Identificació 

Ensembl 
 

ENSG00000154734 

RefSeq NM_006988 
Identificació UniProt Q9UHI8 
Enllaç especialitzat MEROPS:M12.222 

 

Taula 3. Algunes dades i números d’accés bàsics d’ADAMTS1 humana (adaptat de 
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php.) 

 
Kuno et al. troben una associació de la proteïna recombinant amb els 

heparan-sulfats (Kuno et al. 1997). Poc després, el mateix grup va trobar que era 
secretada i que l’ancoratge a la matriu extracel·lular està mediat pel motius tipus 
TSR i per la regió espaiadora (Kuno and Matsushima 1998). A través de la 
sobreexpressió de la forma salvatge en cèl·lules COS-7 i de varis mutants de 
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deleció que no tenen varies de les regions dels dominis C-terminals 
d’ADAMTS1 són capaços de mapejar les regions implicades en aquest ancoratge 
a la matriu. Així troben que són els tres TSR finals i la regió espaiadora i la rica 
en cisteïnes les que ancoren ADAMTS1 a la matriu (Kuno and Matsushima 
1998), i que aquesta unió està lligada a proteoglicans heparan sulfatats com 
abans ja havien previst.  

Poc després es va veure que ADAMTS1 pot formar complexes amb l’α2-
macroglobulina (Kuno et al. 1999), proteïna plasmàtica que està descrit que 
interacciona amb múltiples proteases (Feinman 1994; Nagase et al. 1994; 
Sottrup-Jensen 1994; Loechel et al. 1998), implicant l’activitat proteolítica de la 
proteasa. Mutant el residu Glu (E386Q) del motiu d’unió a zinc (HEXXH), la 
forma generada és incapaç d’interaccionar amb l’α2-macroglobulina (Kuno et al. 
1999). A més per les observacions de les formes expressades en les COS-7 i 
utilitzant les cèl·lules de carcinoma de colon LoVo, defectives en activitat furina 
(Takahashi et al. 1993) a on aquest processament és defectiu, veuen que és 
aquesta endopeptidasa la responsable del processament del prodomini (Kuno et 
al. 1999). 

 
 

Organisme 
 

Gen 
 

Descripció 
Similitud 

amb 
humà (%) 

Número accés 
NCBI 

Ximpanzé (Pan 
troglodytes) 

 
 

ADAMTS1 

ADAM metallopeptidase with 
thrombospondin type 1 motif, 

99.69(n) 
99.9(a) 

473934  
XM_531406.2  
XP_531406.2 

Rata 
(Rattus 

norvegicus) 

 
 
 

Adamts1 

a disintegrin-like and 
metallopeptidase (reprolysin 
type) with thrombospondin 

type 1 motif, 

82.29(n) 
83.12(a) 

79252  
NM_024400.1  
NP_077376.1 

Ratolí 
(Mus musculus) Adamts1 

a disintegrin-like and 
metallopeptidase (reprolysin 
type) with thrombospondin 

type 1 motif, 

81.77(n) 
83.12(a) 

115041, 
NM_009621.3,  
NP_033751.2, 

AA475356, 
AB001735 

Pollastre 
(Gallus gallus) LOC418479 (ADAM metallopeptidase with 

thrombospondin type 1 motif 
73.45(n) 
76.55(a) 

418479, 
XM_416687.2, 
XP_416687.2 

Peix zebra 
(Danio rerio) LOC569618 Hipotètic LOC569618 55.76(n) 

50.96(a) 
569618  

XM_693015.1  
XP_698107.1 

 

 

Taula 4. Descripció, tant per cent d’homologia ((n) en nucleòtids i (a) en aminoàcids) i números 
d’accés de les ADAMTS1 de diferents especies animals. 

 

4.4.1. La regulació d’ADAMTS1 
 
En relació al desenvolupament embrionari murí l’expressió d’ADAMTS1 

està restringida a un subgrup de cèl·lules epitelials en el pàncrees, glàndules 
exocrines, pulmó i fol·licles pilosos. També es detecten trànscrits en la capa de 
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múscul llis dels vasos sanguinis grans i en una subpoblació de neurones 
perifèriques (Thai and Iruela-Arispe 2002).  

A nivell inflamatori tenim que Kuno et al. varen descriure una forta 
inducció en l’expressió d’ADAMTS1 després d’estimular amb LPS (Kuno et al. 
1997). El grup de Bongrazio va descriure que cèl·lules endotelials de vena de 
cordó umbilical expressen el mRNA d’ADAMTS1 quan són sotmeses a estrès de 
pressió longitudinal (Bongrazio et al. 2000) essent aquesta màxima a les 4 hores 
post estrès. Tots aquests resultats indiquen que ADAMTS1 s’indueix en la 
inflamació de tipus agut, i no en la crònica, ja que en el cas de la cirrosi hepàtica 
l’expressió normal d’ADAMTS1 en les cèl·lules endotelials del fetge es veu 
disminuïda en el cas d’un model animal en rates (Diamantis et al. 2000) 

Com a proteïna extracel·lular la seva regulació es pot donar a distints 
nivells: gènic i postraduccional (activació del zimogen i inhibició). 

 

4.4.1.1. A nivell gènic. 
 
En aquest nivell la regulació més coneguda d’ADAMTS1 és en el procés 

d’ovulació. Hi ha una inducció de l’expressió d’ADAMTS1 provocada per la 
hormona luteïnitzant (LH) en les cèl·lules de la granulosa i les del cumulus en els 
fol·licles preovulatoris de ratolí (Robker et al. 2000), de rata (Espey et al. 2000) i 
d’egua (Boerboom et al. 2003). L’expressió d’ADAMTS1 és molt dependent de 
la progesterona i del seu receptor en les cèl·lules de la granulosa, i aquesta ve 
induïda per LH (Espey et al. 2000; Robker et al. 2000). La deficiència en el 
receptor de la progesterona disminueix dramàticament l’expressió d’ADAMTS1 
i mostra un fenotip anovulatori, malgrat es donin normalment l’expansió del 
cumulus i la luteïnització prèvies (Robker et al. 2000). Així tot pareix indicar que 
ADAMTS1 té un paper important en la mediació dels efectes de la progesterona 
en l’ovulació. Sembla que el PR s’associa a altres reguladors de la transcripció 
com C/EBPβ, NF1-like factor, i Sp1/3 per regular indirectament l’expressió 
d’ADAMTS1 (Doyle et al. 2004). 

Se sap que l’administració de LPS (lipopolisacàrid) a ratolins augmenta la 
seva expressió en fetge i cor (Kuno et al. 1997; Thai and Iruela-Arispe 2002), i 
que també augmenta amb la citocina proimflamatòria IL-1 (Kuno et al. 1997; Ng 
et al. 2006). Aquest fet també succeeix en un model de condrosarcoma (Kalinski 
et al. 2007). La seva expressió es veu inhibida per la citocina TGF-β1 en les 
cèl·lules de decídua del primer trimestre. Per contra, en queratinòcits l’expressió 
es veu induïda sota les citocines TGF-β1 i TGF-β3 (Krampert et al. 2005). En 
cèl·lules d’epiteli retinal pigmentari l’expressió de varies ADAMTS’s, entre elles 
la 1, es veu fortament induïda per la citocina TNFα (Bevitt et al. 2003). A nivell 
de cèl·lules endotelials, recentment s’ha descrit que l’expressió de la proteasa es 
veu induïda per LTD4, un cistenil leucotriè, i com que el seu efecte es veu 
augmentat per la trombina, podria ser que actuessin de manera cooperativa en el 
cas del dany vascular en la inflamació, (Uzonyi et al. 2006). També es dóna una 
sobreexpressió d’ADAMTS1 quan aquestes són exposades a lipoproteïnes riques 
en triglicèrids, un factor de risc en el dany vascular (Norata et al. 2006). 
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L’expressió de la proteasa es veu augmentada per la senyalització a través del 
VEGF, per un mecanisme dependent de proteïna cinasa C en cèl·lules endotelials 
(Xu et al. 2006). 

 

4.4.1.2. Activació del zimògen i inhibició. 
 
Aquesta és imprescindible per que les proteases que són sintetitzades com 

a zimogen puguin ser actives. En el cas d’ADAMTS1 l’ús de cèl·lules defectives 
en furina  donà com a resultat l’absència de processament del prodomini (Kuno 
et al. 1999). Més tard amb l’ús d’inhibidors específics per a la furina es confirmà 
aquest punt (Rodriguez-Manzaneque et al. 2000).  

La regulació mitjançant la inhibició és un dels mecanismes més comuns 
en el cas de la regulació de les proteases extracel·lulars. Com a inhibidors s’ha 
descrit que l’activitat proteolítica de la proteasa sobre l’agrecà es veu inhibida 
per TIMP-2 i TIMP-3 (Rodriguez-Manzaneque et al. 2002). 

 

4.4.2. Propietats moleculars d’ADAMTS1. 
 
La primera caracterització d’ADAMTS1 es va donar en la seva clonació 

per part del grup de Kuno, a partir d’un cDNA sobreexpressat en la caquèxia 
associada a càncer de colon murí (Kuno et al. 1997). Poc després el mateix grup 
descriu l’estructura gènica en ratolí (Kuno et al. 1997). És secretada com a 
proteïna activa i s’associa preferentment als proteoglicans heparan sulfatats 
(Kuno and Matsushima 1998), i mitjançant la generació de mutants de deleció de 
la regió C-terminal conclouen que la responsable d’aquesta afinitat és la regió 
espaiadora i les repeticions TSR. També són els dominis TSR els encarregats de 
la seva interacció amb la proteïna angiogènica VEGF165, segrestant-la i impedint 
la seva interacció amb el receptor (Luque et al. 2003). 

La forma activa presenta dues formes de 87 i 65 kDa, anomenades p87 i 
p65 respectivament, essent la segona forma un producte de tall de la forma p87 
en el seu extrem C-terminal en la regió espaiadora (Rodriguez-Manzaneque et al. 
2000). Un estudi posterior (Liu et al. 2006) conclou que en la regió espaiadora 
d’ADAMTS1 hi ha al menys dos llocs de tall, i que aquest tall és de natura 
majoritàriament autoproteolítica (Liu et al. 2006). 

 

4.4.3. Paper fisiològic i patològic d’ADAMTS1. 
 

4.4.3.1. Basats en la seva activitat proteolítica. 
 
Teoricament, el paper fisiològic més important d’ADAMTS1 és el degut a 

la seva activitat proteolítica. Entre els substrats que processa ADAMTS1 hi 
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trobem la família dels proteoglicans. Entre ells, l’agrecà i el versicà són substrats 
coneguts per a ADAMTS1. 

El versicà va ser trobat com a substrat d’ADAMTS1 per Sandy et al. 
(Sandy et al. 2001). Aquest proteoglicà es pot trobar en varies isoformes (Dours-
Zimmermann and Zimmermann 1994; Ito et al. 1995; Zako et al. 1995; Lemire 
et al. 1999). Es va trobar a teixits connectius blans i en cartílag fibrós, articular i 
elàstic. També pot ser detectat en el sistema nerviós central i perifèric, a 
l’epidermis i a les tres parets de venes i arteries elàstiques. En aquest treball 
troben que l’aorta madura humana conté un fragment de la isoforma V1 del 
versicà (G1-DPEAAE441, a on G1 és la regió globular 1), que pot ser generada 
tant per digestió d’ADAMTS1 com per ADAMTS4, malgrat és aquesta darrera a 
qui li donen un paper funcional in vivo, ja que és la forma que es detecta en els 
extractes. Com a proteïna, ADAMTS1 controlaria en l’ovari els nivells i la 
localització de varis proteoglicans. El proteoglicà condroitin sulfatat més 
representatiu en el fol·licle és el versicà. El versicà es sintetitza a les cèl·lules de 
la granulosa i es localitza a la matriu del cumulus, la làmina basal i els fluids 
fol·liculars, les capes de la teca  (Rodgers et al. 2003). S’ha demostrat que 
ADAMTS1 secretat per les cèl·lules de la granulosa està en la matriu del 
complex cumulus-oòcit (COC) i que talla el versicà durant aquest procés (Russell 
et al. 2003). Aquest tall deu ser important en la reorganització de la matriu durant 
l’expansió de l’espai intercel·lular del complex cumulus-oòcit (Salustri et al. 
1992; Camaioni et al. 1996). 

En relació a això, el fenotip de l’animal KO per la proteasa presenta una 
sèrie de deficiències en l’ovulació de les femelles (Shindo et al. 2000; Mittaz et 
al. 2004), que donen una disminució de la fertilitat. El cicle estral és normal però 
el nombre de oòcits alliberats dels fol·licles és inferior al normal. Un examen 
histològic i morfològic d’aquests indica una expansió inferior de la matriu del 
cumulus al fol·licle. Recalcar que la deficiència en ADAMTS1 dóna un fenotip 
similar però no idèntic al que s’observa en el ratolí deficient per PR. Mentre que 
alguns oòcits són alliberats eficientment, altres queden atrapats dintre del 
fol·licle. Aquesta observació indica que ADAMTS1 és en part mediador dels 
efectes de PR però no de tots, i que possiblement part de la funció de la proteasa 
sigui compensada per altres, com ADAMTS4 o ADAMTS5, que també són 
expressades per les cèl·lules de la granulosa i en part comparteixen funcions amb 
ADAMTS1 (Nakamura et al. 2000; Tortorella et al. 2000; Sandy et al. 2001; 
Malfait et al. 2002). Els animals KO per a aquestes dues proteases no presenten 
cap defecte en l’ovulació (Glasson et al. 2004; Glasson et al. 2005).  

Un altre efecte del tall de versicà es troba en relació amb l’aterosclerosi. 
En lesions avançades es veu una expressió clara de la proteasa en cèl·lules 
musculars llises de vas (VSMC) i en cèl·lules escuma (Jonsson-Rylander et al. 
2005). És interessant que el versicà esta implicat en la migració de les VSMC i 
en la ruptura del cap (Sandy et al. 2001). En aquest treball també troben al TFPI 
com a substrat d’ADAMTS1 (Jonsson-Rylander et al. 2005), molècula 
relacionada amb la nostra recerca. 

Un altre substrat descrit és l’agrecà, un proteoglicà condroitin sulfatat de 
ECM present majoritàriament en el cartílag. Aquest és processat per ADAMTS1 
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a la regió d’unió del condroitin sulfat. El lloc de tall de l’agrecà boví és el E1871L, 
equivalent al lloc E1919L humà i és necessària la presència de la regió espaiadora i 
les repeticions TSR per que es doni aquest (Kuno et al. 2000). Posteriorment 
Rodríquez-Manzaneque et al. varen descriure que la molècula d’agrecà, tant la 
humana com la de rata també és processada a altres 4 llocs (Rodriguez-
Manzaneque et al. 2002), caracteritzats per la presència de una G en posició P1 i 
un aminoàcid no polar (A, P o G) en la posició P1’, i per això també són 
conegudes com a glutamil endopeptidases (Sandy et al. 2001). A més la seva 
activitat proteolítica es veu afavorida per la unió a la fibulina-1 a través de les  
seves repeticions TSR (Lee et al. 2005). Com que la fibulina co-localitza in vivo 
amb l’agrecà (Aspberg et al. 1999) és molt possible que aquesta interacció 
augmenti la proteòlisis de l’agrecà in vivo. La possible rellevància fisiològica 
d’aquest tall es desconeix però els fragments d’agrecà i ADAMTS1 co-localitzen 
en el sistema nerviós (Lemons et al. 2001; Sasaki et al. 2001; Thai and Iruela-
Arispe 2002) i en els models d’artritis (Arner et al. 1999; Flannery et al. 1999). 

Recentment Lee et al han descrit que les proteïnes antiangiogèniques de 
matriu extracel·lular trombospondina-1 i -2 són substrats d’ADAMTS1. Les 
implicacions funcional s’explicaran més endavant (Lee et al. 2006). 

Uns altres substrats d’ADAMTS1 que han estat trobats mitjançant 
aproximacions proteòmiques són el nidogen-1 i -2, la desmocolina-3, el 
distroglicà-1 i la proteïna d’unió Mac2BP. Es varen validar mitjançant 
aproximacions inmunoquímiques el Nidogen-1 i -2, (Canals et al. 2006). Els 
efectes funcionals del tall sobre aquests substrats és un dels temes actuals 
d’investigació en el nostre laboratori. Així també tenim evidències de que el 
sindecà-4 és un substrat d’ADAMTS1 i que aquest processament té implicacions 
en el reordenament dels citoesquelet i la adhesió cel·lular (Rodríguez-
Manzaneque et al, dades pendents de publicació). 

 

4.4.3.2. Altres efectes. 
 
S’ha descrit la seva capacitat antiangiogènica observada en l’assaig de 

butxaca en còrnia i de la membrana corioalantoidea (Vazquez et al. 1999). Una 
de les accions de la proteasa és que és capaç d’inhibir la proliferació de cèl·lules 
endotelials induïda per un cocktail de factors de creixement, incloent-hi el 
VEGF165 (Vazquez et al. 1999), a través d’un mecanisme que implica l’activació 
del receptor del VEGF. Aquest efecte és degut al segrest per unió del lligand 
(Luque et al. 2003). Cal indicar també que la forma més activa en la inhibició de 
la proliferació de cèl·lules endotelials és la p87 degut a la presència de les dues 
repeticions TSR C-terminals (Rodriguez-Manzaneque et al. 2000). Aquesta 
interacció no és d’estranyar si tenim en compte que també les repeticions 
trombospondina són capaces d’unir el VEGF165 en el context de la 
trombospondina i el factor de creixement del teixit connectiu (CTGF) (Gupta et 
al. 1999; Hashimoto et al. 2002). Així a través de l’ús de mutants que presenten 
delecions a la regió C-terminal d’ADAMTS1 es pot concloure que són aquestes 
repeticions i la regió espaiadora i no la regió catalítica o la similar a desintegrina 
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les responsables de la unió a VEGF165 (Luque et al. 2003). Un altre efecte sobre 
l’angiogènesi és degut a l’activitat proteolítica d’ADAMTS1 sobre la mateixa 
trombospondina, tant la TSP1 com la TSP2. El processament de l’inhibidor per 
part de la proteasa allibera una sèrie de fragments que inhibeixen la proliferació 
de cèl·lules endotelials in vitro. A més, els animals KO per la proteasa presenten 
a l’assaig de curació de ferida una major angiogènesi i un temps de tancament 
d’aquesta superior als animals salvatges (Lee et al. 2006).  

En relació a la curació de ferides, s’ha observat que ADAMTS1 augmenta 
la seva expressió en animals normals. Aquesta expressió varia durant el temps i 
també es localitza a diferents tipus cel·lulars, essent primerenca en macròfags i 
tardana en queratinòcits i fibroblasts. També en relació al queratinòcits, 
ADAMTS1 en concentracions baixes afavoreix la migració d’aquests, però la 
redueix a concentracions més altes (Krampert et al. 2005), per un mecanisme de 
segrest del FGF-2, a la manera que ho fa amb el VEGF165 (Luque et al. 2003). 
També és interessant que l’expressió d’ADAMTS1 en queratinòcits depèn del 
grau de diferenciació d’aquests (Krampert et al. 2005).. 

La deficiència en ratolí d’adamts1 demostra que la proteasa és necessària 
per un creixement normal, per l’estructura normal dels ronyons, les glàndules 
adrenals i els òrgans reproductors femenins (Shindo et al. 2000). En el cas del 
sistema uretourinari la deficiència d’ADAMTS1 en ratolí provoca una patologia 
semblant a la obstrucció de la unió uretopèlvica en humans. Micrografies 
electròniques mostren canvis en la fibrosi i hipervascularització entre la capa de 
cèl·lules epitelials urinàries i les de múscul llis (Yokoyama et al. 2002). 

 En relació al sistema cardiovascular Nakamura et al. fent servir un model 
animal d’infart de miocardi en rates troben una inducció primerenca del mRNA 
Adamts1, igualant-se l’expressió amb els animals controls al 28d postinfart 
(Nakamura et al. 2004). Aquesta expressió es dóna tant en cèl·lules endotelials 
de la zona infartada com en cèl·lules miocardíaques. És interessant en aquest 
treball que l’expressió d’Adamts1 és anterior a la d’altres MMP’s en la zona 
infartada, i que no correlaciona amb l’expressió del substrats putatius d’Adamts1, 
com és el versicà (Nakamura et al. 2004) obrint la porta a la possibilitat de que 
aquest enzim estigui actuant sobre altres substrats. Una altra dada interessant és 
la inducció similar que es produeix en l’expressió del mRNA del VEGF en la 
zona infartada, obrint la possibilitat de que ADAMTS1 segresti aquesta molècula 
(Luque et al. 2003), evitant així la inducció de l’angiogènesi en aquella zona 
infartada. En cardiomiocits que sobreexpressen el receptor de 
mineralocorticoides (MR), sota la inducció d’aldosterona (el lligand putatiu 
d’aquest) es dóna una forta inducció de l’expressió d’ADAMTS1 que podria ser 
causant dels efectes fibròtics de l’aldosterona en el cor, i juntament amb altres 
elements regulats per l’aldosterona, a tot el dany cardiovascular (Fejes-Toth and 
Naray-Fejes-Toth 2007) obrint una porta per la teràpia enfront el dany 
cardiovascular al bloquejar el MR. 
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4.4.3.3. ADAMTS1 i progressió tumoral. 
 
 En relació d’ADAMTS1 i el càncer hi ha varis treballs descrivint el paper 

d’aquesta proteasa (Masui et al. 2001; Kang et al. 2003; Kuno et al. 2004; Porter 
et al. 2004; Lind et al. 2006; Liu et al. 2006; Rocks et al. 2006). En relació al 
càncer de pàncrees hi ha una correlació positiva entre l’expressió d’ADAMTS1 i 
la progressió tumoral, així com també amb la metàstasi a nòdul limfàtic i la 
invasió local (Masui et al. 2001). Com s’ha descrit anteriorment, l’estructura 
modular d’ADAMTS1 li confereix característiques diferencials. Així la regió C-
terminal que comprèn la regió espaiadora i les dues darreres repeticions TSR té 
una activitat antitumoral i antimetastàtica (Kuno et al. 2004; Liu et al. 2006) i la 
forma completa, al menys en un model murí de càncer de pulmó i de càncer de 
mama, li confereix una activitat protumorigènica, proangiogènica i 
prometastàtica, essent l’activitat proteasa essencial per a aquesta activitat (Liu et 
al. 2006). Més enllà, com ja s’ha indicat abans, l’activitat autoproteolítica que 
dóna els dos fragments resulta en la formació de dues formes que en aquest 
model són inhibidores de la progressió tumoral. L’acció d’ADAMTS1 també 
promou el tall del factor de creixement epitelial unit a heparina (HB-EGF) i de 
l’amfiregulina amb la conseqüent activació dels receptors EGF i ErbB-2, mentre 
que la forma catalíticament inactiva ho inhibeix (Liu et al. 2006). En aquest 
sentit el grup de Massagué va trobar en un model murí d’una subpoblació de 
càncer de mama humà que adamts1 era un dels gens sobreexpressat  en cèl·lules 
altament metastàtiques (Kang et al. 2003). Un recent treball dóna un paper 
important a la hipermetilació del promotor d’ADAMTS1 en el silenciament del 
gen en el cas de la progressió del càncer colorectal humà (Lind et al. 2006). En el 
cas del càncer de pulmó de cèl·lula no petita (NSCLC) existeix una disminució 
de l’expressió d’ADAMTS1 en el teixit tumoral respecte el teixit sa (Rocks et al. 
2006), mentre que en el cas del càncer de mama humà, el grup de Porter et al. 
troba que ADAMTS1 juntament amb ADAMTS3, 5, 8, 9, 10, I 18 es troben 
regulades a la baixa al teixit tumoral respecte al control (Porter et al. 2004). 
Aquestes divergències en el paper d’ADAMTS1 en la progressió tumoral 
evidencien la necessitat de l’estudi dels mecanismes implicats amb major 
profunditat. Aquest treball pretén endinsar-se dintre de les possibles funcions 
d’ADAMTS1 en el càncer. 

 
 
 

5. Els inhibidors de metal·loproteases. 
 
La modulació de l’activitat catalítica de les metal·loproteases una vegada 

actives i en el seu lloc d’acció pot estar regulada per l’acció dels seus respectius 
inhibidors. El balanç existent entre les proteases i els inhibidors ens donaran 
l’activitat neta existent en un lloc concret. Els inhibidors de proteases juguen un 
paper clau en la regulació de molts processos biològics com la coagulació de la 
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sang, la fixació del complement, la fibrinòlisi, la fertilització i l’embriogènesi. A 
més, la desregulació de les proteases té molta importància en processos 
patològics que inclouen: el càncer, l’aterosclerosi i la inflamació. Molts dels 
inhibidors de proteases són proteïnes que exhibeixen característiques de 
polipèptids estructurats. A continuació exposarem alguns d’aquests inhibidors 
més representatius i una visió més detallada del TFPI-2, important per a aquest 
treball. 

 

5.1. Els inhibidors tissulars de MMPs (TIMPS). 
 
S’han clonat, purificat, i caracteritzat 4 TIMPs en mamífers. Aquestes 

proteïnes secretades es pensa que regulen l’activitat de les MMPs durant la 
remodelació tissular. Però també s’ha descrit el seu paper en la inhibició de les 
ADAMs i de les ADAMTSs. S’ha identificat un gen de TIMP en Drosophila 
melanogaster i la seva deleció dóna un fenotip similar als mutants d’integrines, 
la qual cosa indica un paper en la funcionalitat de la ECM (Godenschwege et al. 
2000). Els 4 TIMPS  de mamífers comparteixen algunes característiques però 
també posseeixen diferències a nivell bioquímic, d’expressió i estructurals. 

Moltes de les funcions biològiques són atribuïbles a l’extrem N-term, 
malgrat que la interacció amb les MMPs i amb els dominis hemopexina de les 
MMP-2 i MMP-9 depèn de l’extrem C-term (Brew et al. 2000). 

Totes són proteïnes secretades, malgrat que es trobin associades a la 
superfície cel·lular mitjançant a proteïnes de membrana com ho és la MMP-14 en 
el cas de TIMP-1, -2, -4. Només el TIMP-3 es troba segrestat per la ECM per la 
unió a proteoglicans heparan sulfatats, i possiblement també als condroitin 
sulfatats (Yu et al. 2000).  

Els TIMPs tenen efectes en la proliferació i la supervivència cel·lular que 
no poden ser només atribuïts al seu efecte inhibidor. El TIMP-1 va ser identificat 
com un potenciador de l’activitat eritropoiètica (Gasson et al. 1985) i 
posteriorment com un agent que estimulava el creixement de certs tipus cel·lulars 
(Bertaux et al. 1991; Hayakawa et al. 1994). El TIMP-2 també té una activitat 
potenciadora de l’activitat eritropoiètica (Stetler-Stevenson et al. 1992) i estimula 
el creixement de les cèl·lules de limfoma (Hayakawa et al. 1994) i dels 
fibroblasts (Corcoran and Stetler-Stevenson 1995); amb la insulina té un paper 
mitogènic (Nemeth et al. 1996). A més, recentment el grup de Sobue ha 
demostrat que tant el TIMP-1 i el TIMP-2 augmenten l’activitat de reabsorció de 
l’os per part dels osteoclast (Sobue et al. 2001). 

Cal destacar també que alguns TIMPs estan relacionats amb l’activitat 
promotora del creixement tumoral (Kossakowska et al. 1991; Grignon et al. 
1996; Hayashi et al. 1997; Jiang et al. 2001) mentre que d’altres la inhibeixen 
(Ahonen et al. 1998) . 
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5.2. L’α2-macroglobulina. 
 
És un inhibidor de proteases plasmàtic de 772 kDa que conté 4 dominis 

pràcticament idèntics units per ponts disulfur. És sintetitzada majoritàriament al 
fetge pels hepatòcits, però s’ha descrit que altres tipus cel·lulars com els 
macròfags la poden produir. És un inhibidor de proteases des de les MMPs fins a 
les ADAMS, passant per les serín proteases però no inhibeix a les astacines. La 
inhibició comporta un mecanisme a on la regió esquer és tallada i aquesta 
provoca un canvi conformacional a la proteasa que promou que quedi 
covalentment unit per transacilació (Davies and Sim 1981). Aquest inhibidor és 
una bona eina per provar l’activitat de potencials proteases, ja que un simplement 
ha de mirar la formació del complex inhibidor (Nagase 1997). Malgrat que 
alguns TIMPs també es poden trobar en plasma, l’α2-macroglobulina és 
l’inhibidor majoritari de les metal·loproteases en plasma. Però el seu paper en la 
regulació proteolítica pericel·lular no està gens clar. Complexes de serín 
proteases amb l’α2-macroglobulina s’uneixen amb el receptor LDL i són 
internalitzats per a la posterior degradació (Moestrup et al. 1993), i així és 
possible que també passi amb les MMPs. Però, per exemple, la MMP-13 
s’associa a aquest receptor mitjançant un lloc d’unió específic (Barmina et al. 
1999). L’α2-macroglobulina té també altres funcions com la d’unir factors de 
creixement i citocines (Armstrong and Quigley 1999). 

 
 

5.3. RECK: proteïna rica en cisteïnes inductora de reversió amb motius 
Kazal. 

 
Aquest gen s’expressa en les cèl·lules NIH3T3 transformades per v-Ki-

Ras durant la inducció de la morfologia plana. Codifica per una glicoproteïna de 
110 kDa que conté dominis amb homologia a inhibidors de serín proteases i 
s’associa a membrana a través d’un ancoratge per GPI (Takahashi et al. 1998). 
RECK està expressat en molts teixits però sembla que existeix una regulació a la 
baixa en moltes cèl·lules derivades de tumors. La sobreexpressió en aquestes 
provoca una disminució de l’expressió de la MMP-9 a un nivell no determinat i 
també disminueix el potencial invasiu. RECK també disminueix l’activació de la 
MMP-2, a través de l’intermediari d’activació amb la MT1-MMP en el que 
sembla ser una activació de tipus autocatalític (Butler et al. 1998). La deleció del 
gen en ratolí dóna una mort de l’embrió a la setmana 10.5 amb una disrupció 
molt evident de l’organogènesi i els teixits mesenquimàtics (Oh et al. 2001). Cal 
destacar que les cèl·lules endotelials no poden formar túbuls units estretament, 
donant importància a la molècula en la maduració vascular. Com que la MT1-
MMP i la MMP-2 també s’expressen en aquesta etapa, pot ser que la causant 
d’aquests efectes sigui la seva desregulació. També és cert que RECK deu tenir 
altres funcions ja que el ratolí RECK-/-  MMP-2-/- sobreviu fins la setmana 11.5, 
és més gran i presenta una millora en el desenvolupament vascular . En un model 
tumoral a on Oh et al. injecten HT-1080 sobreexpressores d’aquesta molècula, 
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aquests presenten una angiogènesi imperfecta, amb uns vasos amples però poc 
dividits (Oh et al. 2001).  

 
 

5.4. El TFPI-2 (Tissue Factor Pathway Inhibitor 2). 
 
La primera referència que tenim d’aquesta molècula és un estudi 

comparatiu de proteïnes placentàries humanes amb les de simi (Bohn and 
Sedlacek 1975). El mateix grup a l’any següent publica una descripció 
bioquímica de la llavors anomenada PP5, a on ja se li presumeix un paper 
inhibidor de proteases (Bohn and Winckler 1977). 

La família de tipus Kunitz, inhibidors de serín proteases que inclouen un o 
més dominis de tipus Kunitz (KD), amb més de 20 membres en total, inclouen: 
l’inhibidor de la tripsina pancreàtica bovina (aprotinina), l’inhibidor de la via del 
factor tissular (TFPI) i el seu homòleg l’inhibidor de la via del factor tissular de 
tipus 2 ó TFPI-2. El TFPI-2 d’origen humà va ser purificat originalment del teixit 
placentari com una glicoproteïna de 30-36 kDa, que va ser anomenada com 
proteïna placentària 5 (PP5) (la taula 5 ens dóna algunes característiques, àlies i 
números d’accés en les bases de dades més habituals per al TFPI-2) (Lee et al. 
1979; Butzow et al. 1988). PP5 va ser descrita com a inhibidora de l’activitat 
aminolítica de la plasmina (Lee et al. 1979; Butzow et al. 1988), com també de 
l’efecte proteolític de la trombina sobre el fibrinogen (Lee et al. 1979; Butzow et 
al. 1988). Estudis posteriors varen ajudar a identificar més membres de la família 
de tipus Kunitz, i es va descriure l’aïllament d’un cDNA que semblava 
representar un nou membre d’aquesta família amb una organització i una 
seqüència d’aminoàcids molt semblant al TFPI (Sprecher et al. 1994). 
L’expressió, purificació i caracterització d’aquesta proteïna recombinant va 
indicar que, com el TFPI, podia inhibir el complex TF-factorVIIa, i aquesta 
molècula va ser referida com FPI-2. Malgrat això, donat la seva relativa elevada 
concentració en la placenta, una recerca bibliogràfica de les propietats moleculars 
de les proteïnes de la placenta varen demostrar que el TFPI-2, amb concessions 
d’errors en la seqüència N-terminal de la PP5 (Butzow et al. 1988), era en realitat 
idèntica a la prèviament descrita PP5 (Kisiel et al. 1994). Resultats similars varen 
donar que el trànscrit del TFPI-2 estava àmpliament representat en varis teixits 
com fetge, múscul esquelètic, cor, ronyó i pàncrees. Des del seu redescobriment 
al 1994, el TFPI-2 ha estat àmpliament estudiat per descobrir el seu paper 
fisiològic i el seu mecanisme d’inhibició.  
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DADES 
Símbol aprovat  TFPI2 

Nom aprovat  tissue factor pathway inhibitor 2 

Identificació HGNC  HGNC:11761 

Cromosoma 
 7q 

Àies PP5, TFPI-2 

ENLLAÇOS 
Número d’accés L27624 

Identificació PubMed 7896752 
8945635 

Identificació OMIM 600033 
Identificació 

Ensembl 
 

ENSG00000105825 

RefSeq NM_006528 
Identificació UniProt P48307 
Enllaç especialitzat MEROPS:LI02-003 

 

Taula 5. Algunes dades i números d’accés bàsics del TFPI-2. 

 

5.4.1. La regulació del gen tfpi-2. 
 
Cada un dels KD està codificat per un exó, de manera similar a lo que 

també passa al gen TFPI (Girard et al. 1991; Enjyoji et al. 1993). Però en 
contrast al 125 kb del gen humà del TFPI, el gen del TFPI-2 no conté cap exó 
addicional en la part 5’, o exons que codifiquin per a les regions pont entre els 
KD. No s’han identificat capses TATA canòniques immediatament direcció 5’ de 
l’inici de la transcripció (TIS), malgrat que dues capses CAAT varen ser 
observades al voltant 3000 bp direcció 5’ d’aquest lloc. En conseqüència, el gen 
del TFPI-2 mostra característiques de gen de manteniment que inclouen: 

• Un elevat contingut de GC (>80%) en les regions al voltant del 
llocs d’inici de transcripció putatius (Hube et al. 2003), 

• un promotor sense capsa TATA a on l’expressió ve regulada per un 
grup de llocs d’unió per a SP-1 (Block et al. 1996; Smale 1997; 
Huber et al. 1998), 

• múltiples llocs d’unió que són emprats per a l’inici de transcripció 
(Miyagi et al. 1994; Sprecher et al. 1994; Kamei et al. 2001) i, 

• el gen del TFPI-2 és compacte en termes de la seva organització 
genòmica estructural, una característica dels gens de manteniment 
(Eisenberg and Levanon 2003). 
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La importància relativa de cada un dels factors de transcripció en 
l’expressió del TFPI-2 és a dia d’avui, encara desconeguda, així que, requereix 
una investigació molt més exhaustiva. 

El 5’ UTR del gen tfpi-2, com ja em indicat abans, és una regió rica en 
GC, que inclou una zona de 220 bp amb un contingut >80%, a on hi ha 
nombroses illes CpG (Hube et al. 2003). En múltiples gens implicats ja sigui en 
la reparació del DNA o en la integritat del mateix, supressió de metàstasi i 
supressió tumoral, aquestes illes CpG estan metilades per suprimir la seva 
transcripció (Esteller 2005).  

Molts mediadors inflamatoris (esters de forbol, citocines i endotoxina) 
regulen l’expressió del TFPI-2 (Iino et al. 1998), però les senyalitzacions 
intracel·lulars que donen un augment o disminució de l’expressió del TFPI-2 no 
han estat ben definides. Estudis anteriors emprant cèl·lules embrionàries 
humanes varen mostrar un augment paral·lel del cAMP i de la via depenent de la 
proteïna cinasa C amb l’expressió del TFPI-2 (Butzow et al. 1988). En aquest 
estudi, es va observar un augment depenent de temps i concentració dels nivells 
tant de cAMP i del TFPI-2 després del tractament de cèl·lules humanes 
embriòniques estromals amb prostaglandina. Més recentment l’expressió del 
TFPI-2 en cèl·lules de múscul llis s’ha relacionat amb elements de la cascada de 
senyalització del sistema MAPK/ERK (Shinoda et al. 1999). Poc després es va 
relacionar la implicació de la cinasa MKK7 en l’expressió del TFPI-2 a partir 
d’uns estudis del sistema MAPK cinasa en cèl·lules de ronyó embrionàries 
(Wolter et al. 2002). MKK7 és llavors l’efector situat per dalt del gen del TFPI-2 
que controla la resposta cel·lular als estímuls extracel·lulars (IL-1, TNF-α, 
sorbitol, anisomicina i llum ultraviolada), que finalment activa la JNK (Davis 
2000). Els dominis d’interacció de la JNK i els seus substrats associats recluten a 
una sèrie d’activadors i substrats, com el factor de transcripció AP-1 (Davis 
2000). Com que hi han 4 llocs d’unió per a AP-1 en el promotor del TFPI-2 
(Kamei et al. 2001) és possible que l’augment en l’expressió del TFPI-2 
depenent de AP-1 estigui mediada per  la via MKK7/JNK. 

En miofibroblasts de fetge, o en cèl·lules de carcinoma de bufeta 
(ECV304), l’expressió del TFPI-2 està augmentada per trombina a través dels 
seus receptors PAR, que dóna un augment en la secreció del TFPI-2 en la matriu 
extracel·lular (Neaud et al. 2004). La inducció del TFPI-2 es veu bloquejada per 
l’ús de l’inhibidor específic de ciclooxigenasa-2 (NS-398), o per l’ús del 
bloquejant específic de la via de les MAP cinases (PD98059), però no es veu 
afectat per l’ús de l’inhibidor de la via del receptor del EGF, negant l’existència 
de transactivació en aquesta inducció del TFPI-2 (Neaud et al. 2004). Aquest fet 
podria representar un sistema de regulació  de l’activitat trombogènica de la 
tripsina, ja que el TFPI-2 és un inhibidor de la generació d’aquesta, al inhibir la 
formació del factor Xa per part del complex TF-FVIA, que donaria pas a la 
conversió de protrombina a trombina (Petersen et al. 1996). A més la regulació  
per part de la trombina de l’expressió del TFPI-2 representa una altra funció no 
hemostàtica d’aquest factor de coagulació en la remodelació de la matriu 
extracel·lular, que també inclou la seva capacitat per induir l’expressió de certes 
MMP (Raza and Cornelius 2000) i promoure l’activació de les proMMPs en 
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aquest context (Galis et al. 1997; Lafleur et al. 2001). Llavors, la generació de 
trombina, un fet ben conegut en la progressió tumoral, podria influenciar la 
invasió tumoral a través de la seva habilitat d’afectar la síntesis del TFPI-2. 

 

5.4.2. Propietats moleculars del TFPI-2 humà. 
 
Com hem dit abans, té una organització en dominis i una seqüència 

aminoacídica molt similar al TFPI (Sprecher et al. 1994). Després d’un pèptid 
senyal de 22 aa, el TFPI-2 madur conté 213 aa amb 18 cisteïnes. La seqüència 
primària d’aa deduïda indica una curta regió amino-terminal de caràcter acídic, 
tres KD en tàndem i una regió carboxi-terminal amb un alt contingut en aa de 
caràcter bàsic (figura 5).  

 

 
 

Figura 5. Estructura secundària en 2 dimensions del TFPI-2 humà. Els residus P’ del domini Kunitz 
KD1, KD2, KD3 es mostren en cercles plens, els quals són Arg, Glu i Ser respectivament. Els ponts 
disulfur es mostren mitjançant línies  sòlides. Els llocs de glicosilació putatius estan senyalats (♦), i un 
possible lloc de fosforilació (∗) està senyalat en la volta interna del KD2. 

 
Hi ha 2 possibles llocs de glicosilació en la molècula de TFPI-2 que estan 

en la Asp-116 i en la Asn-170 situats respectivament en el segon i tercer domini 
Kunitz. La forma totalment glicosilada produïda en cèl·lules de ronyó de hàmster 
nou nat (BHK) designada com a α-TFPI-2 té una mobilitat electroforètica de 32 
kDa tant en condicions reductores com no reductores. Aquestes cèl·lules també 
produeixen una forma menys glicosilada amb un pes molecular de 29 kDa, 
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designada com a β-TFPI-2. Amb una transfecció estable, aquestes cèl·lules 
produeixen ambdues formes, la α i la β, amb una relació de 90%/10% 
respectivament, mentre que línies cel·lulars endotelials produeixen 3 formes: les 
abans nombrades i una tercera de menor pes molecular designada com a γ–TFPI-
2 (27 kDa), amb una freqüència similar entre les tres com es pot demostrar per 
immunoblotting (Iino et al. 1998). Aquesta forma de 27 kDa sembla ser una 
forma no glicosilada, més que un producte de degradació, ja que el tractament de 
cèl·lules endotelials amb tunicamicina D dóna com a resultat un enriquiment 
d’aquesta (Rao et al. 1996). Malgrat les diferències en contingut de carbohidrats 
de les tres formes, sembla que totes posseeixen efectes inhibitoris comparables. 

El TFPI-2 humà recombinant purificat mostra un fort efecte inhibidor 
sobre l’activitat amidolítica de la tripsina, la quimotripsina, plasmina, plasma 
cal·licreïna i el factor XIa (Petersen et al. 1996). El TFPI-2 humà recombinant 
també inhibeix lleugerament l’activitat proteolítica i amidolítica del complex 
factor VIIa-TF, del factor IXa-poli(lisina) i la catepsina G, però és incapaç 
d’inhibir de manera significant les activitats amidolítiques de la cal·licreïna 
glandular, de l’activador del plasminogen del tipus urocinasa (uPA), de 
l’activador del plasminogen tipus teixit/tissular (tPA), proteïna C activada, factor 
Xa i l’elastasa leucocitària (Petersen et al. 1996). A més, en contrast amb una 
dada antiga de que el TFPI-2 era un potent inhibidor de la trombina (Meisser et 
al. 1985), no pot inhibir l’activitat amidolítica o proteolítica de la trombina a 
elevades relacions molars d’inhibidor respecte a la proteïnasa (Lafleur et al. 
2001). El TFPI-2 suposadament inhibeix les anteriors proteases al presentar com 
a esquer el residu P1 en el seu domini de tipus Kunitz a la proteasa, de manera 
semblant a com ho fan altres membres de la mateixa família. En el TFPI-2 humà, 
l’arginina P1 en la posició 24 en el primer KD s’assumeix que és l’esquer a partir 
de que un mutant a P1 glutamina, R24Q TFPI-2, perd d’una manera substancial 
(>90%) l’activitat inhibitòria sobre la tripsina, la plasmina i el complex factor 
VIIa- factor tissular (Kamei et al. 1999). El paper essencial del primer KD del 
TFPI-2 en la inhibició de les proteases va ser demostrat en estudis usant una 
preparació d’aquest domini recombinant i va tenir una activitat inhibitòria 
superior a la proteïna sencera enfront de varies serín proteases (Chand et al. 
2004). Fins avui, no s’ha trobat funcionalitat a l’extrem N-terminal de caràcter 
acídic del TFPI-2. Al contrari, l’extrem carboxi-terminal carregat positivament 
de caràcter bàsic possiblement es trobi implicat en la interacció amb components 
(proteoglicans) de la matriu extracel·lular o de membrana carregats negativament 
a la fi de localitzar el TFPI-2 en aquests compartiments i per també modular la 
seva activitat. En aquesta línia, l’activitat inhibitòria enfront de plasmina, el 
complex factor VIIA-factor tissular del TFPI-2 es veu augmentada per l’addició 
d’heparina (Sprecher et al. 1994; Petersen et al. 1996; Liu et al. 1999), donant 
una suggestiva evidència de que el TFPI-2 es troba associat a la ECM mitjançant 
el seu extrem carboxi-terminal augmentant així la seva inhibició a certes 
proteases gràcies a aquest fet. 

Mentre que el primer domini del TFPI-2 sembla que conté tots els 
elements estructurals necessaris per a la seva acció inhibitòria sobre les serín 
proteases, el paper del segon i el tercer KD encara és incert. El lloc P1 del residu 
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reactiu del segon i del tercer KD són glutamat i serina respectivament, i és 
desconegut com aquests residus reactius són responsables de la inhibició d’altres 
proteases. El segon KD conté un lloc de fosforilació putatiu per a la proteïna 
cinasa Cα a la serina 105, però la funcionalitat també és encara desconeguda. Un 
treball recent dóna un paper clau al KD2 per a la interacció amb la proteïna 
gC1qR (proteïna d’unió-domini globular C1q), de presència ubiqua i encarregada 
de modular respostes com la coagulació del complement i la cascada de les 
quinines (Peerschke et al. 2004). Al contrari del que passa amb l’heparina, 
l’activitat no es veu augmentada en la formació del complex, i disminueix 
enfront de la plasmina (Peerschke et al. 2004). El significat funcional d’aquesta 
interacció no es coneix, però és possible que sigui una manera de situar el TFPI-2 
en la ECM i la superfície cel·lular independentment de proteoglicans. 

Com que tota l’activitat del TFPI-2 sembla estar al KD1, la informació 
estructural i funcional a prop de la interacció del TFPI-2 amb proteases ha estat 
obtinguda amb l’ajut de mutants puntuals respecte al lloc reactiu del TFPI-2 
humà (Chand et al. 2004). La substitució sistemàtica del P1 en nombrosos 
inhibidors de serín proteases explica molts efectes dinàmics en la seva associació 
amb diferents proteases (Castro and Anderson 1996; Grzesiak et al. 2000; 
Grzesiak et al. 2000). En el cas del TFPI-2, la substitució de Gln per Arg en el 
residu P1 del KD1 té com a resultat una disminució de l’activitat inhibitòria de la 
preparació KD1 per totes les proteases testades, que concorda amb els resultats 
obtinguts amb la forma R24Q del TFPI-2 (Kamei et al. 1999). És molt 
interessant que la substitució del residu per una lisina no només restitueix 
l’activitat inhibitòria del KD1, sinó que a més disminueix els valors de la Ki per 
la tripsina i per la plasmina (Chand et al. 2004). La interacció del lloc reactiu es 
veu recolzada per interaccions hidrofòbiques i electrostàtiques per estabilitzar el 
complex (Chand et al. 2004). 

La cristal·lització de l’estructura del KD1 del TFPI-2 amb la tripsina 
bovina ha donat informació addicional en tres dimensions de quins són els llocs 
importants en la interacció proteasa:inhibidor (Schmidt et al. 2005). El 
plegament del complex KD1:tripsina és similar al que es troba en els complexes 
BPTI (inhibidor de la tripsina pancreatica bovina):tripsina (Helland et al. 1999) i 
APPI (precursor de la proteïna beta amiloid):tripsina (Scheidig et al. 1997).  

Utilitzant l’estructura del complex KD1:tripsina y la de la plasmina com a 
motlle, es va obtenir informació de l’estructura 3D del complex KD1:plasmina 
fent servir estratègies de modelatge molecular (Schmidt et al. 2005). Els estudis 
de modelatge i la cristal·lografia de rajos X donen evidència definitiva que els 
elements estructurals per a la inhibició de nombroses proteases es troben en el 
KD1 del TFPI-2. 

 

5.4.3. Paper fisiològic del TFPI-2. 
 
Mentre encara està per descobrir el paper exacte del TFPI-2, cada cop hi 

ha més evidències de que és segregat per multitud de cèl·lules i que es diposita a 
la ECM a on suposadament té un paper regulant la remodelació d’aquesta. Els 
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primers estudis es varen focalitzar en la distribució del TFPI-2 en diferents 
teixits, demostrant que es trobava en quantitats abundants en la placenta, el 
plasma seminal, vesícules seminals i el fluid fol·licular proovulatori (Seppala et 
al. 1985; Butzow et al. 1988). Estudis posteriors varen demostrar que altres tipus 
cel·lulars incloent cèl·lules endotelials, queratinòcits, fibroblasts dèrmics, 
cèl·lules musculars llises, sinciotiotrofoblasts, sinoviòcits, cèl·lules epitelials 
ciliars, cèl·lules epitelials retinals pigmentaries i cèl·lules urogenitals sintetitzen 
el TFPI-2 (Rao et al. 1996; Ortego et al. 1997; Iino et al. 1998; Shinoda et al. 
1999; Deng et al. 2001; Herman et al. 2001; Udagawa et al. 2002). La 
quantificació del TFPI-2 de manera específica (Iino et al. 1998), va demostrar 
que el 60-90% del TFPI-2 era secretat per les cèl·lules endotelials cap al 
compartiment de la ECM subendotelial i la resta es trobava repartit entre la CL i 
el CM (Iino et al. 1998). Aquests estudis varen demostrar una unió de tipus 
específic, saturable i de forta afinitat del TFPI-2 recombinant humà marcat 
radioactivament tant a les monocapes de cèl·lules endotelials com a les seves 
ECM (Iino et al. 1998). La importància del TFPI-2 mantenint la integritat de la 
ECM per a la unió cel·lular es va demostrar quan un anticòs anti-TFPI-2 
provocava la pèrdua d’adherència de cèl·lules endotelials en cultiu (Iino et al. 
1998). Aquests estudis varen demostrar la localització subcel·lular del TFPI-2, 
després confirmada mitjançant tècniques de microscòpia electrònica (Crawley et 
al. 2002). Com que la majoria del TFPI-2 està associat a la ECM, els nivells que 
es troben en sang són realment molt baixos (12-15 pM) (Seppala et al. 1985; 
Butzow et al. 1988). Aquests nivells es veuen augmentats per l’administració 
intravenosa d’heparina (Seppala et al. 1985) així com en el període d’embaràs a 
on els nivells plasmàtics del TFPI-2 durant el tercer trimestre arriben a 320 pM 
(Seppala et al. 1985). 

El descobriment de que el TFPI-2 es troba majoritàriament a la ECM i 
degut a la seva activitat inhibitòria sobre proteases dóna lloc a l’especulació de 
que té un paper molt important en la remodelació i degradació de la ECM. La 
remodelació de la ECM es porta a terme per una sèrie de proteases i és essencial 
en el creixement tumoral i la metàstasi, com en altres processos no patològics 
com poden ser l’angiogènesi i la migració cel·lular. Relatiu a aquest darrer 
aspecte un treball recent de Ivanciu et al. demostra que les cèl·lules endotelials 
en migració sobreexpressen el TFPI-2 comparant-les amb cèl·lules endotelials 
quiescents, però que aquest presenta un efecte inhibidor de la migració mediat 
per la inhibició de l’activitat de plasmina. A més té un paper inhibidor en la 
formació de noves estructures vasculars, tant in-vitro com in-vivo, i augmenta la 
deposició de ECM. A més augmenta el grau d’apoptosi cel·lular. (Ivanciu et al. 
2007). En aquest mateix sentit s’ha demostrat que cèl·lules endotelials 
estimulades amb VEGF165 o IL-1β augmenten l’expressió del TFPI-2 d’una 
manera temps i dosis depenent. La via implicada torna a ser la via de les MAP 
cinases. A més el TFPI-2 bloqueja la senyalització intracel·lular del VEGF165, 
essent aquesta activitat independent de l’activitat inhibitòria (Xu et al. 2006). 
Aquests últims treballs donen força a la teoria de que el TFPI-2 és un mantenidor 
de l’homeòstasi cel·lular. 
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Estudis en els ortòlegs del TFPI-2 han donat també certa llum sobre el seu 
paper fisiològic. El TFPI-2 murí mostra una elevada homologia (taula 6) (Miyagi 
et al. 1996; Kazama et al. 2000). Una diferència crítica en la seqüència entre les 
dues proteïnes implica el residu P1 en el primer domini Kunitz, el TFPI-2 murí 
conté una glutamina en aquest residu en lloc de una arginina (Miyagi et al. 1996; 
Kazama et al. 2000). Per tant com s’espera que la substitució del residu per 
qualsevol aa que no sigui una arginina/lisina (Girard et al. 1989; Kamei et al. 
1999; Grzesiak et al. 2000) l’activitat del TFPI-2 murí enfront de les serín 
proteases és un 10% inferior a la observada pel TFPI-2 humà. Aquestes dades 
indiquen, que malgrat la substitució en el residu P1 a Gln, deu seu capaç d’inhibir 
proteases a la ECM gracies a la colocalització amb glicosaminoglicans que 
augmentarien la seva activitat. Una altra diferència substancial entre el TFPI-2 
humà i el murí es basa a la seva elevada concentració en el fetge en el cas de 
ratolins. Es va demostrar que l’expressió del TFPI-2 en els hepatòcits del fetge 
murí és molt elevada, a  diferència del baixos nivells que es troben en l’humà o 
en hepatòcits aïllats humans (Hisaka et al. 2004). A més, l’expressió del TFPI-2 
es veu incrementada força per LPS, i aquesta es deu a cèl·lules parenquimàtiques 
(Hisaka et al. 2004). Aquest augment en l’expressió del TFPI-2 degut al LPS pot 
ser tallada en el ratolí KO pel receptor gp130, el que indica que existeix un 
mediador entre els hepatòcits i les cèl·lules no parenquimàtiques que 
s’encarreguen de produir el TFPI-2 (Hisaka et al. 2004). Mentre que el TFPI-2 
de ratolí conté una Gln en el residu P1 de primer domini Kunitz, en el cas de rata 
és una Lys i s’espera que sigui un potent inhibidor de serín-proteases com la 
tripsina (Hisaka et al. 2002). A la vaca el TFPI-2 amb la urocinasa i el tPA és 
activament secretat a l’orina per part de l’uroteli (Du et al. 2003), suggerint que e 
TFPI-2 pot tenir un paper funcional en el tracte urinari. Les dues formes bovines 
mostren una elevada capacitat inhibitòria enfront de la tripsina i la plasmina, 
degut a la presència d’una Arg en el residu P1 del KD1 (Du et al. 2003).  

 

Organisme Gen Descripció 
Similitud 

amb 
humà(%) 

Número accés NCBI 

Gos (Canis 
familiaris) Tfpi2 tissue factor 

pathway inhibitor 2 
81.67(n) 
71.43(a) 

475230  XM_532462.2  
XP_532462.2 

Ximpanzé (Pan 
troglodytes) Tfpi2 tissue factor 

pathway inhibitor 2 
99.43(n) 
99.57(a) 

463540  XM_519205.2  
XP_519205.2 

Rata (Rattus 
norvegicus) Tfpi2 tissue factor 

pathway inhibitor 2 
66.96(n) 
56.58(a) 

286926  NM_173141.1  
NP_775164.1 

Ratolí (Mus 
musculus) Tfpi2 tissue factor 

pathway inhibitor 
67.76(n) 
57.48(a) 

217891  NM_009364.2,  
NP_033390.1, AF180353  

AK132268 

Pollastre (Gallus 
gallus) Tfpi2 tissue factor 

pathway inhibitor 2 
60.35(n) 
51.54(a) 

420561  XM_418662.2  
XP_418662.2 

Taula 6. Descripció, tant per cent d’homologia ((n) en nucleòtids i (a) en aminoàcids) i números 
d’accés del TFPI-2 de diferents espècies animals. 
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La figura 5 resumeix la visió que es té avui sobre el paper fisiològic del 

TFPI-2. El TFPI-2 és sintetitzat per cèl·lules de la vasculatura (endotelials, 
cèl·lules musculars llises i fibroblasts) i es diposita en concentracions 
relativament elevades a la ECM d’aquestes, a on se suposa que s’ocupa de 
regular el remodelació basal per inhibició de varies proteases. Cada dia es té més 
l’evidencia de que la diana principal és la plasmina que s’encarrega directament 
del remodelació de la matriu extracel·lular i de l’activació de varies MMPs. El 
TFPI-2 també presenta una activitat antiangiogènica. És possible que el TFPI-2 
realitzi alguna de les seves funcions a través de un possible receptor de 
membrana, encara desconegut, donant una sèrie de canvis a nivell intracel·lular, 
que resultarien en una transducció de senyal i canvis en l’expressió gènica com 
s’ha vist en el cas de les cèl·lules musculars llises (Shinoda et al. 1999). En 
aquest treball mitjançant la purificació de factors amb afinitat a heparina i 
posterior cromatografia de medis condicionats de HUVEC’s troben un factor que 
estimula la proliferació de cèl·lules musculars llises d’aorta bovina 
metabòlicament arrestades. El factor l’identifiquen com el TFPI-2 mitjançant 
seqüència N-terminal. L’activitat mitogènica del TFPI-2 recombinant sobre les 
cèl·lules de múscul llis d’aorta bovina és dosis i temps depenent, i independent 
d’altres factors de creixement com és el PDGF. L’estimulació amb TFPI-2 
recombinant dóna un increment en la fosforilació de ERK1 i ERK2, que es veu 
inhibida per un inhibidor específic de l’activitat de MAPK. Aquest augment de 
l’activitat cinasa correlaciona amb un augment de l’activació transcripcional de 
c-fos i la seva posterior expressió (Shinoda et al. 1999). Contrastant amb aquests 
resultats en un model de glioblastoma l’augment de la expressió del TFPI-2 dóna 
una inhibició de la fosforilació de ERK, un augment de l’expressió de les 
proteïnes proapoptòtiques donant al TFPI-2 un paper negatiu en la supervivència 
de les cèl·lules de glioma (Tasiou et al. 2001), i en cèl·lules tumorals de 
fibrosarcoma les HT-1080 (Chand et al. 2004). 
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Figura 5. Diversos papers del TFPI-2 en la remodelació tissular. La seva acció més estudiada és la 
d’inhibidor putatiu de serín-proteases com la plasmina, implicada directament en la degradació de la 
ECM i en l’activació de metal·loproteases (modificada de (Chand et al. 2005)). 

 

5.4.4. El TFPI-2 en els processos patològics. 
 
Altres proteases associades a la ECM, que juntament amb la plasmina 

ajuden al remodelament de la matriu en processos tant fisiològics com a 
fisiopatològics són: les MMPs, les adamalisines, les cisteín proteases i les 
papalisines (Garcia-Touchard et al. 2005). El TFPI-2 inhibeix la plasmina en la 
ECM, ja que se l’ha trobat en proximitat a la plasmina/plasminogen en 
macròfags, cèl·lules endotelials i zones riques de matriu de les plaques 
ateroscleròtiques (Crawley et al. 2002). Dos treballs recents demostren la 
inhibició directa del TFPI-2 sobre metal·loproteases de matriu (Herman et al. 
2001; Kong et al. 2004), malgrat el mecanisme d’interacció i el d’inhibició 
encara estan per elucidar. Se va dir inicialment que el TFPI-2 recombinant era 
capaç d’inhibir les col·lagenases intersticials MMP-1 i MMP13 de manera 
estequiomètrica, i la MMP-2 i MMP-9 (gelatinases) feblement. La EC50 per la 
MMP-1 és 57.6 ± 19.1 nM i per la MMP-13 és de 31.5 ± 9.4 nM mentre que per 
les MMP-2 és de  551 ± 122 nM i la EC50 per la MMP-9 és de 508 ± 173 nM 
(Herman et al. 2001). Anàlisi per immunohistoquímica varen demostrar una 
disminució en el senyal del TFPI-2 en la zona susceptible a ruptura de la placa 
ateroscleròtica, suggerint que la disminució del TFPI-2 donava lloc a una 
desregulació de les MMP’s en aquest lloc amb el consequent trencament del cap. 
La inhibició de l’activitat gelatinolítica de la MMP-2 i MMP-9 mitjançant una 
mescla del KD1 recombinant (Kong et al. 2004) suporta aquesta darrera 
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evidència de que el domini Kunitz és el responsable d’aquesta inhibició (Herman 
et al. 2001). Però l’existència d’estudis a on s’intenta esbrinar quin són els 
dominis estructurals que intervenen en aquesta interacció amb aquestes MMPs va 
revelar que no es formava complex entre el TFPI-2 silvestre i la MMP-2 i la 
MMP-9 (Du et al. 2003). A més, no es va trobar unió entre el TFPI-2 silvestre 
marcat radioactivament amb la MMP-2, MMP-9 i la proMMP-1 o la forma 
activa de la MMP-1 mitjançant immunoblot de lligació/autoradiografia, mentre 
que el lligand marcat radioactivament si que s’unia pel mateix mètode a la 
plasmina i a la tripsina (Du et al. 2003). Finalment, elevades concentracions del 
TFPI-2 resultaren incapaces d’inhibir la digestió del col·lagen de triple hèlix per 
part de la MMP-1 activa, i l’activitat de la MMP-1 tampoc presentava efectes 
sobre el TFPI-2 negant la possibilitat de que el TFPI-2 pogués funcionar com a 
substrat de la MMP-1 inhibint-la (Du et al. 2003). Per tant, és possible que el 
TFPI-2 pugui no ser un substrat/inhibidor de la MMP-1 ni de que formi 
estructures estables amb la MMP-2 i la MMP-9. Però és possible de que el TFPI-
2 pugui inhibir de manera indirecta l’activació de certes proMMPs mitjançant la 
inhibició de serín proteases com la tripsina (Rao et al. 1999). 

El TFPI-2 associat a la ECM ha mostrat certes activitats 
antiangiogèniques. Com s’ha dit anteriorment el tractament de cultius endotelials 
mitjançant un anticòs front el TFPI-2 va donar un desenganxament de les 
cèl·lules endotelials de manera dosi depenent, i les restants al substrat disminuïen 
l’arquitectura típica endotelial (Iino et al. 1998). A més la secreció del TFPI-2 
per part de la línia altament invasiva de fibrosarcoma (HT-1080) va resultar en 
una disminució de l’expressió de cert gens típicament angiogènics com el VEGF-
C, VEGF-R1 i la IL-8 (Chand et al. 2004).  

 

5.4.5. El TFPI-2 en la progressió tumoral. 
 
El gen del TFPI-2 està expressat amb molta ubiqüitat entre els diversos 

teixits, però els tumors provinents d’ells solen tenir una expressió reduïda, sinó 
és nul·la (Miyagi et al. 1994). L’expressió reduïda del TFPI-2 en tumors s’ha 
associat a una hipermetilació en el promotor com s’ha vist en coriocarcinomes, 
carcinomes de pròstata, carcinomes de pit, gliomes, fibrosarcomes i malalties 
toràciques (Hube et al. 2003; Konduri et al. 2003; Rao et al. 2003; Steiner et al. 
2005). A més, una sèrie de tumors molt agressius delecionen el locus de la regió 
7q on es troba el gen del TFPI-2 (Dong 2001; Saito et al. 2005; Sell et al. 2005). 
Recentment s’ha relacionat l’estat de metilació del gen del TFPI-2 amb la 
progressió primaria del NSCLC (Rollin et al. 2005), com també en el 
comportament invasiu en els carcinomes ductals pancreàtics (Sato et al. 2005). 
Així, el gen del TFPI-2 sembla estar transcripcionalment regulat al menys a 
nivell de metilació, i la regulació a la baixa durant la progressió tumoral del 
TFPI-2 podria jugar un paper molt important en la intravasació i extravasació de 
les cèl·lules tumorals durant els processos metastàtics. Un altre mecanisme 
sembla ser el “splicing” incorrecte del TFPI-2 trobat recentment en una bateria 
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de cèl·lules tumorals. Aquestes expressen un transcrit amb una longitud de 289 
pb que no serà traduït posteriorment (Kempaiah et al. 2007). 

El primer treball a on es va mostrar que el TFPI-2 podia actuar en la 
invasió tumoral va venir d’estudis a on l’administració exògena de TFPI-2 
inhibia la plasmina associada a la ECM d’una línia provinent de fibrosarcoma 
d’una manera dosis depenent (Rao et al. 1998). A més la degradació de la ECM 
per part de la plasmina i la invasió in vitro d’aquestes cèl·lules tumorals en una 
matriu sintètica era inhibida d’una manera també dosis depenent a través del 
TFPI-2 recombinant (Rao et al. 1998). Estudis posteriors investigant el paper in 
vivo del TFPI-2 s’han focalitzat en l’estudi de línies tumorals de diversa 
procedència (Konduri et al. 2000; Lakka et al. 2000; Konduri et al. 2001; 
Konduri et al. 2001; Rao et al. 2001; Chand et al. 2004; Yanamandra et al. 
2005). En aquest respecte, cal notar que la secreció d’aquesta molècula per part 
d’un tumor molt agressiu va inhibir de manera molt significativa el creixement 
en un model murí atímic (Chand et al. 2004). En comparació a tumors que 
secretaven una forma inactiva, la taxa de creixement dels tumors que secretaven 
la forma activa del TFPI-2 es va reduir en 2-3 cops (Chand et al. 2004). A més, 
l’anàlisi comparatiu d’expressió de varis gens implicats en oncogènesi, invasió, 
metàstasi, apoptosi i angiogènesi tenien alterada el patró d’expressió en tumors 
que secretaven el TFPI-2 (Chand et al. 2004). En un altre estudi comparatiu per 
mitja d’immunohistologia, correlacionaven l’expressió del TFPI-2 amb la 
progressió tumoral (Wojtukiewicz et al. 2003). L’anàlisi de tumors de mama, 
gàstrics, de colon, pancreàtics, de laringe, renals, endometrials i glials mostra que 
l’expressió del TFPI-2 disminueix amb l’augment de malignitat (Wojtukiewicz et 
al. 2003). Així, la disminució de l’expressió del TFPI-2 per varis mecanismes de 
tipus epigenètic sembla correlacionar amb l’augment de la invasió i metàstasi, i 
s’estan desenvolupant noves teràpies gèniques incloent l’expressió del TFPI-2 
per mitja d’adenovirus (Yanamandra et al. 2005). A més l’ús de fàrmacs 
demetiladors del DNA (5-aza 2’-deoxitidina) i inhibidors de l’acetil·lació 
d’histones (depsipeptina FK228) han mostrat com indueixen l’expressió del 
TFPI-2 en tumors agressius (Steiner et al. 2005), i així aquests fàrmacs podrien 
trobar una utilitat terapèutica. Per contra, l’administració exògena de TFPI-2 en 
un cariocarcinoma hepàtic humà incrementava les propietats invasives d’aquest 
de manera paradoxal, en contra de les dades anteriorment citades (Neaud et al. 
2000). L’efecte proinvasiu en aquest sistema es va veure bloquejat amb un 
anticòs contra el factor VII, suggerint que el complex ternari TFPI-2-factor 
tissular-factor VIIa format en aquestes cèl·lules afavoreix les propietats 
adhesives, de migració i invasivitat d’aquestes cèl·lules de manera similar al que 
passa amb el complex TFPI-VIIa-TF en les cèl·lules de carcinoma de bufeta. A 
més, com s’ha dit anteriorment, la trombina incrementa la síntesi del TFPI-2 en 
miofibroblasts de fetge (Neaud et al. 2004), que promou la invasió in vitro de 
cèl·lules d’hepatocarcinoma a través d’un mecanismes depenent de HGF/SF-
urocinasa-plasmina. D’acord amb això, els miofibroblasts, molts cops associats 
amb cèl·lules tumorals hepàtiques, podrien proveir el TFPI-2 in vivo augmentant 
la invasivitat del carcinoma hepatocel·lular. 
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Mentre la regulació a la baixa del TFPI-2 ha estat observada en nombrosos 
tumors, recentment s’ha demostrat en el cas de la línia cel·lular MUM-2B 
provinent d’un melanoma uveal molt agressiu que expressa unes 100 vegades 
més TFPI-2 que la poc agressiva MUM-2C (Ruf et al. 2003). A més, el TFPI-2 
juga un paper molt important en la formació de rets pseudovasculars en matrius 
de 3 dimensions per part de la línia MUM-2B (mimetisme vasculogènic), i és 
independentment de la capacitat d’inhibir la plasmina en aquest sistema (Ruf et 
al. 2003). És molt interessant que mitjançant la inhibició del TFPI-2 amb un 
anticòs específic s’aconsegueixi una disminució de 2 cops l’activitat de la MMP-
2, suggerint un possible paper positiu del TFPI-2 en l’activació de la MMP-2 en 
aquesta línia tumoral agressiva. El sistema pel qual això succeeix és desconegut 
però podria ser que necessités la unió del TFPI-2 a les cèl·lules tumorals amb una 
possible senyalització cel·lular i posterior increment en l’expressió de la 
proMMP2 (Ruf et al. 2003).  

Part del nostre treball tracta d’esbrinar els mecanismes del TFPI-2 en la 
progressió tumoral fent us d’algunes de les línies cel·lulars anteriorment 
indicades i de xenografts. 

 
 
 

6. Angiogènesi i la vascularització tumoral. 
 
Coneixem com angiogènesi al procés pel qual les cèl·lules endotelials, per 

mecanismes que poden o no implicar la ramificació, formen nous capil·lars a 
partir de vasos preexistents (revisat a (Rundhaug 2005)). L’angiogènesi per 
ramificació implica la degradació de la membrana que envolta les cèl·lules 
endotelials, seguida de la migració i la proliferació d’aquestes en l’estroma 
adjacent. La diferenciació, maduració, formació del lumen, reclutament dels 
perícits i la coalescència dels túbuls completen el procés de la formació d’un nou 
vas. Aquesta angiogènesi succeeix en el sac vitel·lí i en l’embrió durant 
l’embriogènesi tardana, especialment en el cervell (Risau 1997). En l’adult la 
vasculatura està normalment en quiescència, exceptuant alguns processos molt 
regulats com són el cicle reproductiu femení, la reparació de ferides i algunes 
situacions patològiques com malalties oftàlmiques i reumàtiques i en 
l’angiogènesi tumoral (Hanahan and Folkman 1996; Risau 1997).  

Els vasos tumorals són diferents dels normals (Carmeliet and Jain 2000; 
Ruoslahti 2002), on els tumorals tenen una distribució caòtica, amb pèrdues, 
estan dilatats o tenen un diàmetre anormal, amb un número de perícits baix o 
amb la funció alterada en part degut a l’expressió alterada del VEGF i d’altres 
factors (Carmeliet and Jain 2000; Ruoslahti 2002). El VEGF va ser descrit en un 
primer moment com un factor de supervivència en EC retinals i ara se sap que ho 
és en diversos models de EC. Aquestes funcions antiapoptòtiques i de 
supervivència sembla que estan mediades per la interacció amb el VEGF-R2 
(receptor del factor de creixement de cèl·lula endotelial 2), β-catenina i la VE-
caderina (Ferrara et al. 2003). Malgrat això la teràpia contra el VEGF ha mostrat 
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que només hi ha regressió en els capil·lars tumorals nous o en la vasculatura en 
formació del ratolí nounat però no té efecte sobre la vasculatura tumoral 
quiescent o en el ratolí adult (Benjamin et al. 1999).  

El creixement tumoral es troba limitat per la rapidesa en que pot créixer la 
vasculatura per donar a la creixent massa tumoral nodriment i eliminar les 
desfetes metabòliques (Carmeliet and Jain 2000). El canvi angiogènic pel qual la 
vasculatura normal quiescent es ramifica separa la fase avascular (prevascular) 
del creixement tumoral caracteritzada per la latència tumoral, de la fase vascular 
amb un creixement exponencial del tumor. En la fase prevascular, les cèl·lules 
tumorals proliferen (de vegades amb unes taxes similars a les dels tumors 
vasculars) però l’apoptosis compensa aquesta multiplicació mantenint la massa 
tumoral en un estat estacionari. En autopsies d’individus morts per diverses 
causes diferentes del càncer s’han descobert tumors latents (Kirsch et al. 2004). 

L’activació del canvi ha estat atribuida al la sintesis o alliberament de 
factor angiogènics. La hipòtesis del balanç (Bouck et al. 1996; Hanahan and 
Folkman 1996) assumeix que els nivells de inductors i inhibidors regula l’estat 
de quiescència o angiogènesi. Aquest balanç serà alterat per la 
producció/biodisponibilitat d’inductors o mitjançant la disminució dels 
inhibidors per processament, biodisponibilitat o per canvis transcripcionals. 

L’angiogènesi és un esdeveniment primerenc en la tumorogènesi per 
poder donar cobertura a aquests requeriments, però quan el tumor creix i arriba a 
la fase exponencial de creixement, l’angiogènesi clàssica pot ser que no sigui 
suficient (Carmeliet and Jain 2000). Els tumors poden llavors crear noves 
estratègies per millorar el desenvolupament d’una vasculatura que abasti els seus 
requeriments nutricionals com pot ser la secreció de factors que afavoreixen la 
proliferació i migració endotelial, o de proteases que puguin ajudar a la 
degradació de la ECM (Carmeliet and Jain 2000). La figura 6 aporta una visió 
global dels mecanismes que els tumors segueixen per aconseguir l’aportació 
nutricional necessari per la seva progressió. Passarem a donar una breu vissió 
d’algun d’ells.  
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Figura 6. Representació esquemàtica dels tipus mes representatius de vascularització tumoral i de 
les principals proteïnes implicades en cada una d’elles. Cal dir que cap d’ells és excloent, i que un mateix 
tumor pot presentar diversos tipus al mateix temps (modificada de (Hillen and Griffioen 2007)) 

 
 

6.1. Ramificació endotelial. 
 
És el mecanisme més conegut pel qual els tumors indueixen noves 

ramificacions endotelial a partir de vasos ja preformats de l’hoste. La primera 
descripció d’aquest fenomen es remunta als 70, quan Ausprunk i Folkman 
(Ausprunk and Folkman 1977) van descriure la següent seqüència per a la 
ramificació endotelial induïda pel tumor: 

1. en primer lloc la làmina basal més proximal al tumor i a la senyal 
angiogènica és degradada i els contactes interendotelials 
disminueixen amb una posterior migració endotelial cap a 
l’estímul. 

2. Es forma un cordó sòlid de cèl·lules endotelials de manera bipolar 
3. La curvatura de una cèl·lula endotelial o la participació de més 

d’una d’elles forma el lumen del vas, amb la creació de la nova 
làmina basal i el reclutament de les cèl·lules accessòries. 

Els grans inconvenients d’aquest model són: que no explica quin és 
l’estímul que provoca la formació del nou lumen, i que la desdiferenciació i 
rediferenciació endotelials passen al mateix moment.  

Al començament dels anys 90 un altre model superava aquests 
inconvenients (Paku and Paweletz 1991): 
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1. Existeix una alteració estructural a la làmina basal que es 
caracteritza per la pèrdua de densitat electrònica en tota la 
circumferència del “vas mare”. La degradació és parcial i puntual a 
on apareixen processos cel·lulars que envaeixen el teixit connectiu. 

2. Succeeix una migració de les cèl·lules endotelials disposades en 
paral·lel, mantenint la seva polaritat lumen-làmina basal, formant 
un semilumen de manera continuada amb el lumen del “vas mare” i 
segellat per unions intactes inter-endotelials. Una làmina basal de 
baixa densitat electrònica és dipositada de manera constant per les 
cèl·lules endotelials polaritzades deixant només una petita porció de 
l’àpex lliure. 

3. Perícits proliferadors del “vas mare” migren al llarg de la làmina 
basal de la nova ramificació donant un recobriment complet. Al 
mateix temps es va depositant una nova làmina basal electro-densa. 

 
La figura 7 ens dona una visió de les dues teories. 
 

 
 

Figura 7. Ramificació endotelial. Representació esquemàtica de la ramificació endotelial segons el 
model de Ausprunk i Folkman (Alt. 1.) i el de Paku i Paweletz (Alt. 2.) . En vermell es representen les 
EC, en marró els perícits i en verd les altres cèl·lules murals d’altre origen.  

 
Dintre de les molècules implicades es troben varis factors de creixement 

com és el bFGF, implicat en la proliferació, migració i modulació de les 
molècules implicades en la unió intercel·lular de les cèl·lules endotelials. La seva 
activitat és a més sinèrgica amb altres factors implicats en l’angiogènesi (Itoh 
and Ornitz 2004). Un altre factor molt important és el VEGF que actua com a 
activador general de la proliferació de les EC, i com a factor quimiotàctic. És el 
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vasodilatador més important dels vasos existent i també augmenta la seva 
permeabilitat (Ferrara et al. 2003). També és el responsable de l’augment de 
l’expressió de MMPs i del uPA, responsables de la degradació de la ECM i de la 
posterior migració de les EC (Bergers et al. 2000). Dintre de la família dels 
VEGF i del seus receptors,  l’eix més important és el del VEGF-A/VEGF-R2 en 
l’angiogènesi per ramificació (Ferrara et al. 2003). Un altre factor important és el 
PLGF que està produït per múltiples tipus cel·lulars com poden ser les EC, les 
SMC, cèl·lules inflamatòries, i les pròpies cèl·lules tumorals . (Carmeliet et al. 
2001; Iyer and Acharya 2002). Altres factors importants són les angiopoietines 
(Davis et al. 1996; Maisonpierre et al. 1997), el TGF-β (Elliott and Blobe 2005), 
el factor de creixement derivat de les plaquetes  (PDGF) (Armulik et al. 2005), el 
EGF (Petit et al. 1997) i la IL-8 (Li et al. 2003). 

 
 

6.2. Co-opció de vasos. 
 
El creixement tumoral al llarg del que és una xarxa vascular definida se 

l’anomena co-opció de vasos. El primer model va ser descrit per Holash et al. 
(Holash et al. 1999) en el que situen a la co-opció de vasos en els primers passos 
de la tumorogènesi. Però les evidències indiquen que no només actua en una fase 
primerenca. Es troba que en cas de melanomes cutanis no existeix un creixement 
de la vasculatura cap al tumor si no que és el tumor que creix aprofitant el plexe 
peritumoral vascular preexistent en el teixit connectiu (Dome et al. 2002). El 
mateix passa en el cas del NSCLC (Pezzella et al. 1997). En aquest creixement 
alveolar les cèl·lules tumorals emplenen l’alvèol, atrapant sense destruir els 
capil·lars alveolars co-optats. Malgrat que el capil·lars dividint-se són més 
sensibles a l’apoptosi que no els quiescents (Brooks et al. 1994) la seva 
supervivència també depèn de la incorporació de microvasos madurs. La 
supervivència dels vasos co-optats està lligada al microentorn, en particular a la 
presència de citocines prosupervivència provinents dels perícits i de les proteïnes 
que es trobin en la ECM. Així el repertori molecular que faran servir les cèl·lules 
endotelials per sobreviure en un tipus de tumor o en condicions normals serà 
distint. Les molècules més importants descrites fins al moment són les 
angiopoietines i el VEGF (Holash et al. 1999). Segons el model de Holash 
l’Ang-1 activa el Tie-2 i indueix la supervivència de les EC, la seva quiescència i 
el manteniment dels vasos tumorals. De manera contrària Ang-2 es pensa que 
actua com a lligand no senyalitzador de Tie-2, antagonitzant la senyal Ang-1/Tie-
2. En els vasos co-optats l’expressió de Ang-2 evita la unió de Ang-1/Tie-2, 
causant la desestabilització de les parets dels capil·lars. Un cop les EC s’han 
separat dels perícits, aquestes es tornen especialment vulnerables. En presència 
de VEGF, es promou la supervivència de les EC i la seva ramificació, però 
l’absència de factors estimuladors provoca la regressió dels vasos desestabilitzats 
(Benjamin et al. 1999). 
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6.3. Creixement microvascular per inclusió (IMG). 
 
Es refereix a la formació d’una nova xarxa vascular a través de la inserció 

de columnes de teixit connectiu, anomenades pilars tissulars, en el lumen del vas, 
resultant en la divisió d’aquest. Aquest tipus d’angiogènesi es dóna en un gran 
nombre de teixits normals i patològics, és més ràpida i més econòmica que la 
ramificació endotelial, passa en hores o minuts i no depèn de la proliferació 
endotelial, la degradació de la làmina basal o la invasió del teixit connectiu (Kurz 
et al. 2003). La seqüència d’aconteixements es representa en la figura 8. 
a,b,a’,b’:  comença amb la invaginació de les pares oposades dels capil·lars cap 
al lumen del vas. Després de que contactin (c,c’), la bicapa endotelial (EC) i la 
làmina basal (BM) es crea una perforació central i el nou pilar augmenta en 
grandària després de que sigui envaït per fibroblasts (Fb) i perícits (Pr), que 
produiran fibres de col·lagen (Co) (d,d’). La principal funció de la IMG és la 
possibilitat d’incrementar la complexitat i la densitat de la xarxa microvascular ja 
existent creada per ramificació, independentment de la proliferació de les EC. A 
més, pot donar més superfície per a subseqüents ramificacions. Però el 
mecanisme molecular que hi ha al darrera d’aquest mecanisme és molt poc 
conegut. Els possibles candidats són citocines que serien mediadores 
d’informació entre les EC i les cèl·lules murals com el PDGF-BB, les 
angiopoietines, els seus receptors Tie, TGF-β, la proteïna quimiotàctica de 
monòcits 1 i els receptors Eph-B (Kurz et al. 2003). 

 

 
 

Figura 8. Angiogènesi per inclusió. Representació en 3-D (a-d) i en 2-D (a’-d’) dels mecanismes que 
generen l’angiogènesi per inclusió. Imatge reproduïda de .(Kurz et al. 2003) 

6.4. Angiogènesi glomerulosa. 
 
Aquesta és ben coneguda en els gliomes de grau elevat, on és una de les 

característiques histopatològiques del glioblastoma multiforme. Però aquests 
agregats vasculars (GB) també s’han descrit en altres models (Brat and Van Meir 
2001). Estan formats per diversos microvasos agregats amb una làmina basal 
debilitada a on es troben un nombre limitat de perícits. En estudis recents s’ha 
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associat la presència de marcadors de tumors agressius i una baixa supervivència 
en pacients de càncer (Straume et al. 2002). En el primer model animal de GB 
(Sundberg et al. 2001), en una primera instància les EC i els perícits proliferen 
gràcies al VEGF en absència de cèl·lules tumorals. Contrastant amb aquest 
model en un altre model de GB la formació d’aquests es dóna immediatament 
després de l’extravasació de cèl·lules tumorals i molt abans de que aparegui la 
necrosi (Dome et al. 2003), a on les cèl·lules tumorals són capaces d’empènyer 
els capil·lars i les ramificacions adjacents cap als nius de cèl·lules tumorals. Així 
en absència de ramificació endotelial la necrosis és pràcticament inexistent, 
suggerint la suficiència d’aquestes estructures a l’hora de cobrir els requeriments 
metabòlics tumorals. 

 
 

6.5. Reclutament de cèl·lules endotelials progenitores (EPC). 
 
Les EPC poden ser reclutades dels seus nínxols a partir de citocines 

secretades per tumors com ha descrit recentment Asahara et al. (Asahara and 
Kawamoto 2004). El factor de creixement més caracteritzat és el VEGF. En la 
progressió tumorals els nivells circulants de VEGF augmenten, així com el 
nombre d’EPC circulants. Després de l’arribada, és a dir després de que la EPC 
s’hagi inserit en una monocapa de EC madures, estímuls locals promouran la 
formació de molècules d’adhesió que reclutaran més EPC. Les EPC VEGF-R2, 
juntament amb les VEGF-R1 proliferen i són mobilitzades a la sang circulant, 
inserint-se en el teixit connectiu perivascular estabilitzant la vasculatura tumoral 
(Lyden et al. 2001). La importància de les cèl·lules endotelials en la creació del 
nínxol necessari per a la supervivència de la cèl·lula tumoral queda demostrada 
quan les EPC arriben primer que les cèl·lules tumorals metastàtiques facilitant la 
implantació i proliferació d’aquestes (Kaplan et al. 2005). 

 
 

6.6. Mimetisme vasculogènic. 
 
Sota el concepte de mimetisme vasculogènic es va definir l’habilitat de 

cèl·lules tumorals agressives de melanoma per expressar marcadors endotelials i 
formar estructures similars a vasculatura, riques en ECM en cultius 
tridimensionals que es tenyeixen per PAS (periodic acid shift). Aquestes 
estructures es correlacionen amb les que es troben en pacients amb tumors 
agressius (Folberg et al. 1993; Maniotis et al. 1999; Folberg et al. 2000; Seftor et 
al. 2002). Aquest fenomen també s’ha trobat en altres tipus tumorals i s’associa a 
un mal pronòstic (Liu et al. 2002; van der Schaft et al. 2005; Sun et al. 2006). 

Al principi els investigadors varen observar estructures i arcs que 
encerclaven grups de cèl·lules tumorals, tant en xenografts com en biòpsies de 
pacients amb melanoma. Aquestes estructures circulars eren riques en laminina i 
estaven encerclades de cèl·lules tumorals. Aquests grups de cèl·lules tumorals a 
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més presentaven canals entre elles i s’hi trobava plasma i eritròcits, per lo que al 
principi se’ls va anomenar vasos vasculars. Es va pensar llavors que podien 
representar una nova manera de perfundir el tumor independentment de 
l’angiogènesi. Tenim una representació d’aquest fenómen a la figura 9. 

El mimetisme vascular sembla que implica una desregulació de certs 
mecanismes cel·lulars ja que comporta una desdiferenciació cap un altre fenotip i 
pot ser detectada mitjançant diversos marcadors. I sumem-l’hi que sembla que 
aquest fenomen no pot ser inhibit mitjançant la teràpia antiangiogènica clàssica 
(van der Schaft et al. 2004). Així aquest mecanismepot ser important a l’hora de 
dissenyar teràpies antiangiogèniques. 

 

 
Figura 9. Representació esquemàtica de fenomen del mimetisme vasculogènic. (Modificada de 
(Hendrix et al. 2003)). 

 
 

6.6.1. El fenotip del mimetisme vasculogènic en càncer. 
 
Estudis anteriors en pacients amb melanoma mostraven una forta 

correlació entre un mal pronòstic i la presència d’estructures riques en ECM 
positives per tinció PAS (Hasegawa et al. 1996; Sakamoto et al. 1996; Rummelt 
et al. 1998; Seregard et al. 1998; Makitie et al. 1999; Thies et al. 2001; Warso et 
al. 2001). En algunes zones a on la vasculatura és pràcticament inexistent i no es 
presenta necrosi, aquestes estructures podien representar un nou tipus de 
microvasculatura. Però aquesta interpretació va portar molta controvèrsia dintre 
dels especialistes (McDonald et al. 2000). 
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La recerca posterior intentant aclarir el fenomen va portar descobriments 
significatius, sobretot gràcies a la comparació de línies de melanoma agressives 
envers les poc agressives. Quan sembrem cèl·lules de melanoma agressives en 
matrius de tres dimensions formen patrons de ECM envoltant a les cèl·lules 
agrupades, que es pareixen al que es pot observar en pacients (Maniotis et al. 
1999; Hess et al. 2001). En les mateixes condicions de cultiu les cèl·lules no 
agressives de melanoma no són capaces de formar aquestes estructures (Maniotis 
et al. 1999; Hess et al. 2001; Seftor et al. 2002). 

El perfil d’expressió gènica de 45 melanomes cutanis i uveals ha donat 
noves pistes sobre el fenotip d’aquestes cèl·lules (Bittner et al. 2000; Seftor et al. 
2002; Seftor et al. 2002). L’espectre de gens regulats a l’alça ens diu que són 
molts els fenotips que poden adquirir aquestes cèl·lules agressives. Alguns 
d’aquests gens s’han associat amb un fenotip embrionari i requereixen més 
investigació (Ramalho-Santos et al. 2002). 

Però l’expressió dels típics marcadors de melanoma es troba reduïda en 
aquestes cèl·lules agressives, per exemple l’expressió del factor de transcripció 
associat a la microftalmia (MITF) està inhibit en un factor de 34 envers de la 
línia poc agressiva (Bittner et al. 2000). Aquest factor de transcripció activa 
l’expressió de la tirosinasa, un enzim relacionat amb la diferenciació del 
melanòcit (Tachibana et al. 1996) també desregulat. Així sembla que les cèl·lules 
de melanoma per adquirir un fenotip agressiu el que fan és desdiferenciar-se, fent 
encara més complicada la seva identificació mitjançant tècniques 
histopatològiques clàssiques. 

Molts dels gens que es troben regulats a l’alça en melanoma agressiu estan 
vinculats amb angiogènesi o vasculogènesi, com el gen que codifica per la VE-
cadherina, EphA2, i la cadena gamma de la laminina (Hendrix et al. 2001; Hess 
et al. 2001; Seftor et al. 2001). Aquestes proteïnes són necessàries per la 
formació i manteniment de la vasculatura (Risau 1997; Hynes et al. 1999; 
Carmeliet 2000).  

La VE-cadherina és una molècula d’adhesió específica d’endoteli que 
promou interaccions homotípiques cèl·lula-cèl·lula (Hynes 1992; Lampugnani et 
al. 1992). EphA2 és un receptor que forma part de la família dels receptors 
d’efrina (Pasquale 1997). La unió del seu lligand ephrin-A1 provoca la seva 
fosforilació i la senyalització (Rosenberg et al. 1997), i aquesta via s’ha 
relacionat amb la proliferació de les cèl·lules tumorals (Straume and Akslen 
2002). Nivells elevats d’expressió s’han relacionat amb el creixement de 
melanomes i una pitjor taxa de supervivència (Easty et al. 1999). 

Les laminines són components molt importants de les membranes basals, i 
regulen múltiples processos entre ells l’angiogènesi (Malinda and Kleinman 
1996). El tall proteolític de les laminines, especialment la cadena 5γ2 pot alterar 
el comportament migratori de certs tipus cel·lulars (Giannelli et al. 1997; 
Malinda et al. 1999; Koshikawa et al. 2000; Straume and Akslen 2002), així la 
laminina podria ser un inductor en el microentorn al facilitar la progressió 
tumoral.  

En relació al fenomen del mimetisme vasculogènic a nivell proteic, tant la 
VE-cadherina, com la EphA2 i la cadena 5γ2 de la laminina només s’expressen 
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en línies agressives i no en las no agressives o en les que ho són poc (Hendrix et 
al. 2001; Hess et al. 2001; Seftor et al. 2001). Modificant els nivells d’aquestes 
proteïnes i portant assaigs de formació de túbuls in vitro s’ha pogut comprovar 
que la inhibició completa d’aquestes proteïnes implica la disrupció de la 
formació d’aquestes estructures (Hendrix et al. 2001; Hess et al. 2001; Seftor et 
al. 2001). 

Una altra aproximació ha permès determinar que les matrius 
precondicionades per línies agressives són capaces d’induir un fenotip de 
mimetisme vascular en aquelles que no ho són (Seftor et al. 2001). Aquest estudi 
indica la necessitat de cooperació entre la cadena 5γ2 de la laminina, la MMP-2 i 
la MT1-MMP en el mimetisme vascular de melanoma. La laminina co-localitza a 
més amb les estructures positives per a tinció de PAS, tant in vivo com in vitro. 
Aquestes dades indiquen que les cèl·lules de melanoma agressives dipositen 
senyals al microentorn tumoral. Aquests senyals són els fragments de tall de la 
cadena 5γ2 de la laminina produïts per la MMP-2 i la MT1-MMP i la inducció 
del mimetisme en les cèl·lules poc agressives implica l’expressió de marcadors 
com la VE-cadherina, la EphA2 i la cadena 5γ2 de la laminina. Si s’inhibeix 
l’acció de les MMP’s mitjançant tetraciclines modificades aquesta inducció de 
fenotip se neutralitza (Seftor et al. 2002). Si a més el que fem és posar 
melanòcits normals en matrius precondicionades per melanomes agressius 
aquestes a més de presentar un fenotip vasculogènic el que fan és sobreexpressar 
marcadors relacionats amb aquest fenomen (Seftor et al. 2005). Aquestes 
aproximacions ens donen més indicacions sobre la importància del microentorn 
en el destí cel·lular. Un altre inductor d’aquest tipus de plasticitat tumoral és la 
hipòxia com s’ha descrit en el cas del sarcoma d’Ewing (van der Schaft et al. 
2005). Aquest tipus de sarcoma que es presenta sobre tot en l’adolescència va ser 
descrit primerament com un endotelioma (Ewing 1921) degut al elevat contingut 
de glòbuls vermells en aquests tumors.Aquest recent treball de van der Schaft et 
al. descriu com a factor inductor del fenotip vasculogènic a la hipòxia elevant els 
nivells de les proteïnes implicades en aquest procés (van der Schaft et al. 2005). 
Cal afegir que el la densitat vasculars en aquests tumors és molt baixa, i que la 
presència de estructures positives per PAS té un 95% de prevalença en la seva 
cohort a més de que la presència de metàstasi en el diagnòstic és del 25%.  

6.6.2. Implicacions terapèutiques del mimetisme vasculogènic. 
 
Tot i això malgrat ser cèl·lules tumorals amb característiques endotelials 

les teràpies antiangiogèniques clàssiques no funcionen. Dintre de totes les 
molècules, les clàssiques angiogèniques com el VEGF, bEGF o el PDGF no han 
obtingut resultats a l’hora d’induir el mimetisme vasculogènic en cèl·lules poc 
agressives de melanoma (Maniotis et al. 1999). Això és un indicatiu de que els 
senyals que activen les vies angiogèniques clàssiques no són les mateixes que 
activen el mimetisme vasculogènic. A més les teràpies antiangiogèniques 
clàssiques no inhibeixen la formació de les estructures pseudovasculars (van der 
Schaft et al. 2004). Fins al moment nomes les tetraciclines modificades 
químicament, que tenen una activitat inhibitòria enfront de les MMP, han donat 
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resultats a l’hora d’inhibir la formació de les estructures pseudovasculars (Seftor 
et al. 2002) però la seva administració ha donat efectes secundaris prou 
importants (Ghate et al. 2001). 
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Objectives. 
 
Working hypothesis: 

ADAMTS1 has a multimodular structure that is potentially involved 

in the interaction with ECM components. These interactions could explain 

the controversial roles given to ADAMTS1 in cancer progression. The 

knowledge of possible partners/substrates could unravel the mecanisms that 

underlies ADAMTS1 actions and consequences. 

 

Accordingly, our main objectives were: 

(i) Look for ADAMTS1 partners and potential 

substrates by different biochemical approaches. 

(ii) Unravel the molecular and functional implications of 

such interaction. 

(iii) Ascertain the consequences of the interaction in 

tumor progression. 
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Results. 
 

ADAMTS1 interacts with, cleaves and modifies the 
extracellular location of the matrix inhibitor Tissue Factor 
Pathway Inhibitor-2 (TFPI-2). 
 (Work published in Journal of Biological Chemistry, Jun 30;281(26):17827-37) 

 
 

Identification of TFPI-2 as an interacting protein of ADAMTS1.  
 
A yeast two-hybrid screen of a human placenta cDNA library was 

performed to identify ADAMTS1 interacting proteins. Given the multi-domain 
structure of ADAMTS1 and the high probability of false positive clones, we 
decided to perform the screen using discrete modular domains of the coding 
region. A fragment of human ADAMTS1 containing the first thrombospondin 
type I repeat (TSR) and part of the Cysteine-Rich region (encoding aa residues 
540 to 666) was used as bait (Figure 10). Among several positive clones 
identified, the sequencing of the clone F2,3.3 included an insert that 
corresponded to the complete 3’-end (from nucleotide 258) of the human tissue 
factor pathway inhibitor-2 cDNA (accession number NM_006528). This 
sequence encoded for the entire C-terminal TFPI-2 protein (from aa residue 62) 
that included the last two Kunitz inhibitory domains (Figure 10). 

 

 
 
Figure 10. Schematic representation of the ADAMTS1 and TFPI-2 proteins. The inset shows the 
ADAMTS1 domain used as bait and the TFPI-2 interacting region as revealed by the yeast two-hybrid 
screen. SP, signal peptide; Cys-Rich, cysteine-rich domain; TSR, thrombospondin type I repeat; GAL4, 
yeast transcription activator; BD, binding domain; AD, activating domain. 
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Interaction of TFPI-2 and ADAMTS1 in a cell culture model.  
 
To confirm the ADAMTS1/TFPI–2 interaction, we performed co-

immunoprecipitation studies in a mammalian cell-based system. 293T cells that 
constitutively over-expressed ADAMTS1 were transiently transfected with a 
TFPI-2-Myc chimera construct (scheme in Figure 38, Material and Methods) or a 
control vector. Conditioned medium from these cells was independently 
subjected to immuno-precipitation with Myc and ADAMTS1 monoclonal 
antibodies (Figure 11A). Both α and β TFPI-2 isoforms were pulled-down with 
the Myc antibody; the γ TFPI-2 isoform, however, was not adequately resolved. 
In addition, p87-ADAMTS1 was observed to co-immunoprecipitate with the 
Myc antibody in the presence of TFPI-2, suggesting a specific interaction 
between these two proteins. To avoid antibody cross-reactivity, Western-blot 
analyses were done with rabbit and guinea pig polyclonal antibodies to detect 
TFPI-2 and ADAMTS1 proteins, respectively. When the ADAMTS1 monoclonal 
antibody that recognizes all the forms of the protease was used in 
immunoprecipitation experiments, we observed the co-precipitation of both α 
and β TFPI-2 isoforms; again the γ TFPI-2 isoform was not identified (Figure 
11A). Also, in this experiment, the antibodies used for the final detection were 
different than the ones used to pull-down the complexes. 

Further validation of the interaction was achieved on 293T parental cells 
previously treated with phorbol esters (phorbol-12-myristate-13-acetate, PMA). 
This stimulus is known to induce the expression of TFPI-2 (Iochmann et al. 
2002) and here we demonstrate that it also induces ADAMTS1 expression 
(Figure 11). For these assays, conditioned medium from 293T cells that were 
either treated or not treated with PMA for 48 h was harvested and 
immunoprecipitated with the ADAMTS1 monoclonal antibody. As expected, the 
analysis of these complexes revealed the presence of both ADAMTS1 and TFPI-
2 only when the cells were stimulated with PMA (Figure 11B).  
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Figure 11. Interaction of ADAMTS1 and TFPI-2 in a cell-based system. A, 293T cells that over-
express ADAMTS1 were transiently transfected with the TFPI-2-Myc or control expression vector. 3 ml 
of conditioned medium were collected, pre-absorbed and subjected to co-immunoprecipitaton with either 
a Myc or ADAMTS1 monoclonal antibody as described in Material and Methods. Total extracts are the 
result of concentrating 0.5 ml of the same conditioned medium subjected to immunoprecipitation. B, 
After parental 293T cells were treated with PMA for 48 h, 8 ml of conditioned medium were pre-
absorbed and subjected to co-immunoprecipitation with an ADAMTS1 monoclonal antibody as described 
in experimental procedures. To visualize the total amounts of both proteins 2 ml of the same conditioned 
medium were concentrated. Western blots were performed with polyclonal antibodies for ADAMTS1 and 
TFPI-2. 
α, β and γ represent different glycosylated TFPI-2 forms; p110, p87 and p65 represent different 
ADAMTS1 forms. 
 
 

TFPI-2 is a substrate of ADAMTS1.  
 
TFPI-2 is a broad-spectrum protease inhibitor that targets both serine 

proteases and matrix metalloproteases. Thus, we first speculated that TFPI-2 
could function as an endogenous inhibitor of ADAMTS1. To test this hypothesis, 
we evaluated the effect of TFPI-2 on aggrecan and syndecan-4 proteolytic 
assays, as these proteoglycans are known substrates for ADAMTS1 [(Rodriguez-
Manzaneque et al. 2002) and J.C. Rodriguez-Manzaneque, D. Carpizo, M. C. 
Plaza-Calonge, A.X. Torres-Collado, S. N-M Thai, M. Simons, A. Horowitz and 
M. L. Iruela-Arispe, submitted for publication]. However, the presence of TFPI-2 
did not alter the proteolytic activity of ADAMTS1 on these substrates (data not 
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shown). We then considered the potential effect of ADAMTS1 on TFPI-2. Cells 
over-expressing the inhibitor were transfected with either wild-type ADAMTS1 
or the catalytically inactive form [zinc-binding site mutant (E385>A)-ADAMTS1 
(Rodriguez-Manzaneque et al. 2002)]. As seen in Figure 12A (last three lanes), 
the presence of ADAMTS1 resulted in increased levels of TFPI-2 in the 
conditioned media together with an apparent shift in the pattern of secreted 
isoforms. In contrast, this effect was not observed on cells transfected with the 
catalytically inactive ADAMTS1. To better understand this process, we used two 
types of arrows to indicate the different states of TFPI-2 isoforms, where the 
black arrow indicates the primary TFPI-2 products and the white arrow 
corresponds to the forms originated in the presence of ADAMTS1. Stars next to 
the bands also denote the new forms. We evaluated TFPI-2 levels in the presence 
of heparin, known to release ECM-bound and cell surface-anchored TFPI-2 (Liu 
et al. 1999). Although the overall quantities of soluble TFPI-2 were equivalent 
under these conditions, the mentioned changes in the pattern of TFPI-2 secreted 
isoforms persisted in the presence of ADAMTS1 (Figure 12). When the cell 
layer compartment was analyzed, the α-isoform of TFPI-2 was found to be 
predominant (Figure 12). A slight decrease of this form was observed in the 
presence of ADAMTS1 but no evidence of additional products appeared, which 
is indicative of the extracellular nature of this event. According to these data, we 
further explored the possibility that these changes in TFPI-2 are due to 
proteolysis by ADAMTS1. 

 

 
Figure 12. Identification of TFPI-2 as a substrate of ADAMTS1 (I). 293T cells that over-express 
TFPI-2 were transiently transfected with the full-length ADAMTS1 (ATS1), the catalytic inactive mutant 
(E385>A)-ADAMTS1 (Inact. ATS1) or a control expression vector (Control). 24 h after transfection, cells 
were serum-deprived and, when indicated, treated with heparin. 0.5 ml of conditioned media and 100 µg 
of cell layer were concentrated and subjected to analysis by Western blot with the TFPI-2 polyclonal 
antibody. 
Black arrows indicate the primary TFPI-2 isoforms and white arrows indicate the modified isoforms in 
the presence of ADAMTS1. Stars point to the modified isoforms in the presence of the protease. 
 

It has been previously reported that differences between TFPI-2 isoforms 
are due to post-translational glycosylation events (Rao et al. 1996). To facilitate 
our evaluation, the glycosylation inhibitor tunicamycin was included in this 
analysis. Tunicamycin treatment resulted in the appearance of two main bands of 
TFPI-2 (Figure 13): the highly glycosylated α isoform that appears more 
abundantly in normal conditions and the under-glycosylated γ TFPI-2 isoform. 
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Treatment with tunicamycin did not fully prevent the synthesis of the α isoform 
but increased the level of the γ isoform. Interestingly, the differences in the 
pattern of secreted isoforms imposed by ADAMTS1 persisted and the treatment 
with tunicamycin made the shift more apparent (Figure 13). In addition, 
treatment with the metalloprotease inhibitor BB94 caused the normalization of 
the TFPI-2 pattern in the presence of ADAMTS1. This effect was clearly noted 
in the presence of tunicamycin (Figure 13). ADAMTS1 was also evaluated to 
verify that tunicamycin and BB94 treatments did not alter its relative levels in the 
conditioned medium. 

 

 
 
Figure 13. Identification of TFPI-2 as a substrate of ADAMTS1 (II). 293T cells that over-express 
TFPI-2 were transiently transfected with full-length ADAMTS1 or a control expression vector. 24 h after 
transfection, cells were serum-deprived and treated with BB94 and Tunicamycin as indicated. 
Conditioned medium was harvested 48 h after treatment and the presence of TFPI-2 and ADAMTS1 was 
determined by Western blot analysis with the detailed antibodies. 
Black arrows indicate the primary TFPI-2 isoforms and white arrows indicate the modified isoforms in 
the presence of ADAMTS1. Stars point to the modified isoforms in the presence of the protease. 

 
To gain information as to the approximate location of the cleavage site, 

we used the TFPI-2 construct that possessed a Myc-tag flag in the carboxyl-
terminal region (TFPI-2-Myc) (Scheme in Figure 38, Material and Methods). 
Analysis of conditioned medium of cells transfected with this construct revealed 
that the TFPI-2 forms that appeared shifted in the presence of ADAMTS1 (white 
arrows and stars in Figure 14A), were not recognized by the Myc antibody, 
although the amounts of protein were substantial. This observation indicated that 
the processing of TFPI-2-Myc occurred at the C-terminal fragment that provokes 
the release of the Myc-tag. We also performed de-glycosylation treatments with 
N-glycosydase F of this conditioned medium containing secreted TFPI-2-Myc in 
the absence and presence of ADAMTS1. Although not fully efficient, such 
treatment provoked an enrichment of under-glycosylated forms and the 
mentioned changes in motility persisted, supporting the existence of a catalytic 
process. Again, re-probing of this membrane with the Myc-antibody confirmed 
the deletion of the C-terminal fragment in all forms by the action of ADAMTS1 
(Figure 14B). Importantly, we were able to visualize the released C-terminal 
fragment with an apparent molecular weight of approximately 6 kDa, by 
concentration of high amounts of conditioned media and further resolution in 
Tricine gels (Figure 14C). 
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To prove that this cleavage is performed by ADAMTS1, we took 
advantage of the His-tag present in the TFPI-2-Myc chimera. We purified this 
recombinant form under denaturing conditions using Ni-NTA agarose and 
treated it at 37 ºC for 16 h with purified recombinant ADAMTS1 (Rodriguez-
Manzaneque et al. 2000) (pATS1 in Fig. 14D) and compared with conditioned 
media containing non-purified ADAMTS1 (npATS1 in Fig. 14D).  This 
digestion raised the same pattern of bands and the deletion of the C-terminal end 
of TFPI-2-Myc was confirmed by Western blot analysis with the Myc antibody 
(Fig. 14D). 
 

 
 

Figure 14. ADAMTS1 cleaves TFPI-2 at its C-terminal domain. A, 293T cells that over-express TFPI-
2-Myc were transiently transfected with full-length ADAMTS1 or a mock expression vector. 24 h after 
transfection, cells were serum-deprived. After 48 h, 0.5 ml of conditioned media were concentrated and 
subjected to analysis by Western blot with a TFPI-2 polyclonal antibody. Same western was stripped and 
re-probed with a Myc monoclonal antibody. B, From cells as A, 0.5 ml of conditioned media were 
methanol-precipated and incubated in the presence of N-glycosidase F. Samples were finally analyzed by 
Western blot with TFPI-2 and Myc antibodies. C, From cells as A, 8 ml of conditioned media were 
concentrated, resolved in 18% Tricine gels and analyzed by Western blot with a Myc monoclonal 
antibody. D, Purified TFPI-2-Myc protein was incubated with reaction buffer and 293T conditioned 
media in the absence and presence of purified (pATS1) and non-purifed ADAMTS1 (npATS1). These 
samples and the starting material were resolved and analyzed by Western blot. 
Black arrows indicate the primary TFPI-2 isoforms and white arrows indicate the modified isoforms in 
the presence of ADAMTS1. Stars point to the modified isoforms in the presence of the protease. 

 
 

Protease-sensitivity of TFPI-2 C-terminal region.  
 
A close analysis of this sequence reveals an enrichment of basic residues 

(R and K) that suggested its sensitivity to plasmin and thrombin proteases. In 
addition, the equivalent region in TFPI is sensitive to the action of such enzymes 
(Ohkura et al. 1997; Li and Wun 1998). Accordingly, the addition of plasmin and 
thrombin to 293T cells over-expressing TFPI-2-Myc construct caused a similar 
cleavage pattern observed with ADAMTS1 (Figure 15). The release of the C-
terminal fragment was demonstrated by analysis with a Myc antibody. To 
confirm the specificity of these catalytic events and the independence of the 
ADAMTS1 action, we used specific serine-protease inhibitors for plasmin and 
thrombin, such as aprotinin and leupeptin, respectively. As expected, the 
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presence of these inhibitors blocked the action of plasmin and thrombin but it did 
not have any effect on ADAMTS1 activity. 

 

 
Figure 15. Protease-sensitivity of TFPI-2 C-terminal region (I). 293T cells that over-express TFPI-2-
Myc were transfected with ADAMTS1 or control vector. 24 h after transfection, cells were serum-
deprived and treated with plasmin, thrombin, aprotinin and/or leupeptin as indicated. After 24 h, 0.5 ml of 
conditioned media were concentrated and subjected to analysis by Western blot with TFPI-2, Myc, and 
ADAMTS1 antibodies. 

 

The observed shifts in the sizes of TFPI-2 isoforms indicated that the 
cleavage sequence for ADAMTS1 and serine-proteases is located in the final 2-
2.5 kDa portion of TFPI-2. To test this further, we generated a truncated TFPI-2 
form (∆CTFPI-2-Myc) designed to lack the cleaved region (from aa 215) but it 
still retained the last Kunitz-type domain, that finishes at aa 208. A Myc tag was 
also added at the C-terminal end of this truncated version (scheme in Figure 38, 
Material and Methods). Transfection experiments with this TFPI-2 form in the 
absence and presence of ADAMTS1 showed no changes in the pattern of 
secreted isoforms in contrast with the full-length TFPI-2-Myc construct (Figure 
16, top panel). Re-probing the same membrane with a Myc antibody showed an 
identical profile to that given by the TFPI-2 antibody (Figure 16, bottom panel). 
These results demonstrated that the cleavage site is located at the deleted region 
and it does not affect the Kunitz inhibitory domains. 
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Figure 16. Protease-sensitivity of TFPI-2 C-terminal region (II). 293T cells were transiently co-
transfected with full-length ADAMTS1, TFPI-2-Myc, and ∆CTFPI2-Myc expression vectors as 
indicated. 24 h after transfection, cells were serum-deprived. After 48 h, 0.5 ml of conditioned media 
were concentrated and subjected to analysis by Western blot with TFPI-2 and Myc antibodies. 
 

In addition, to confirm that the tested serine-proteases acted at the same 
region as ADAMTS1, we performed similar assays with the truncated ∆CTFPI-
2-Myc construct resistant to ADAMTS1 activity. Both plasmin and thrombin did 
not exert any catalytic action on this TFPI-2 construct that lacked the C-terminal 
region (Figure 17), confirming the sensitivity of this region to proteases of 
diverse nature. 

 
 

Figure 17. Protease-sensitivity of TFPI-2 C-terminal region (III). 293T cells were transiently 
transfected with TFPI-2-Myc or ∆CTFPI2-Myc vectors as indicated. 24 h after transfection, cells were 
serum-deprived and treated with plasmin or thrombin as indicated. After 24 h, 0.5 ml of conditioned 
media were concentrated and subjected to analysis by Western blot with TFPI-2 and Myc antibodies 

 
 

Requirements for the cleavage of TFPI-2. 
 
Because ADAMTS1 and TFPI-2 are secreted molecules that associate 

with the ECM and the cell surface, we explored the requirements of proximity 
and/or co-location between these two factors for the cleavage of TFPI-2 to occur. 
First, in addition to the co-transfection assays that illustrated a potential cis 
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cleavage and autocrine mode of action, we performed co-culture experiments 
with two cell populations that over-expressed ADAMTS1 and TFPI-2 
independently. Under both experimental conditions we observed the same shift 
in TFPI-2 pattern in the presence of ADAMTS1 (Figure 18). These results 
demonstrated that ADAMTS1 activity on TFPI-2 could take place in a 
juxtacrine, paracrine and/or autocrine manner. 

 

 
 

Figure 18. Requirements for the cleavage of TFPI-2 (I). 293T cells that over-express TFPI-2 were 
seeded at 2x105 cell/ml in a 6-well plate. As indicated, these cells were transfected with ADAMTS1 or 
mock expression vector, or co-cultured with 293T control or 293T over-expressing ADAMTS1 cells. 24 
h after transfection or co-culture, cells were serum-deprived. After 72 h, 0.5 ml of conditioned medium 
was collected and the presence of TFPI-2 and ADAMTS1 was determined by Western blot analysis with 
ADAMTS1 and TFPI-2 antibodies. 
 

As shown above, the interaction between ADAMTS1 and TFPI-2 is 
mediated by the ADAMTS1 domain containing the thrombospondin-repeats 
(TSRs). However, such experiments did not determine if the interaction is 
required for the cleavage of TFPI-2. Now, 293T cells over-expressing TFPI-2 
were transiently transfected with either full length ADAMTS1 or a truncated 
ADAMTS1 construct that lacked all TSRs but still contained an intact catalytic 
domain (Luque et al. 2003). Although high levels of the truncated ADAMTS1 
form were observed by Western blot analysis with a Myc antibody (Figure 19, 
right panels), cleaved forms of the TFPI-2 molecule were not detected (Figure 
19, left panels). In contrast, the full length protease released the expected 
isoforms of TFPI-2. 
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Figure 19. Requirements for the cleavage of TFPI-2 (II).  293T cells that over-express TFPI-2-Myc 
were transiently transfected with full-length ADAMTS1 and ∆TSRs-ADAMTS1 vectors as indicated. 24 
h after transfection, cells were serum-deprived. After 24 h, 0.5 ml of conditioned media were 
concentrated and subjected to analysis by Western blot with TFPI-2, Myc and ADAMTS1 antibodies. 
The Myc antibody recognizes both TFPI-2-Myc and ∆TSRs-ADAMTS1 proteins. 

 
 

Effects of ADAMTS1 in the extracellular location of TFPI-2 protein in 
vivo. 

 
To test the significance of the described cleavage of TFPI-2 at its C-

terminal domain, we performed several experiments with potential functional 
consequences. As a first approach, we used an endothelial cell model as a 
recognized cellular target for the action of both molecules. We added exogenous 
ADAMTS1 and TFPI-2 purified proteins on endothelial cell monolayers. In this 
assay we confirmed the affinity of TFPI-2 for the ECM compartment (Figure 
19A). In addition, we evaluated the levels of TFPI-2 anchored to the cellular 
compartment in the presence of p87-ADAMTS1 purified protein. TFPI-2 levels 
in the cell layer were significantly diminished when p87 was added (Figure 
20A). This is likely the result of the direct cleavage of the C-terminal domain of 
TFPI-2 that provides affinity to matrix components. Althought this assay 
confirmed the displacement of TFPI-2 by ADAMTS1, the experiment cannot 
rule out the possibility that ADAMTS1 is targeting additional proteins in the cell 
layer that are directly responsible for TFPI-2 anchorage. As a second approach, 
we used total conditioned media from TFPI-2-Myc over-expressing 293T cells 
that were previously transfected with ADAMTS1 or control vector. The presence 
of TFPI-2 in these conditioned media was demonstrated earlier (Figure 13). After 
endothelial cultures were treated with these conditioned media for 24 h, we 
analyzed both cell layer and conditioned media. According to our previous 
observations, most TFPI-2 remained soluble and the isoforms that anchored to 
the cellular compartment appeared to be highly glycosylated and un-cleaved 
(Figure 20B). A slight but consistent decrease of TFPI-2 bound to the cell layer 
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was observed in the presence of ADAMTS1. This observation is consistent with 
the cleavage of TFPI-2. Conversely, analysis of the conditioned media showed 
an increase of cleaved TFPI-2 that lacked the Myc-containing C-terminal end in 
the presence of ADAMTS1. We also observed important levels of the cleaved 
TFPI-2 form even in the absence of ADAMTS1 (third lane, Figure 20B); this is 
probably due to the activity of additional proteases, in agreement with our 
previous results. 

 

 
 

Figure 20. ADAMTS1 affects the location of TFPI-2 protein in vivo. A, Lung endothelial cells (LE) 
were treated with purified TFPI-2 (3.2 µg) and p87-ADAMTS1 (4 µg). After 36 hours of treatment, cell 
layer and conditioned media were collected and analyzed by Western blot with a TFPI-2 antibody. B, LE 
cultures were treated with conditioned media from TFPI-2-Myc over-expressing 293T cells transiently 
transfected with ADAMTS1 or control vector. After 24 h of treatment, cell layer and conditioned media 
were collected and analyzed by Western blot with TFPI-2 and Myc antibodies. 

 
In order to assess the magnitude of a functional in vivo interaction 

between ADAMTS1 and TFPI-2, we performed tumor xenograft assays in mice 
with cell lines over-expressing these molecules. Given the results presented 
above showing that ADAMTS1 could act in a juxtacrine and/or paracrine 
manner, we approached these assays by co-injecting equal amount of ADAMTS1 
and TFPI-2 over-expressing cells, alone (with control cells) or in combination. 
The presence of ADAMTS1 was confirmed in those tumors extracts that were 
originated from ADAMTS1-expressing cells. No changes in ADAMTS1 levels 
were noted by the presence or absence of TFPI-2-expressing cells. However, we 
did observe markedly reduced protein levels of TFPI-2 in those tumors 
originated by the co-injection of TFPI-2 and ADAMTS1-expressing cells (Figure 
21A). These results, though more dramatic, are in agreement with our previous 
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observations in a cell-based system where ADAMTS1 promoted TFPI-2 
removal/solubilization from the ECM and cell-surface to the culture medium. To 
assess if changes in TFPI-2 protein levels might be originated by alterations in 
mRNA expression in the xenograft or by the predominant growth of ADAMTS1-
expressing cell population versus the co-injected TFPI-2-expressing cells, we 
extracted total RNA from tumor samples and performed reverse-transcription 
followed by primer-specific PCR. As shown in Figure 21B, TFPI-2 mRNA 
levels were consistently similar in the absence or presence of ADAMTS1. Once 
we ruled out the possibility of changes in RNA expression, we attempted to 
evaluate TFPI-2 levels in the plasma. Unfortunately, our experimental approach 
was not sensitive enough to detect TFPI-2 levels (data not shown). We concluded 
that TFPI-2 protein levels were decreased in tumor xenografts in a manner that is 
dependent on the presence of ADAMTS1 and is likely the result of TFPI-2 
processing by ADAMTS1. Regarding the final destination of the released TFPI-
2, it is not clear if it was rapidly degraded or was re-directed to an unknown 
location. To ascertain that this effect is specific for TFPI-2, we analyzed the 
endogenous presence of the closely related TFPI protein. We first verified the 
basal levels of this protein as a single 31-kDa band. Further determinations of 
TFPI in the different tumor extracts did not show any evidence of mobilization or 
proteolytic cleavage in the presence or absence of ADAMTS1 (Figure 21C) 
confirming the specificity of the findings for TFPI-2. 
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Figure 21. ADAMTS1 affects the location of TFPI-2 in tumor xenografts. A, Tumor lysates (500 µg 
of total protein) from different xenografts in the absence or presence of ADAMTS1 and TFPI-2 were 
heparin-purified and analyzed by Western blot for the presence of these molecules with the respective 
polyclonal antibodies. The determination of actin levels was used to assess loading levels. B, Total RNA 
(0.5 µg) from tumor samples was subjected to RT-PCR with specific oligos for TFPI-2 and actin (upper 
and lower panels respectively) according to Material and Methods. C, Tumor lysates (100 µg of total 
protein) from different xenografts were directly analyzed by Western blot for the presence and state of the 
inhibitor TFPI. Actin was used to assess loading levels.  
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Induction of tumor cell plasticity by the metalloprotease 
ADAMTS1: Evidences for a role of Tissue Factor Pathway 
Inhibitor-2. 
 
 

Presence of TFPI-2 and ADAMTS1 in vasculogenic mimicry presenting 
cells. 

 
The presence of TFPI-2 has been previously reported as a relevant 

molecule in melanoma vasculogenic mimicry (VM) (Ruf et al. 2003). According 
to the functional interaction of TFPI-2 with the metalloprotease ADAMTS1, 
showed in previous section, we decided to explore the presence of both 
molecules in various melanoma and Ewing sarcoma cell lines that have been 
already outlined as positive (EW7, C8161, MUM2B) or negative (RD-ES, SIM, 
C81-61, MUM2C) VM cells (Maniotis et al. 1999; van der Schaft et al. 2005). 
The expression of both ADAMTS1 and TFPI-2 molecules was assessed at RNA 
and protein levels. For RNA analysis, we performed end point PCR with specific 
primers for a set of relevant genes that included: ADAMTS1, ADAMTS4, TFPI, 
TFPI-2, MMP-2, and actin as a loading control (Figure 22). The most remarkable 
finding was the unique presence of TFPI-2 in VM+ cells, that extends to sarcoma 
this previously reported finding in melanoma. Importantly, the expression of 
ADAMTS1, although detected in all cell lines, it appears increased in VM+ cells 
(EW7, C8161 and MUM2B). Conversely, the expression pattern of the related 
ADAMTS4 is associated to VM- cells, in all sarcoma and melanoma cells tested. 
Moreover, MMP-2 RNA levels appeared more significant in VM+ cells, 
according to the proposed role of this protease in VM mechanism (Seftor et al. 
2001).  
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Figure 22. Demonstration of TFPI-2 and ADAMTS1 presence in VM positive cell lines (I). Total 
RNA (0.5 µg) from tumor samples was subjected to RT-PCR with specific oligos for ADAMTS1, 
ADAMTS4, TFPI, TFPI-2, MMP-2 and actin of RD-ES (-), SIM/EW27 (-), EW7 (+), C81-61 (-), C8161 
(+), MUM2B (+), MUM2C (-), according to Material and Methods procedures. Tube forming + and – 
refers to the ability of these cells to form or not to form pseudo-capillary structures in vitro. 
 

RNA levels of both ADAMTS1 and TFPI-2 were also confirmed by 
quantitative RT-PCR (Figure 23).  
 
 

 
 
Figure 23. Demonstration of TFPI-2 and ADAMTS1 presence in VM positive cell lines (II). Total 
RNA (0.5 µg) from cells was subjected to quantitative RT-PCR with specific oligos for ADAMTS1 and 
TFPI-2. Every experiment was performed at least 2 times. Tube forming + and – refers to the ability of 
these cells to form or not to form pseudo-capillary structures in vitro. 
 

The presence of the respective proteins was determined by western blot 
analysis of the conditioned media (Figure 24). According to previous reports and 
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our own findings that showed that phorbol esters upregulate the expression of 
both ADAMTS1 (previosly in this work) and TFPI-2 (Iochmann et al. 2002), we 
decided to include PMA treatments in these analyses. As showed, we clearly 
detected both proteins in the conditioned medium of VM+ cell lines, and absent 
or very low detectable amounts were observed in the non-aggressive cells. The 
detected pattern of ADAMTS1 and TFPI-2 proteins corresponded with the 
described processed forms of ADAMTS1 (Rodriguez-Manzaneque et al. 2000) 
and the different glycosilated variants of TFPI-2 (Rao et al. 1996). Note that 
PMA treatment provokes a clear up-regulation just in those cell lines with 
significant basal levels (Figure 24). Finally, the expression of ADAMTS1 in 
MUM2C cells, observed at the RNA level, it was not confirmed by western blot 
analysis. 

 
 

 
 
Figure 24. Demonstration of TFPI-2 and ADAMTS1 presence in VM positive cell lines (III). 
Melanoma and Ewing sarcoma cell lines were seeded on T-75 flasks. When reached 80% confluency, 
cells were rinsed, serum deprived and treated with or without PMA. After 48 h, 10 ml of conditioned 
medium was collected and the presence of TFPI-2 and ADAMTS1 was determined by Western blot 
analysis with ADAMTS1 and TFPI-2 antibodies. 
 

 

Basal cleavage of TFPI-2 in VM+ cells. 
 
In line with our previous observations, that demonstrated the cleavage of 

TFPI-2 by ADAMTS1 at its C-terminal end, we analyzed the status of TFPI-2 in 
those cell lines where its expression concurs with the endogenous presence of 
ADAMTS1. Given the complexity of TFPI-2 isoforms, we performed de-
glycosylation treatments with N-glycosydase F, of EW7 conditioned media or 
ECM from MUM2B and C8161 (Figure 25). This treatment provoked an 
enrichment of the under-glycosylated form (γ TFPI-2) and it allowed the 
detection of an additional band with lower motility (white arrow), supporting the 
existence of a catalytic fragment.  
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Figure 25. Demonstration of TFPI-2 cleavage in aggressive cell lines (I). Conditioned media (EW7) or 
ECM (MUM2B and C8161) were methanol-precipated and incubated in the presence of N-glycosidase F. 
Samples were finally analyzed by Western blot with TFPI-2 antibody. 
 

Further demonstration of this proteolytic event was approached by parallel 
transient transfections of a TFPI-2-Myc and a C-terminal truncated ∆CTFPI-2-
Myc chimeras, both containing a Myc tag at its C-terminal end; this truncated 
version was shown to be resistant to the action of ADAMTS1 as is showed in our 
previous results (Figure 16). In EW7 cells, the detected levels of Myc-positive 
bands were significantly decreased for the full length TFPI-2-Myc construct, 
outcome of a proteolytic process, in comparison with the catalytically-resistant 
∆CTFPI-2-Myc (Figure 26A). Given the existence of important levels of the 
endogenous TFPI-2 protein, western blot analysis with a TFPI-2 antibody did not 
show significant differences. Same transfection efficiency of each construct was 
confirmed in 293T cells, that lacked both ADAMTS1 and TFPI-2. Using this cell 
line, the levels of Myc-positive bands was not altered among the two used 
constructs (Figure 26B). 
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Figure 26. Demonstration of TFPI-2 cleavage in aggressive cell lines (II). EW7(A) and HEK293(B) 
cells were transiently transfected with TFPI-2-Myc, and ∆CTFPI2-Myc expression vectors as indicated. 
24 h after transfection, cells were serum-deprived. After 48 h, conditioned media were concentrated and 
subjected to analysis by Western blot with TFPI-2 and Myc antibodies. 

 
 

Presence of TFPI-2 and ADAMTS1 in Ewing sarcoma tumor xenografts. 
 
Although the presence of both proteins was confirmed in aggressive-VM+ 

cells, an additional proof included the analysis of tumor xenografts derived from 
these cell lines. Here we used material from EW7-derived xenografts, already 
reported as a VM+ tumor type (van der Schaft et al. 2005). First, quantitative 
real-time PCR was performed with total RNA obtained from EW7-derived 
xenografts and compared with EW7 and SIM cell lines. In addition to the 
presence of TFPI-2 and ADAMTS1, the vasculogenic mimicry markers Tie-1 
and VE-cadherin were evaluated as a measure of the progression of this 
phenomenon. These analyses confirmed the presence of both TFPI-2 and 
ADAMTS1 at comparable levels with its basal expression in cell culture (Figure 
27). It is apparent that these genes did not suffer a significant regulation driven 
by the tumor microenvironment, as occurred in the case of VE-cadherin 
expression. 

 

A. 

B. 
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Figure 27. RNA levels in EW7 xenografts. Total RNA (0.2 µg) from cells and tumor samples was 
subjected to quantitative RT-PCR with specific oligos for ADAMTS1, TFPI-2. Tie-1 and VE-cadherin. 
Every experiment was performed at least 2 times.  
 

 In addition, protein levels were determined after heparin-sepharose 
concentration from xenograft crude extracts. Regarding ADAMTS1 (Figure 
28A), the detected forms included the full-length p110 and two processed forms 
(p50 and p20), previously characterized (Liu et al. 2006). For TFPI-2 (Figure 
28B), we detected all known isoforms (α, β and γ) and a faster migrating band 
that, to date, has not been characterized (white arrow, Figure 28B). The 
hypothesis that this form is a cleavage product is considered but it will require 
further studies to be confirmed. 

 
 
Figure 28. ADAMTS1 and TFPI-2 protein levels in EW7 derived xenografts. Tumor lysates (1,5 mg) 
from xenografts were heparin-purified and analyzed by Western blot for the presence of these molecules 
with the respective polyclonal antibodies. 
 

Finally, we performed immunohistochemical assays to evaluate the 
presence of these proteins in tumor sections. Given the extracellular features of 
both ADAMTS1 and TFPI-2, its localization in situ does not display well defined 
patterns. A detailed study of tumor sections allowed the recognition of distinct 
areas with various degrees of expression. In one side, we found areas with high 
density of vessels (determined by CD31 staining) that presented a homogeneous 

A. B. 
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positive signal for both ADAMTS1 and TFPI-2 (Figure 29, top panel). 
Conversely, we observed relevant zones, with an apparent decreased density of 
CD31+ vessels, which staining for ADAMTS1 and TFPI-2 revealed a more 
restricted pattern, probably associated with extracellular reservoirs (Figure 29, 
bottom panel). 

 

 
 

Figure 29. Immunolocalization of ADAMTS1,TFPI-2 and CD31 in EW7 derived xenografts. Frozen 
tissue were criosectioned (5µm) and stained with the specified antibodies. After the addition of the 
biotinilated secondary antibody and avidin-biotin complex HRP conjugated the colorimetric reaction was 
performed with DAB (3,3'-Diaminobenzidine). Note the difference of ADAMTS1 and TFPI-2 pattern 
between areas with higher vascular density (upper panel) and those with low vessel density (lower panel). 

 
 

Actions of TFPI-2 and ADAMTS1 in a HT-1080 fibrosarcoma model. 
 
To study the effects of these two genes in tumor behaviour, we decided to 

modify HT-1080 cells, derived from a human sarcoma, that did not present 
detectable endogenous levels of both TFPI-2 and ADAMTS1. We established 
various stable cell lines that over-expressed each of these proteins, alone and in 
combination. The presence and status of TFPI-2 and ADAMTS1 were evaluated 
by western blot analysis. As showed, ADAMTS1 displayed a standard 
expression pattern with high levels of both p110 and p87 forms (Figure 30A). 
The presence of TFPI-2 was also confirmed, although its properties as a 
glycosylated protein provoked its appearance as an undefined broad band (Figure 
30B). To reveal the existence of a cleavage product, it was required to perform 
deglycosylation treatments of the conditioned media. The presence of a well-
defined faster migrating band appeared clearly in those cells that overexpressed 
TFPI-2 in conjunction with ADAMTS1 (white arrow); however, cells that did 
not overexpress this protease also showed important levels of this lower form, 
probably attributed to the high sensitivity of the C-terminal region of TFPI-2 to 
the activity of different proteases as we demonstrated before (Figure 15).  
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Figure 30. TFPI-2 and ADAMTS1 protein levels and TFPI-2 cleavage in HT-1080 transfectants. 
Cells were seeded on 6 multiwell plates and when reached 80% confluency, were rinsed and serum 
starved. After 48 h, conditioned medium was collected. Same amount of conditioned media were 
methanol-precipated and incubated in the presence of N-glycosidase F. Samples were finally analyzed by 
Western blot analysis with ADAMTS1 and TFPI-2 antibodies. 
 

Using these cell lines, we approached the role of both TFPI-2 and 
ADAMTS1 during tumor progression. We performed subcutaneous injection of 
5x106 modified HT-1080 cells in the right flank of athymic male Balb/c nude 
mice. Tumor volume was measured since a tumor mass appeared in the flank of 
the animal. The most significant observation was the remarkable opposite tumor 
growth rates among those cells that overexpressed ADAMTS1 in the absence or 
in the presence of TFPI-2 (Figure 31A). While the unique overexpression of 
ADAMTS1 provoked the generation of significantly larger tumors (f.v. (final 
volume)=2,65 ± 1,36 cm3) in comparison with control HT-1080 cells (f.v.=1,31 
± 0,44 cm3), we observed that its joint expression with the inhibitor TFPI-2 
triggered a completely opposite effect, yielding tumors significantly smaller 
(f.v.=0,35 ± 0,27 cm3). The growth rate of this group of animals also presented a 
distinct pattern, with no detectable tumor mass until day 16, while all the others 
groups showed a measurable mass between days 4 to 9. The single 
overexpression of TFPI-2 also provoked a minor reduction in tumor size 
(f.v.=0,87 ± 0,61 cm3) in comparison with unmodified HT-1080 cells, in 
agreement with reported findings (Chand et al. 2004). The evaluation of tumor 
weight at the time of sacrifice (21 days) corroborated the observed differences in 
volume (Figure 31B). According to these differences in tumor progression, the 
specific actions of both TFPI-2 and ADAMTS1 needed a profound analysis, 
beginning with a detailed histological and immunohistochemical evaluation of 
these tumor specimens. 
 



 76 

 
 
Figure 31. Growth of HT-1080 fibrosarcoma tumor xenografts. A, representing final tumor volume in 
HT-1080 xenografts. Panel B, representing final tumor weight of tumor xenografts. Asterisks represents 
significance between groups by two-tail t-student test as follows (*: p<0,1; **: p<0,05; ***: p<0,006). 

 
 

Tumor plasticity and vasculogenic mimicry in HT-1080 xenografts. 
 
An initial determination included the detection of mouse vessels in 

paraffin tumor sections, to detect the occurrence of a relevant angiogenic 
response to the actions of TFPI-2 and ADAMTS1. These analyses, approached 
by staining with the endothelial-specific marker anti-FVIII related antigen, 
showed relevant changes among the different groups (Figure 32A, panels a-d). 
The density of mouse vessels decreased with the presence of ADAMTS1 (Figure 
32B), compared with CONTROL or TFPI-2 transfected xenografts. Indeed, this 
pattern did not correlate with final tumor mass, so it provokes a clear conflict 
between tumor growth and a hypothetical angiogenesis-dependency. 

Given the potential relationship of these molecules with the phenomena of 
vasculogenic mimicry, we performed PAS staining, previously recognized as a 
tool to identify pseudo-vascular networks in various tumor models. Importantly, 
these analyses showed major differences between the different series of tumors. 
Although positive PAS staining was visualized in all the cases, evident connected 
networks that resembled the described vasculogenic mimicry phenotype were 

B. 

A. 
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clearly detected in those tumors generated by ADAMTS1 overexpressing HT-
1080 cells (Figure 32A, panels e-h) in the absence and in the presence of TFPI-2. 
However, the continuity and consistency of these networks appeared more 
relevant in the double transfectant xenografts. The features of this staining does 
not provide a specific molecular signature, so we managed an additional 
evaluation by laminin immunostaining, which subunit laminin 5 γ2 has been 
found to be overexpressed and colocalized in these structures (Sood et al. 2001). 
These analyses were performed with an antibody that recognized laminin of 
human origin; they showed a similar pattern to the one visualized by PAS 
staining, presenting well-defined positive structures (Figure 32A, panels i-l). 
Although the presence of TFPI-2 provokes relevant changes in the quality of 
these PAS/laminin positive loops, its generation appears induced in all the 
tumors that were generated with ADAMTS1-overexpressing cells. 

 

 
Figure 32. Evidences of vasculogenic mimicry in HT-1080 xenografts overexpressing ADAMTS1. A, 
a, b, c, d inmunolocalization of mouse blood vessels using anti anti-FVIII related antigen  antibody in 
CONTROL, TFPI-2, ADAMTS1/TFPI-2 and ADAMTS1 transfected HT-1080 xenografts respectively. 
Inset shows a magnification representing single vascular structure. e, f, g and h panels representing PAS 
staining and i, j, k, l represent human laminin staining for the same xenograft groups. B, Microvessel 
density quantification of anti-FVIII related antigen stainings, assayed by the Chalkley method. 
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Another interesting finding was provided by the evaluation of endoglin 
expression in these xenograft sections (Figure 33). As the antibody crossreacts 
with both human and mouse antigens, the positive staining could correspond to 
endoglin that is provided by human tumor and/or mouse endothelial cells. Top 
panels (Figure 33, A-D) shows a low magnification view of representative 
images, and lower panels corresponded to detailed views of endoglin signal 
associated to human tumor cells (Figure 33, E-H) or to mouse endothelium 
(Figure 33, I-L). Interestingly, the most remarkable differences are appreciated in 
xenografts derived from HT-1080 cells that overexpressed both ADAMTS1 and 
TFPI-2 (Figure 33, panels C, G and K). The higher levels of endoglin are evident 
in this group, mostly associated to tumor cells. 

 
 
Figure 33. Characterization of the presence of endoglin in HT-1080 xenografts. Upper panel shows 
an overall view, middle panels focus on tumor cell staining and lower panels on mouse vessel staining. 

 

Further studies were developed to support these findings. Using RT-PCR, 
we evaluated the gene expression of various molecules that have been implicated 
in the VM phenomenon. This set of genes included: laminin 5 γ2, VE-cadherin, 
EphA2, Tie1, VEGF-C and endoglin, mostly involved in angiogenesis and 
vasculogenesis. The designed oligos for all these genes were specific of the 
human sequence, so the detected levels would be originated from the implanted 
human tumor cells. In parallel we also evaluated both TFPI-2 and ADAMTS1, 
and actin as a control (Figure 34A). The detection of TFPI-2 and ADAMTS1 
levels were consistent with the primary implanted cells, although some unrelated 
tumors also showed varied levels of RNA from these genes, demonstrating the 
heterogeneity and complexity of these in vivo assays. Regarding all VM-related 
genes that were tested, no significant differences were observed between the 
different groups of tumors, excepting the endothelial-related gene VE-cadherin, 
that appeared upregulated in ADAMTS1 overexpressing tumors, and the receptor 
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EphA2, upregulated in tumors that harboured both ADAMTS1 and TFPI-2 
(Figure 34B). Importantly, the variability of VE-cadherin correlated with the 
presence of ADAMTS1, as clearly showed in the first lane (Figure 34A) that 
represented a control tumor which endogenous levels of ADAMTS1 appeared 
induced by unknown mechanisms. 

According to these results, we decided to analyze the expression of these 
different endothelial-related genes in the HT-1080 cells used for these assays and 
compare it with endothelial cells (HUVEC). Interestingly, we were able to detect 
RNA levels of all these markers excepting VE-cadherin (Figure 34C), with not 
relevant changes among the different clones (data not shown). These results 
suggested that this sarcoma-derived cell line already possess a relevant gene 
signature with the potential to be driven into an endothelial-like phenotype, 
which definitively acquires when cells were implanted in the animal in the 
presence of ADAMTS1. 
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Figure 34. Gene signature of HT-1080 xenografts . A, Total RNA (0.5 µg) from tumor samples was 
subjected to RT-PCR with specific oligos for human TFPI-2, ADAMTS1, VE-cadherin, laminin, 
endoglin, EphA2, Tie-1, VEGF-C and actin as loading control according to Material and Methods 
procedures. Mouse tissue was used as a specificity control. B, Densiometric quantification of VE-
Cadherin and EphA2 expression xenografts normalized versus actin levels. C, Total RNA (0.5 µg) of HT-
1080 and HUVECS cells was subjected to RT-PCR with specific oligos for the human genes mentioned 
above markers.  
 

C. 
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Potential role of MMP gelatinases. 
 

Along with the necessity of a specific gene signature, previous reports 
have demonstrated a unique role to the metalloprotease MMP-2 as an inducer of 
the VM phenotype (Seftor et al. 2001). Significantly, our molecule of interest, 
TFPI-2, was described to be a modulator of this enzyme and, according to our 
research, the actions of ADAMTS1 over TFPI-2 could play a definitive role in 
this regulatory cascade. 

Levels of gelatinases (MMP-9 and MMP-2) were assessed by western blot 
and zymography in the different HT-1080 clones that were modified to 
overexpress ADAMTS1 and TFPI-2. Several culture conditions were tested 
trying to mimic different microenvironments. Pre-coated plates with collagen I, 
matrigel, or standard culture conditions were approached, but not relevant 
differences were observed among them. Although differently, both MMP-9 and 
MMP-2 appeared regulated among different HT-1080 modified cells. MMP-9 
levels showed a noticeable reduction in double transfected cells 
(ADAMTS1/TFPI-2 and ADAMTS1/ΔCT-TFPI-2-Myc) and single 
overexpressors of transfected TFPI-2 (Figure 35A, 35B). Regarding MMP-2, our 
analyses showed higher levels in those cells that overexpressed ADAMTS1, 
single and double transfectants and also in ΔCT-TFPI-2-Myc overexpressors. 

 

 
 

Figure 35. MMP levels in HT-1080 clones. Cells were seeded on plastic and when reached 80% 
confluency, cells were rinsed and serum starved. A, After 24 h, conditioned medium was collected, 
normalized against total protein content. 3,6 mg of cell layer were quantified and gelatin-Sepharose 
purified. The presence of MMP-9 and MMP-2 was determined by Western blot. B, 1 ml of conditioned 
media was gelatin-Sepharose purified and electrophoresed in the presence of gelatin. After gel 
renaturalization and over night incubation, gelatinase activity was visualized. As positive control (C) 50 
ng of human gelatinases were loaded. 
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Tumor plasticity and “stemness” capacity of sarcoma cells. 
 
The concept of tumor plasticity has been openly attributed to the 

phenomenon of VM. As previously demonstrated, a relevant number of genes, 
associated with the embryonic development of neovasculature, were present in 
those cells that presented a VM phenotype. At some extent, we showed this 
signature in fibrosarcoma HT-1080 cells. In line with the characterization of the 
plasticity of these cells, we decided to analyze the presence of CD133 that is 
currently used as a marker of hematopoietic lineage and for a potential cancer 
stem cell population. First, we compared the levels of CD133 of HT-1080 with a 
panel of tumor cell lines from breast cancer (MDA-MB-231), and glioblastoma 
(U87, A172, T98G, U373). Surprisingly we found that HT-1080 cells displayed 
the higher levels of CD133, in accordance with the perception of this cell line as 
highly plastic (Figure 36A). The evaluation of CD133 levels in all modified HT-
1080 cells that were used in this work showed similar levels (data not shown). 
However, the fact that their implantation in mice provoked the appearance of 
different kind of tumors, with various degrees of VM phenotypic characteristics, 
motivated our analyses of CD133 in the resulting xenografts. We performed RT-
PCR assays using CD133 specific oligos designed to recognize the human gene. 
The results showed significant decreased levels of CD133 in those xenografts 
derived from cells that overexpressed ADAMTS1, independently of the 
absence/presence of TFPI-2 (Figure 36B). This finding appears in agreement 
with a more differentiated endothelial-like phenotype associated with the VM 
phenomenon.  
 

 
 

Figure 36. Tumor cell plasticity. A, CD133 gene expression mesured by semiquantitative RT-PCR in a 
set of tumor cell lines. B, 500 ng of RNA from HT-1080 derived xenografts were retrotranscribed and 
assayed for the CD133 gene expression. Mouse RNA was used as tissue specifity control.  
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Discussion. 
 
It has been extensively demonstrated that the extracellular matrix 

represents more than a simple scaffold for cells. As mentioned in the introduction 
of this work, the modification of this ECM could undergo important 
consequences in cell behaviour. Among the modifications that the ECM is 
exposed to, a pivotal role is reserved for the continuous activity of extracellular 
proteases. A fine balance of this proteolytic activity is required to maintain the 
proper characteristics of a specific tissue or to provide the right signals during 
development. In fact, the alteration of these homeostatic mechanisms appears as 
a common feature of multiple heterotypic diseases, such as cancer. Accordingly, 
a thoughtful investigation is needed to understand the complexity of these events. 
An example to show the necessity of this knowledge was raised after the 
unsuccessful clinical trials with protease inhibitors to target tumor growth and 
invasion. A much better characterization of the activity and inhibition fingerprint 
of a protease will help to improve the current therapies to fight against tumor 
progression. Certainly, a protease can be involved in more than one process, and 
its activity is regulated spatial and temporally. As a general goal of this 
laboratory, we used several approaches to unravel ADAMTS1 activity. 
ADAMTSs represent a family of extracellular Zn2+-dependent proteinases 
characterized by the presence of a disintegrin domain and a varied number of 
thrombospondin type I repeats (TSR) (Porter et al. 2005). Similar to MMP and 
ADAM proteases, its multi-domain structure supports the idea that their 
functionality depends on interactions with cell surface and ECM components. 
Here, we first approached the finding of interacting partners of ADAMTS1. 
Then, we characterized the related effects of this interaction, that turned out to 
involve a catalytic event, and finally we studied this relationship in several 
cancer models. 

 
 

ADAMTS1 and TFPI-2 partnership. 
 
Although previously questioned, recent reports have demonstrated the 

benefits of the yeast two-hybrid system to characterize interactions between 
extracellular proteins of mammalian origin (Kuo et al. 1997; Aho and Uitto 
1998). In this work we provide additional evidences that support the contribution 
of this methodology. As detailed above, we observed the interaction of the 
protease ADAMTS1 with the Kunitz-type inhibitor TFPI-2. Such interaction was 
confirmed in a mammalian model by co-immunoprecipitation assays. With the 
rationale that a cleavage event would be preceded by a physical interaction, 
Overall et al. developed a yeast two-hybrid approach that consisted of the use of 
an inactive catalytic domain of a protease (Overall et al. 2004). According to our 
data, the use of domains adjacent to the catalytic region appears to be an 
additional approach to discover their potential substrates. The relevance of such 
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non-catalytic regions for the final action of metalloproteinases has already been 
outlined for hemopexin-containing MMPs (Murphy and Knauper 1997). In the 
case of ADAMTS proteases, the C-terminal region containing the TSR and the 
spacer region appears to mediate binding of the protease to its substrate, acting as 
an anchor to support the final catalytic activity and providing substrate 
specificity. Supporting these findings, we demonstrated in this work that the 
truncated ADAMTS1 form that lacked all TSR repeats, was unable to induce the 
cleavage of TFPI-2 (Figure19). This result definitively confirms a relevant role 
of this domain in mediating substrate interaction. Similar characteristics has been 
shown for ADAMTS4 that, significantly to its in vivo regulation, is naturally 
processed at its C-terminal end (Tortorella et al. 2000; Gao et al. 2002; 
Kashiwagi et al. 2004). Regarding ADAMTS1, it has been reported that the C-
terminal region supports anchorage to the cell surface and promotes a higher 
anti-angiogenic activity than a C-terminal truncated form (Rodriguez-
Manzaneque et al. 2000). Here, a two-hybrid screen revealed that the ADAMTS1 
fragment containing the first TSR and part of the Cysteine-rich region is 
responsible for its interaction with TFPI-2 (Figure 10). However, our in vivo 
analysis showed exclusively the p87-ADAMTS1 species but not the p65 (Figure 
11). This truncated ADAMTS1 form includes the region used in the two-hybrid 
approach but it is possible that its affinity is weaker and transient, so we were not 
able to detect it in the co-precipitation assays. In addition, the strongest binding 
of p87-ADAMTS1 could be enhanced by the presence of two additional TSR, 
domains that have been extensively implicated in protein-protein interaction (Tan 
et al. 2002). Interestingly, the full glycoprotein TSP1, from which a specific 
domain gave name to the TSR repeats, was found to interact with the inhibitor 
TFPI, highly similar to TFPI-2. These authors, however, did not provide a 
detailed characterization of the domains implicated in the interaction indicating 
only the importance of the C-terminal region of TFPI in this interaction (Mast et 
al. 2000). 

 
 

TFPI-2 represents a new substrate of ADAMTS1: relevance 
of its C-terminal cleavage. 

 
From a functional point of view, ADAMTS1 was first identified from a 

cachexigenic adenocarcinoma cell line associated to inflammatory processes 
(Kuno et al. 1997), and later the human protein was shown to display anti-
angiogenic activity (Vazquez et al. 1999). adamts1 knockout mice displayed 
defects during growth and in the uro-genital system (Shindo et al. 2000; Mittaz et 
al. 2004). Studies on an ADAMTS1 transgenic/apoE-deficient mouse model 
suggested a role of this protease as an atherogenesis-promoter agent (Jonsson-
Rylander et al. 2005). Regarding the catalytic activity of this protease, the matrix 
proteoglycans aggrecan and versican were reported to be substrates of 
ADAMTS1 (Sandy et al. 2001; Rodriguez-Manzaneque et al. 2002). More 
recently, the antiangiogenic proteins thrombospodin-1 and -2 were also found to 
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be cleaved by ADAMTS1, with functional consequences (Lee et al. 2006). Our 
work adds a new substrate to this growing list of candidates and also provides the 
finding that TFPI-2 extracellular location is significantly altered by ADAMTS1. 
The role of this protease, and its specific catalytic action on TFPI-2, is 
approached in a particular tumor model, as showed in the results, and it will be 
discussed later. 

The preferential association of TFPI-2 to the cell surface and ECM has 
already been stated, and several reports suggest its pivotal role in the 
maintenance and regulation of ECM remodelling. Initial studies on the structure 
of TFPI-2, which is highly similar to TFPI, attributed its homeostatic role to its 
serine protease inhibitory activity. These data suggested important implications 
to tumor cell growth and invasion (Rao et al. 1998; Chand et al. 2004). Another 
relevant role of TFPI-2 as an indirect inhibitor of MMP activity was supported 
by its capacity to regulate the activation of proMMP1 and proMMP3 by serine 
proteases such as plasmin and trypsin (Rao et al. 1999). Surprisingly, a later 
report proposed the direct inhibition of MMPs by TFPI-2 with relevance in 
atherosclerotic processes, probably preceded by the respective protease-inhibitor 
interaction (Herman et al. 2001). In accordance to its recognition as a wide 
spectrum metalloproteinase inhibitor, we first speculated that TFPI-2 could 
function as a potential inhibitor of ADAMTS1; however, our experiments did not 
confirm such a prediction. Although our approaches included both in vitro and in 
vivo systems, it is still conceivable that we are missing some requirements for the 
inhibition to occur. 

In connection with the reported relevance of TFPI-2 as a vascular 
homeostatic factor that prevents atherosclerotic complications, ADAMTS1 has 
been found to be up-regulated in atherosclerotic plaques and to exert an opposite 
function to that of TFPI-2 (Jonsson-Rylander et al. 2005). The mobilization of 
TFPI-2 in our in vivo studies supported the hypothesis that up-regulation of 
ADAMTS1 could act to mobilize TFPI-2 from specific cellular 
microenvironments, as observed during the progression of atherosclerosis 
(Herman et al. 2001). This event consequently triggers the predominant action of 
MMPs and plaque instability. The xenograft-approach used in this study 
corroborated findings from the cell-based analysis that demonstrated the capacity 
of ADAMTS1 to mobilize TFPI-2 in a manner that does not require their 
synthesis by the same cell. The tumor xenograft model reproduces a multicellular 
scenario in which different cell subtypes are providing distinct extracellular 
factors. While the mRNA levels of TFPI-2 do not change in the presence or 
absence of the protease, we consistently observed a dramatic down-regulation of 
protein levels in the tumor extract when ADAMTS1 was over-expressed (Figure 
21). Interestingly, we did not detect TFPI-2 in the circulation, thus we predict 
that the protein might be rapidly degraded or redirected to a site of unknown 
location. Although an inhibition of tumor growth by TFPI-2 has been reported in 
a xenograft model with HT-1080 fibrosarcoma cells (Chand et al. 2004), our 
tumor studies with 293T modified cells were inconclusive and we did not 
observe major changes related with the over-expression of TFPI-2 in the 
presence or absence of the protease ADAMTS1. Most likely, the overall 
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requirements of the 293T cells used in our first xenograft model are distinctive in 
comparison to HT-1080. Significantly, we observed that the levels of MMPs 
(mainly gelatinases and collagenases) in 293T cells and derived xenografts were 
very low in comparison to the HT-1080 fibrosarcoma model. This evidence 
encouraged us to study the consequences of ADAMTS1 and TFPI-2 
overexpression in HT-1080 fibrosarcoma cells. In addition, the reported 
implication of TFPI-2 in melanoma vasculogenic mimicry (Ruf et al. 2003; 
Chand et al. 2004) provided a new evidence of a specific functionality for this 
matrix-associated molecule. The potential modulation of TFPI-2 roles by the 
presence/action of ADAMTS1 denoted a promising scenario to assess the 
consequences of this relationship. 

Functional mobilization of extracellular proteins has been previously 
reported in a tumor context. VEGF, for example, is constitutively present in the 
tumor, but the association to its specific receptor is activated by the action of 
proteases, mainly MMP-9; this event triggers the angiogenic switch during 
carcinogenesis (Bergers et al. 2000). In our case, the presence of the inhibitor 
TFPI-2 appears constant and, in theory, responsible to maintain an adequate 
proteolytic balance. A subsequent up-regulation of ADAMTS1 causes TFPI-2 re-
location and a consequent alteration of the proteolytic balance. As mentioned, 
TFPI-2 is secreted by various cell types and is mainly deposited in the ECM. 
Expression of this inhibitor appears to be required for appropriate adhesion and 
maintenance of endothelial cell cultures (Iino et al. 1998). Recently, the 
overexpression of TFPI-2 has been shown to display antiangiogenic actions 
through a mechanism that involves direct inhibition of VEGF-A signalling (Xu et 
al. 2006) and plasmin inhibition (Ivanciu et al. 2007). Endogenous TFPI-2 is 
deposited mainly in the cell surrounding ECM and its anchorage is specific and 
saturable (Iino et al. 1998). We rule out the possibility that the main part of 
overexpressed TFPI-2 remains soluble mimicking cleaved TFPI-2. Interestingly, 
ADAMTS1 was found to display anti-angiogenic activity targeting endothelial 
cells (Vazquez et al. 1999). Our data confirms the displacement of TFPI-2 
anchored to endothelial cultures (Figure 20), suggesting its participation in the 
inhibitory properties of the protease, not just in a cell culture context but also in 
further in vivo approaches such as the chorioallantoic membrane assay and 
xenografts. Regarding the proteolysis of factors similar to TFPI-2, several MMPs 
have been found to cleave the related TFPI, causing changes in its inhibitory 
activity (Belaaouaj et al. 2000; Cunningham et al. 2002). However, ADAMTS1-
induced cleavage of TFPI-2 appears to have different consequences. The C-
terminal truncation of TFPI-2 keeps intact the Kunitz domains that are 
responsible for the inhibitory actions, as occurs with TFPI by the action of 
MMPs. Processing of TFPI-2 by ADAMTS1 results in its release from the 
matrix. TFPI-2 C-terminal region possesses a basic charge that has been 
implicated in the interaction with ECM and cell surface components such as 
glycosaminoglycans from different proteoglycans (Liu et al. 1999). Therefore, its 
deletion is in accordance with the solubilization event that we observed. Our 
findings with the serine-proteases plasmin and thrombin were also quite 
interesting (Figure 17). The C-terminal fragment of TFPI-2 appears as a target 
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for the catalytic action of proteases of diverse nature, with relevant implications 
for the regulation of the local action of this molecule depending on the 
microenvironment levels of the triggering proteases. A similar phenomenon 
could affect the closely related TFPI, whose C-terminal fragment possesses 
equivalent characteristics to the one in TFPI-2. The sensitivity of this region to 
plasmin and thrombin has been already reported (Ohkura et al. 1997; Li and Wun 
1998) and the relevance of this process as a mechanism of TFPI clearance from 
specific locations was respectively discussed. Although we did not observe any 
activity of ADAMTS1 in TFPI, Jonsson-Rylander and colleagues have showed 
preliminary results that suggested this activity (supplemental data in (Jonsson-
Rylander et al. 2005)) so this process deserves additional attention. 

The existence of highly sensitive domains to catalysis by proteases of 
different nature has already been reported for other extracellular components 
with distinct functional responses, such as collagen XVIII (Felbor et al. 2000), 
syndecans (Schmidt et al. 2005), VEGF (Lee et al. 2005) and others. Regarding 
other metalloproteinase inhibitors (Baker et al. 2002), such as TIMPs, or the 
related serpin RECK, there is no evidence that a similar mechanism, comparable 
to the ADAMTS1/TFPI-2 interaction described here, occurs.  

 
 

TFPI-2 meets ADAMTS1 in highly aggressive melanoma and 
sarcoma tumor cells. 

 
The presence of TFPI-2 associated to endothelium (Iino et al. 1998), and 

in vasculogenic mimicry models (Ruf, Seftor et al. 2003), has been previously 
reported. In contrast, detectable protein levels of the protease ADAMTS1 are 
hardly found in animal and cellular models. Despite the characterization of 
ADAMTS1 expression during development (Thai and Iruela-Arispe 2002), very 
few reports have demonstrated relevant endogenous levels of this protease. For 
example, high levels of ADAMTS1 have been detected during wound healing, 
that suggest a role of this protease in keratinocyte differentiation and migration 
of fibroblasts and endothelial cells (Krampert et al. 2005). Its potencial action as 
an inducer of atherogenesis has been related with the cleavage of the matrix 
proteoglycan versican, that promotes vascular smoth muscle cells migration 
(Jonsson-Rylander et al. 2005). During ovulation there is an upregulation of 
ADAMTS1 in granulosa cells in vivo and in vitro with PR acting as an inducible 
coregulator of the ADAMTS1 gene (Doyle et al. 2004). This observation 
suggests that one function of ADAMTS1 in ovulation is to cleave versican 
(Russell et al. 2003). In cardiac injury, the expression of ADAMTS1 appeared to 
be under the control of aldosterone (Fejes-Toth and Naray-Fejes-Toth 2007). 
Finally, the existence of relevant levels of ADAMTS1 in cancer models has been 
highlighted in cases of metastatic pancreatic cancer (Masui et al. 2001), in NSLC 
(Rocks et al. 2006) that showed immunohistochemical evaluations, and the 
induction of its gene expression was correlated with highly metastatic breast 
carcinoma cells (Kang et al. 2003). 
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As mentioned in the introduction, one of the limitations of gain-of-
function studies is that the localization of a specific substrate or/and a protease is 
forced, so its physiological relevance is questionable. Further limitations related 
with the fact that ratios between enzyme and substrate are abnormal so the 
observed activity could be the product of an artefact (Overall and Kleifeld 2006). 

With all these issues existing, it appeared that ADAMTS1 regulation 
could be mostly associated to cellular stress or trauma scenarios. We decided to 
explore the potential actions of the metaloprotease ADAMTS1 in a tumor model 
which participation of its partner, TFPI-2, could provide any relevant 
contribution to our goal of unravelling ADAMTS1 functions. At that time, 
several reports introduced the significance of the vasculogenic mimicry 
phenomenon and they showed some evidences that TFPI-2 was a relevant player 
to maintain its phenotypic properties (Ruf et al. 2003). Although this process was 
first described in melanoma, Griffioen et al. also demonstrated its relevance in 
Ewing sarcoma (van der Schaft et al. 2005). Our close collaboration with this 
laboratory allowed the development of an important part of this work, including 
the characterization of the presence of both, ADAMTS1 and TFPI-2, in highly 
aggressive-vasculogenic mimicry positive melanoma and sarcoma cellular 
models. It is important to note that the use of these cell lines allowed the 
possibility to study the interaction of both proteins without the requirement of 
overexpression approaches. The presence in the aggressive types of melanoma 
and Ewing sarcoma cell lines of TFPI-2 and ADAMTS1 was confirmed by 
several techniques. Althought the presence of TFPI-2 has been reported in 
melanoma cells in the manuscript by Ruf et al. (Ruf et al. 2003) here we 
described that ADAMTS1 is also present in those cell lines. In addition, we 
demonstrated the co-existence of both TFPI-2 and ADAMTS1 in highly 
aggressive sarcoma cells and derived xenografts. Interestingly, our 
immunohistochemical evaluations showed that the localization of TFPI-2 and 
ADAMTS1 in xenografts was related with a more restricted pattern in areas with 
low capillary density, that suggested the possibility of a mechanistic implication 
of both proteins in the VM phenomenon. According to our previous work, 
discussed above, the cleavage of TFPI-2 happens at its C-terminal region, with 
implications in ECM anchorage and localization. In EW7, MUM2C and C8161 
cells we also observed the existence of this proteolytic process (Figure 25). This 
important finding validated our first results that showed that the protease 
sensitive C-terminal region of TFPI-2 could be cleaved in certain conditions. At 
this point, we can not conclude that ADAMTS1 is the unique responsible of this 
cleavage event although its candidacy is stressed in our current work. It is also 
important to remark that, related with the proteolysis of TFPI-2, the protein 
pattern that was reported by Ruf and colleagues in highly aggressive melanoma 
cells (Ruf et al. 2003) exactly reproduced our findings with melanoma and 
sarcoma cells, although these authors did not discussed about the potential 
existence of catalytic events. Taking together these results we hypothesize that 
the C-terminal processing of TFPI-2 could affect its ECM location from 
restricted negatively charged microenvironments, but it is also possible that 
cleaved TFPI-2 “anchors” to alternative areas. Indeed, the reported 
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immunolocalization of TFPI-2 in VM positive structures (Ruf et al. 2003) and in 
EW7 derived xenograts (Figure 29) demonstrates that, even though the cleavage 
episode occurs, TFPI-2 positive signal does not disappear. Another evidence is 
the detection of cleavage products in the ECM from aggressive melanoma cell 
lines (Figure 25). In this direction a previous work by Peerschke et al. 
demonstrated the interaction of TFPI-2 and the complement protein gCIqR/p33. 
This interaction involves the second KD of TFPI-2 and could be involved in the 
localization of the inhibitor to the pericellular compartment (Peerschke et al. 
2004). Further studies are needed to ascertain the exact sites were the cleaved 
TFPI-2 anchors, and to establish the differences in functionality between 
processed and unprocessed TFPI-2, if they exist. As discussed later, the 
relevance of TFPI-2 as a protease inhibitor, and its local modulation by 
proteases, like ADAMTS1, provides an attractive scenario to clear up the 
complex relationships among proteases and inhibitors. Particularly, we 
emphasize the extensive support that protease activity has received as key 
molecules for VM triggering (Seftor et al. 2001).  

 
 

ADAMTS1 meets TFPI-2 in a non-expected place. 
 
The effects of the expression of TFPI-2 in the HT-1080 fibrosarcoma 

model had been described elsewhere (Chand et al. 2004). The expression of this 
matrix-associated inhibitor decreased tumor growth (in athymic Balb/c) and 
metastasis (in SCID mice). According to the author’s interpretation, these actions 
are associated to the negative effects of TFPI-2 in the expression of VEGF. In 
our work, we also observe a growth inhibition in the xenografts overexpressing 
TFPI-2, in agreement with the findings described by Chand et al., although not at 
the same rate. The overexpression of ADAMTS1 alone has a dramatic effect in 
tumour growth, increasing tumour volume significantly. These data agreed with 
previous assays that provided a pro-tumorigenic role to ADAMTS1 (Liu et al. 
2006). Surprisingly, the combined presence of ADAMTS1 and TFPI-2 reduced 
significantly tumor volume (up to 4-fold comparing with CONTROL cells). 
Although we do have preliminary results that showed a significant decrease of 
gelatinase activity (data not shown), that correlated with low levels of MMP-9 
(Figure 35), still we can not concluded with a clear picture to explain these 
differences in tumor progression.  

However, further speculations could be supported by our experimental 
observations. For instance, the de-location of TFPI-2 by ADAMTS1 provokes 
that the inhibitor is less restricted to determined cell microenvironment, as 
negatively charged heparan-sulfate enriched areas. Additionally, though our 
evidences that ADAMTS1 promotes tumor progression are extensive, we also 
observed that higher levels of the protease in xenografts did not correlate with 
higher tumor masses (data not shown), suggesting that an excess of protease 
could lead to opposite effects. Likewise, it has been reported that ADAMTS1 
promotes fibroblast migration at low doses while, at higher doses, inhibits 
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proliferation by sequestering FGF (Krampert et al. 2005). Obviously, further 
studies are required to know how ADAMTS1 affects tumorigenesis and if the 
apparent dose-dependence is related to the interacting partners of this protease. 

Regarding the importance of its multimodular structure, ADAMTS1 has 
been described as a protein involved in metastasis (Kang et al. 2003), moreover 
the full length and fragments of ADAMTS1 have been described to have pro-
metastatic and anti-metastasic characteristics respectively (Kang et al. 2003; 
Kuno et al. 2004; Liu et al. 2006). Hence, it is possible that ADAMTS1 could 
have a prominent role in the higher prevalence of metastasis in patients with 
vasculogenic mimicry positive malignancies (Sun et al. 2006). 

 
 

Actions of ADAMTS1 and TFPI-2 in vasculogenic mimicry: 
Role of MMP-2. 

 
As highlighted in previous sections, various human melanomas and Ewing 

sarcoma present the phenomenon called vasculogenic mimicry, which implies 
the faculty of some tumor cells to acquire an endothelial cell-like phenotype 
allowing them the formation of pseudovascular channels (Hendrix et al. 2003). 
These channels could transport plasma and erythrocytes, representing an 
alternative feeding and wasting pathway for tumors (Maniotis et al. 1999).  

The induction of vasculogenic mimicry phenotype can be enhanced by 
cues found in the ECM. In the work by Ruf et al., they found that after the 
precondition of a collagen I matrix with TFPI-2 poorly aggressive melanoma 
cells started to form matrich rich structures in 3D culture as did the aggressive 
counterparts. (Ruf et al. 2003). Another finding in this work was that the 
aggressive melanoma cell lines present more MMP-2 activity than the less 
aggressive, and that TFPI-2 seems to be implicated in the activation of MMP-2. 
We did not observe an increase of the MMP-2 expression in HT-1080 clones 
expressing TFPI-2 alone. Although an up-regulation in MMP-2 activity was 
observed in aggressive melanoma cell lines and that an anti-TFPI-2 antibody 
decrease this activity, we have demonstrated that these cells express endogenous 
levels of ADAMTS1 and that TFPI-2 is being cleaved in this model. Moreover, 
only the expression of both proteins or the truncated form of TFPI-2 that 
mimicks the cleavage event in HT-1080 fibrosarcoma cells enhances MMP-2 
protein levels (Figure 35). Thus, we hypothesized that for the effect on MMP-2, 
the cleavage of TFPI-2 by ADAMTS1 is needed. Accordingly, we have results 
that showed that cells overexpressing the C-terminal truncated TFPI-2 have 
MMP-2 levels comparable with cells that express ADAMTS1 and TFPI-2 jointly 
(Figure 35). Importantly, those xenografts that were generated with HT-1080 
cells overexpressing the truncated TFPI-2 display matrix-rich PAS positive 
structures (data not shown). These xenografts are currently under investigation in 
our laboratory. To accent the importance of this finding, previous reports showed 
that a blocking antibody against TFPI-2 inhibited dramatically the formation of 
the pseudo-vascular networks in 3D cultures (Seftor et al. 2001).  
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Tumor plasticity in HT-1080 fibrosarcoma model. 
 
The phenomenon of vasculogenic mimicry appears as a paradigm of 

tumor plasticity. The capacity of tumor cells to “differentiate” into a specific 
cellular lineage – named endothelial-like – recapitulates many of the mechanisms 
that a stem cell undergo to finally originate an endothelial cell and, by extension, 
a vascular structure. Importantly, current literature has widely demonstrated that 
VM+ cells presented a particular gene signature related with embryonic vascular 
development and markers of pluripotent stem cells (Hendrix et al. 2007). To 
support this concept in our model, we show that the over-expression of 
ADAMTS1, in the presence and absence of TFPI-2, was accompanied by the 
induction of some related VM markers, mainly the cell-adhesion molecule VE-
cadherin. Based on the functional properties of both ADAMTS1 and TFPI-2, 
involved in broad aspects of ECM remodelling we can assume that the 
microenvironmental modifications by these proteins, act as significant clues to 
modulate the plastic properties of the sarcoma cells, approached in this work. 
The importance of matrix stiffness in stem cell commitment has been described 
in a recent work by Engler et al. (Engler et al. 2006). ADAMTS1 is an ECM 
protease with implications in matrix metabolism thereby with the capacity to 
alter strength matrix properties. In addition, proteases are described to control 
cell adhesion, cytoskeletal organization and, more specifically, they participate in 
the release of soluble factors (Sternlicht and Werb 2001). About ADAMTS1, it 
has been described to be involved in the shedding of various growth factors, (Liu 
et al. 2006) such as amphiregulin and HB-EGF, both of them linked with 
promoting activities in tumorigenesis (Billings et al. 2003; Miyamoto et al. 
2004). Therefore it is also possible that the action of ADAMTS1 on growth 
factors alters the plastic capacity of tumor cells.  

Several reports have already recognized that HT-1080 fibrosarcoma cells 
displayed very plastic cell behaviour. For instance, the use of metalloprotease 
inhibitors provokes a relevant mesenquimal to ameboid transition, associated 
with distinct migration patterns throughout a complex matrix. Thereby stringent, 
adhesive, and proteolytic cell–ECM contacts, as developed by mesenchymally 
moving cells, can be converted toward less well characterized, more diffuse, and 
non-dependent of proteolysis interactions with extracellular scaffolds, 
reminiscent of amoeboid single cell movement (Wolf et al. 2003). Related with 
this research, our work provides new findings that suggest that the new 
microenvironment produced by ADAMTS1 activity in xenografts addresses HT-
1080 plasticity to an endothelial-like lineage. Indeed, we have found that this cell 
line presents a gene-signature very similar to cells of endothelial nature, 
including important levels of endoglin, laminin, Tie1, suggesting its high 
potential to become an endothelial-like cell. Apparently, this is the process that 
goes on for the generation of VM. 
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One of the molecules that we have found to be importantly up-regulated is 
the endothelial specific cell-adhesion VE-cadherin. VE-cadherin has shown a 
prominent role in the generation of VM pattern in vitro (Hendrix et al. 2001). 
VE-cadherin expression is restricted to the endothelium and is responsible for 
homotypic interactions between endothelial cells. Its gene disruption provokes 
early lethality in mouse because although primitive plexus is formed finally 
vessels regressed and collapsed. It also regulates VEGF-R2 signalling inhibiting 
endothelial proliferation and apoptosis (reviewed in (Cavallaro et al. 2006)). 
Moreover, the expression of VE-cadherin in VM regulates EphA2, enhancing the 
interaction of this last with its ligand EphrinA1, both in vivo and in vitro (Hess et 
al. 2006). The phosphorylation of this last protein has been stated as a main 
player in the formation of the tubular networks in vitro (Hess et al. 2001). The 
cellular functions of EphA2 in normal epithelia are not well understood, but 
work with tumor-based models suggests potential roles for EphA2 in the 
regulation of cell growth, survival, migration, and angiogenesis (reviewed in  
(Walker-Daniels et al. 2003)). Endoglin (CD105) is a TGF-beta co-receptor 
predominantly expressed in vascular endothelial cells (ECs) (Gougos and Letarte 
1988) but not restricted to these cells. The importance of endoglin in vascular 
morphogenesis is illustrated by the death in utero of mice deficient in endoglin 
from defects in angiogenesis (Bourdeau et al. 1999; Li et al. 1999; Arthur et al. 
2000). 

The underlying mechanisms that rule the phenomenon of VM are still 
unclear and need more work. Every tumor has the same genetic content so it is 
possible that those changes in tumor behaviour are induced by epigenetic 
changes derived from signals received from the extracellular matrix. Supporting 
this, Hendrix et al. found reprogramming of amelanotic melanoma cells in the 
matrix preconditioned by human stem cells to express MLANA, a melanoma cell 
marker that is repressed in aggressive melanoma cells (Hendrix et al. 2007). 
Another finding relate to this issue was that melanoma cell lines placed in the 
ischemic hind limb of a mice can adopt an endothelial trans-differentiation with 
the expression of various embryonic markers, giving importance to the 
microenvironment in cell fate (Hendrix et al. 2002).  

Among the gene signature of HT-1080 cells, nearly resembling an 
endothelial-like lineage, we also reported the presence of the molecule CD133, 
recently highlighted as a marker of cancer stem cells (Kondo 2007) and further 
reported as positively-expressed in endothelial progenitors (reviewed in (Hristov 
et al. 2003)) In addition, our results show that xenografts show a downregulation 
of CD133. We hypothesized that when the cell undergo a cell commitment to an 
endothelial-like phenotype it loses part of its plasticity, expressing the 
endothelial cell markers, and in contrast, down-regulating those plasticity-relate 
proteins (Figure 36). Accordingly, a recent work by Folberg et al. demonstrates 
that melanoma cells showing a VM positive phenotype when form the capillary 
networks in 3D culture change their genetic expression. Among the changes they 
emphasized the down regulation of metastatic/invasive genes as some 
transcription factors, but interestingly there is a down regulation of CD44, 
another gene recently associated with a stemness phenotype in tumor cells (Ponti 
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et al. 2006). Importantly, we found significant expression of this molecule in our 
tumor cell populations (data not shown). Another interesting finding in this work 
is that cells that undergo differentiation to a vasculogenic positive pattern change 
their morphology from spindle B or epitheloid to a callender spindle A (Folberg 
et al. 2006). Accordingly, detailed analysis of our PAS stained HT-1080 
xenograft section shows that cells that lined loops have a more condensed and 
extended nucleus. 

Another process that has been recently implicated in VM is hypoxia. Low 
O2 pressure promotes an increase of vasculogenic mimicry markers in Ewing 
sarcoma xenografts (van der Schaft et al. 2005). Although hypoxia does not 
increase RNA levels of TFPI-2 or ADAMTS1 (data not shown) we can not 
discard that ADAMTS1 is supporting an hypoxic environment, thereby 
enhancing VM by its capacity to avoid VEGF signalling (Luque et al. 2003) or 
by its anti-angiogenic properties (Vazquez et al. 1999). In fact, the low 
microvesel density of xenografts harboring the protease (Figure 32) indicates, in 
agreement with previous reports, that ADAMTS1 is inhibiting angiogenesis. In 
this direction, is it possible that low microvesel density found in human 
melanoma and Ewing sarcoma is a consequence of the expression of the protease 
(van der Schaft et al. 2005). 

Another interesting topic emerges from the inability of common 
antiangiogenic therapies to inhibit vasculogenic mimicry (van der Schaft et al. 
2004). The fact that proteases are main players in this event opens the possibility 
to use them as targets for therapy. Even if the antiprotease therapy has been 
showed ineffective in clinical trials, perhaps the combination of common 
antiangiogenic approaches with therapies targeting protease-dependent VM 
would improve efficacy. Further options implies the modification of the 
microenvironment to send cues of differentiation to plastic tumor cells, 
promoting a less aggressive phenotype. Moreover, the antiangiogenic therapy 
may induce hypoxia in tumor mass. As hypoxia acts as as inducer of VM (van 
der Schaft et al. 2005) the classical treatment would enhance the appearance of 
VM in tumors that present some plastic behaviour worsening the overall patient 
prognosis. 

Obviosly this findings need more work to ascertain the exact mechanistic 
pathways that underlies beyond tumor cell plasticity and vasculogenic mimicry. 

 
 

Final Remarks. 
 
In this work we described the interaction of ADAMTS1 with the putative 

serine protease inhibitor TFPI-2, and how this interaction is functionally related 
with a cleavage event on this inhibitor at its C-term. According to the physico-
chemical properties of TFPI-2 C-terminal region and its prominent role in ECM 
anchorage, the cleavage process promotes a de-localization of the inhibitor. 
Moreover, the new functional properties of both ADAMTS1 and TFPI-2 appear 
to be significant for the development of the vasculogenic mimicry phenomenom 
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in tumor progression as the presence and the cleavage event happens in tumor 
cell models tested. 

HT-1080 fibrosarcoma cells represent a new paradigm of tumor cell 
plasticity as we reported in this work. The presence of ADAMTS1 in this model 
enhances tumor plasticity allowing them to undergo an endothelial cell-like 
commitment. Accordingly, an upregulation of vascular-related genes appears to 
be fundamental in the development of this tumor phenotype. Although the role of 
TFPI-2 is not fully understood yet, we propose its relevance to maintain local 
protease activity (as showed for MMP-2). It is also important to highlight the 
significance of TFPI-2 associated with endogenous endothelium, providing an 
additional source to the TFPI-2 delivered by tumor cells, as adressed in this 
work. 

 
 

 
 

Figure 37. Model representation. HT-1080 cells in culture express hight levels of the stemness marker 
CD133 and no detectable levels of VE-Cadherin. The cleavage of TFPI-2 by ADAMTS1 enhace MMP-2 
expression. After challenging cells in a new microenvironment as could be a xenograft assay cell 
ADAMTS1 enhances the expression of VE-CAdherin, allowing tumors cells to undergo vasculogenic 
mimicry in combination with laminin, MMP-2 and other implicated proteins. As the cell is under 
endothelial commitment, the expresion of CD133 is reduced. 
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Conclusions. 
 

(i) Tissue Factor Pathway Inhibitor-2 represents a new 

substrate for ADAMTS1. 

(ii) This cleavage event occurs at the C-terminal region 

of TFPI-2, with relevant consequences for its 

extracellular location. 

(iii) Both proteins, ADAMTS1 and TFPI-2, are present in 

melanoma and sarcoma tumor cells associated with a 

vasculogenic mimicry phenotype and high 

aggressiveness. This presence was also verified in 

EW7 derived-xenografts.  

(iv) TFPI-2 is cleaved in tumor cells that displayed a VM 

phenotype. 

(v) ADAMTS1 induces tumor plasticity in a 

fibrosarcoma tumor model. 

(vi) The partnership ADAMTS1/TFPI-2 appears relevant 

to induce a vasculogenic mimicry phenotype, 

potentially due to the modulation of MMP-2 levels. 
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Material and Methods. 
 
 

1.1. Yeast Two Hybrid Screening. 
 
The MATCHMAKER Two-Hybrid System 2 (Clontech Laboratories Inc.) 

was used according to the manufacturer. A cDNA fragment encoding aa residues 
540 to 666 of human ADAMTS1 was amplified by PCR and inserted into the 
pAS2-1 vector that was previously digested with NdeI and SalI. The resulting 
GAL4BD-ADAMTS1540-666 chimera protein was used as bait to screen a human 
placenta MATCHMAKER cDNA library (Clontech Laboratories Inc.). Both bait 
and library vectors were simultaneously introduced into Saccharomyces 
cerevisiae CG-1945 and double transformants were selected on synthetic 
minimal medium with dextrose but lacked tryptophan, leucine and histidine. A 
total of approximately 7 x 105 clones were screened. Putative positive colonies 
were re-streaked and tested for ß-galactosidase activity using a filter assay. DNA 
fragments from positive colonies were amplified by PCR using the 
MATCHMAKER 5’- and 3’-AD LD-Insert Screening Amplimers and then 
sequenced.  

 
 

1.2. Expression vectors. 
 
Bicistronic TFPI-2-GFP expression vector was obtained as follows: pZem 

229 plasmid (Sprecher et al. 1994) containing the TFPI-2 cDNA was digested 
with EcoRI and subsequently cloned into the EcoRI pIRES2-EGFP (BD 
Biosciences Clontech). To generate the TFPI-2-Myc expression vector (scheme 
in Figure 1B), pZem229 was used as a template to amplify and create new 
restriction sites with the following oligonucleotides: TFPI-2 forward 5’- C AGA 
ATT CCC ATG GAC CCC GCT CGC - 3’, TFPI-2 reverse 5’- CT TGG TAC 
CTG CTT CTT CCG AAT TTT C - 3’ (EcoRI and KpnI restriction sites are in 
bold, and the starting ATG is underlined). The resulting PCR product was then 
cloned into pCR2.1 (Invitrogen) using the TOPO-TA cloning kit and the TFPI-2 
cDNA was obtained by subsequent digestion with EcoRI and KpnI. This 
fragment was inserted into KpnI/EcoRI pcDNA 3.1/Myc-His (-) B expression 
vector (Invitrogen). This construct contains a functional Myc-His epitope at the 
C-terminal end. The C-terminal truncated TFPI-2 (∆CTFPI-2-Myc) expression 
vector (scheme in Figure 37) was generated by amplification of pZem229 with 
the same forward primer noted above and the following reverse primer: 5’- CTT 
GGT ACC CTT TTT CAA AGC TTT TGC –3’. The same procedure described 
above was used to subclone this truncated form into KpnI/EcoRI pcDNA 
3.1/Myc-His(-) B expression vector (Invitrogen). The Myc chimeras are 
represented in figure 38. 
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Full-length human ADAMTS1, zinc-binding site mutant (E385 >A)-
ADAMTS1, and ∆TSRs-ADAMTS1 (Met-Dis: 1-556) constructs have 
previously been described (Rodriguez-Manzaneque et al. 2002; Luque et al. 
2003). Recombinant human TFPI-2 and p87-ADAMTS1 were purified as 
described (Sprecher et al. 1994). 

 

 
Figure 38. A representation of the Myc construct generated and used for this work. 

 
 

1.3. Cell culture, transfection and treatments. 
 
Mouse lung endothelial (LE), HEK293T, HEK293 and HT-1080 human 

fibrosarcoma cells were cultured at 37 ºC with 5 % CO2 under saturated 
humidity, in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (PAA Laboratories) 
supplemented with 10 % fetal bovine serum (Hyclone) penicillin-streptomycin, 
L-glutamine and plasmocin. 

Transient and stable transfections were performed with FuGENE 6 
transfection reagent (Roche Diagnostics) according to the manufacturer’s 
specification. pLSHL-Hygro vector (Invitrogen) was co-transfected in stable 
transfection experiments for further selection with hygromycin. Bicistronic 
TFPI-2-GFP and full-length human ADAMTS1 used for the generation of stable 
clones were described here and elsewhere (Rodriguez-Manzaneque et al. 2002). 
Additional stable cell lines used in this study are 293T overexpressors of 
ADAMTS1 (Rodriguez-Manzaneque et al. 2000) and zinc-binding site mutant 
(E385>A)-ADAMTS1 (Rodriguez-Manzaneque et al. 2002). Conditioned medium 
from stable 293T and HT-1080 cell lines was collected after 48 h of incubation in 
serum-free medium. For transient transfection experiments, cells were 
maintained for 24 h in 10 % FCS medium and then switched to serum-free 
medium prior to collecting the conditioned medium and harvesting the cell 
lysates. For LE treatments, cultures were serum-deprived overnight prior to being 
treated with the indicated conditioned medium or recombinant proteins diluted in 
serum-free DMEM. Conditioned medium was collected, and the cell layer was 
rinsed twice with PBS and harvested in RIPA buffer (20 mM Tris-HCl pH 8, 150 
mM NaCl, 0.1 % SDS, 1 % NP40, 1 mM EDTA).  

HUVEC were cultured in standard condition using EBM media 
supplemented with growth factors, cytokines and supplements (Clonetics). 

EW7, SIM/EW27, RD-ES are human Ewing sarcoma’s cell lines. 
MUM2B, MUM2C, C8161 and C81-61 are human melanoma’s cell lines. These 
cell lines were cultured in RPMI with 10% FCS and 1% of 200mM L-glutamine 
with the exception SIM/EW27 that also need a flask gelatin (0,2%) precoating 
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for 15min at 37ºC. All these cell lines were cultured at standard conditions. 
Transient transfection of these cells was performed with Metafectene Pro 
(Biontex) according to manufactures directions.  

Cell culture treatments are as follows: 5 µg/ml heparin (Sigma-Aldrich 
Chemie); 1-10 µM phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) (Calbiochem)            
1 µg/ml tunicamycin (Sigma-Aldrich Chemie); 6 µM protease inhibitor BB94 (a 
generous gift from Richard Kenagy, University of Washington, Seattle) or 30µM 
1,10 phenantroline (Sigma); 5 mU/ml plasmin (Roche); 1 U/ml thrombin 
(Sigma); 2 µg/ml aprotinin (Sigma); 20 µg/ml leupeptin (Sigma).  

 
 

1.4. Tumor xenograft assays. 

 
293T and HT-1080 clones were trypsinized, washed twice and re-

suspended in free-serum DMEM. Nu/Nu Balb/c mice were subcutaneously 
injected in the right back with 5x106 cells per 200 µl. Mice weight and tumor size 
were assessed every three days after cell injection. When the tumors reached 1.5-
2.0 cm2 (for 293T and HT-1080 respectively), mice were sacrificed, and the 
tumors were removed for further analysis. 

Tumor volumes were calculated by the equation D * d2 * π/6 where D is 
the tumor diameter at its widest and d at its smallest (Matar et al. 2004). 

 
 

1.5. N-glycosidase F treatment.  
 
Conditioned medium was methanol-precipitated and re-suspended in 50 µl 

of reaction buffer (100 mM Na-phosphate pH 7, 0,2 % SDS, 10 mM EDTA). 
Samples were incubated for 3 min at 100 ºC and then 10 % Triton X-100 was 
added to a 0,2% final concentration. Enzymatic incubation was performed at 
37 ºC for 20 h in the presence of 1-2 U of N-glycosidase F (Roche). 

 
 

1.6. In vitro digestion of TFPI-2.  
 
Conditioned medium from stable TFPI-2-Myc over-expressing 293T cells 

was purified under denaturing conditions (PBS pH 8, 8 M Urea) with Ni-NTA 
agarose (Qiagen). Bound protein was washed with PBS and equilibrated with 
reaction buffer (20 mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 10 µM ZnCl2, 
5 µg/ml heparin). Digestions were performed at 37 ºC for 16 h. Then samples 
were concentrated with StrataClean resin (Stratagene), resolved by SDS-PAGE 
and analyzed by Western blot (antibodies listed in Table 7). 

 



 100 

1.7. Co-Immunoprecipitation studies. 
 
Cell lysates or conditioned media were pre-absorbed with protein G 

Sepharose 4 Fast Flow (Amersham Biosciences AB) for 30 min at 4 ºC in a 
rotation wheel. This material was then incubated with the appropriate antibody 
overnight at 4 ºC. Protein G Sepharose was added for 1 h in the same condition. 
Finally, immunoprecipitates were pelleted, rinsed three times with RIPA:PBS 
(1:3), resuspended in loading buffer and analyzed by SDS-PAGE (antibodies 
listed in Table 7). 

 
 

1.8. Immunoblot analysis.  
 
Cell layers and tumor samples were homogenized and lysed with RIPA 

buffer containing 1 mM of phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 1 µg/ml 
aprotinin. Cell debris was discarded by centrifugation (20 min at 16,000xg) and 
protein suspension was quantified using Bio-Rad DC Protein Assay (Bio-Rad 
Laboratories). When needed, cell lysates were precipitated with 3 volumes of 
methanol at -20 ºC overnight. The precipitate was washed twice with acetone and 
left to dry at room temperature. Conditioned medium was concentrated with 
StrataClean resin (Stratagene). Samples were subjected to SDS-PAGE and 
transferred to nitrocellulose membranes (Schleicher & Schuel). Membranes were 
blocked with 5 % low-fat milk and incubated with the proper antibodies (Table 
7). 

 
 

1.9. Immunochemistry.  
 

1.9.1. Paraffin sections. 
 
Slides were deparaffinized and subsequently hydrated by ethanol gradient. 

After antigen retrieval, sections were blocked. Primary antibodies to detect 
laminin, anti-FVIII related antigen, and endoglin were used (Table 7). After 
washing proper secondary antibodies were applied and further visualized with 
DAB (3,3'-Diaminobenzidine). PAS staining was done in deparaffinized sections 
following standarized methodology. 
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1.9.2. Frozen sections. 
 
Slides were microdissected (5µm), and subsequently fixed with cold 

aceton. After a brief incubation in PBS at room temperature, primary antibodies 
to detect mouse CD31, human TFPI-2 and human ADAMTS1 were applied 
(Table 7). Slides were rinsed and proper secondary antibodies were applied 
(Table 7). Visualization was obtained by incubation with DAB (3,3'-
Diaminobenzidine). 
 

Antibody host Technique Dilution Source 

hTFPI-2 rabbit Wb/IHQ 1/1000;1/100 Kindly provided by W. 
Kisiel (Iino et al. 1998) 

hTFPI rabbit Wb 1/1000 Kindly provided by W. 
Kisiel (Werling et al. 1993) 

hADAMTS1 
clone 5D4E11B5 mouse Wb 1/20(s) 

Kindly provided by M. L. 
Iruela-Arispe (Luque et al. 

2003) 

hMyc mouse Wb/IP 1/20(s); 
1/20(p) 

Kindly provided by 
J.Arribas 

hADAMTS1 
clone 3E46B4 mouse IHQ/IP 1/2(s);1/50(p) 

Kindly provided by M. L. 
Iruela-Arispe (Rodriguez-
Manzaneque et al. 2002) 

hMMP2 rabbit Wb 1/1000 Chemicon 
hMMP9 rabbit Wb 1/2000 Chemicon 
hActin mouse Wb 1/1000 Sigma 
hlaminin mouse IHQ 1/50 Novocastra 
mCD31 rat IHQ 1/150 pharmigen 
m,h,rF8 rabbit IHQ 1/100 Chemicon 
h,mCD105 
clone Sn6h, mouse IHQ 1/100 Dako 

Anti-mouse biotin-
labelled  IHQ 1/200 Dako 

Anti-rat biotin-
labelled  IHQ 1/200 Dako 

Anti-rabbit biotin-
labelled  IHQ 1/200 Dako 

Anti-mouse HPR  Wb 1/1000 Pierce 
Anti-rabbit HPR  Wb 1/1000 Pierce 
 
Table 7. List of antibodies used in this work. h, m, r denotes human, mouse and rat repectively. (s) and 
(p) denotes hybridoma supernatant and purified antibody respectively. Wb, western blot; IP, 
immunoprecipitation; IHQ, immunohistoquemistry; HPR horseradish peroxidase. 

 
 
 
 



 102 

1.10. Chalkley morphometry analysis. 
 
Tumor vascularization was evaluated by the Chalkley method, a 

morphometric point overlap counting system using a microscope eyepiece 
graticule. It has been shown to be both a rapid and a reproducible method that 
gives independent prognostic information and has been suggested as a standard 
method in an international consensus report on the quantification of 
angiogenesis. In brief, a complete paraffin section including the tumour border 
was immunostained with a monoclonal anti-FVIII related antigen antibody 
diluted 1:100 for 1 hour at room temperature after heat antigen retrieval 
procedure. The areas of highest vascular density ('hot spots') were identified at 
low magnification (x 10 ocular and x 10 objective). On a higher magnification (x 
10 ocular and x 20 objective), a 25-point Chalkley eyepiece graticule (Chalkley 
grid area 0.22 mm2) was applied to each hot spot and orientated to permit the 
maximum number of points to hit on or in a microvessel. The Chalkley count in 
the hot spot with highest vascular density (the largest number of hits) was used for 
further analyses. 

 
 

1.11. Heparin purification. 
 
The affinity of ADAMTS1 and TFPI-2 proteins to heparin has been 

previously reported (Liu et al. 1999; Rodriguez-Manzaneque et al. 2000). 
Samples were incubated with pre-equilibrated heparin beads (Amersham), 
overnight at 4 ºC under constant agitation. Heparin beads were then washed 
twice with 100 mM NaCl and twice more with PBS. Finally, samples were 
pelleted, resuspended in loading buffer and analyzed by SDS-PAGE.  

 
 

1.12. Zymography.  
 
Cell layers and tumor samples were homogenized and lysed as mentioned. 

200 µg of each extract was purified with Gelatin Sepharose (GE Healthcare) 1h 
at 4 ºC with constant rotation, washed once in PBS, dissolved in loading buffer 
without reduction agents and were electrophoresed through a 0,1% gelatine-
containing SDS 11% polyacrylamide gel. The gel was washed once with H2O 
and three times with washing buffer (2,5% Triton X-100) for 1 h, and then 
incubated over night at 37 °C in reaction buffer (50mM Tris-HCl pH 7,5, 10mM 
CaCl2, 0,02% sodium azide (Sigma)). The gels were stained in 0,1% amido black 
and destained with destain solution (10% acetic àcid, 30% methanol, 60% H2O.). 
As positive control 50 ng of recombinant MMP-2 and MMP-9 were loaded. 
Gelatinolytic activity was identified as clear bands on a black background, but to 
easy visualization the images were inverted. Gelatine zymography detects the 
activity of both active and pro-form gelatinolytic MMPs. This is because 
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exposure to SDS during gel electrophoresis causes activation by denaturalization 
of the pro-form MMPs without proteolytic cleavage of the prodomain (Birkedal-
Hansen and Taylor 1982). 

 
 

1.13. RNA isolation and reverse transcription-PCR analysis.  
 
Total RNA was isolated from cells and tissue sections using RNeasy 

(Qiagen), followed by RNase-free DNase treatment (Qiagen). RNA 
concentration was measured with Nanodrop (Nanodrop). RT-PCR was 
performed with 0.5 µg of total RNA using oligo dT primers and the SuperScript 
First-Strand Synthesis System (Invitrogen) followed by specific amplification 
with the specific primers (listed in Table 8). PCR products were resolved in 2% 
agarose gels in TAE (40mM Tris Acetate, pH 8.3 and 1.0mM EDTA) stained 
with ethidium bromide (0,5 µg/ml). For quantitative RT-PCR 20µl of cDNA was 
synthesized from 200-500ng of RNA with iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad), 
and 80µl of H2O was added. PCR was done using an IQ5 real-time detection 
system (Bio-Rad) in 25 µL volume containing 12,5 µl IQ SYBR Green 
SuperMix (Bio-Rad), 1 µl each of forward and reverse primers listed in table 4 
(10µM), 2-5 µl cDNA and H2O. The PCR profile was as follows: 10 min at 
95°C, followed by 50 cycles of 15 s at 95°C and 1 min at 60°C. Absolute mRNA 
copy numbers were calculated from standard curves that were obtained by 
dilution of precisely quantified template DNA. Data were analyzed using IQ5 
software (Bio-Rad). Melting curves were generated to monitor proper product 
formation and cycle threshold (Ct) values were obtained for quantification. 
Primers were specific for either human or mouse sequences and they were 
selected based on the following requirements: 

(i) high percentage of mismatch in the 3′ region with at least 1 
nucleotide (nt) mismatch at the 3′ end,  

(ii) primer melting temperature of approximately 60°C,  
(iii) GC content of approximately 55%, (iv) preferably no G at the 5′ 

end, (v) avoid runs of more than three identical nucleotides,  
(iv) amplicon length of approximately 100 nucleotides. 
Specificity and cross-reactivity were checked with the Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST). Geometric averages of Ct values of the 
reference genes beta-actin, cyclophilinA, HPRT, beta2-microglobulin were 
subtracted from the Ct values of the test genes to generate dCt values. Relative 
expression levels were calculated as 2- dCt.  
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Table 8. A detailed list of the primers used in this work for RT-PCR and qRT-PCR. (forw: forward; rev: 
reverse; RTPCR: semiquantitative PCR; qRTPCR: quantitative real time PCR).      

Primer name Technique Sequence 
hTFPI forw RTPCR TAT GGG GGA TGT GAA GGA AA 
hTFPI rev RTPCR GAG GGA CCG TGA AAT TCA AA 
hTFPI-2 forw RTPCR GTC GAT TCT GCT GCT TTT CC 
hTFPI-2 rev RTPCR CGA AGC TTT GGC ATC TTC TT 
hADAMTS1 forw RTPCR ACG AGT GCG CTA CAG ATC CT 
hADAMTS1 rev RTPCR GTG GCT CCA GTT GGA ATT 
hADAMTS4 forw RTPCR CAT CTA CTT GGC CCT GAA GC 
hADAMTS4 rev RTPCR CAG CCG GGA TAG TGA GGT TA 
hMMP2 forw RTPCR GGG GCC TCT CCT GAC ATT 
hMMP2 rev RTPCR TCA CAG TCC GCC AAA TGA A 
hlaminin5gamma2 forw RTPCR TTT AGC TCA GCC CAA CGA CT 
hlaminin5gamma2 rev RTPCR GGC TGA AAT CAG GGT CAC AT 
hendoglin forw RTPCR CTCTGCTGCTGAGCTGAATG 
hendoglin rev RTPCR GATCTGCATGTTGTGGTTGG 
hEphA2 forw RTPCR AGGAGAGTTTGGGGAGGTGT 
hEphA2 rev RTPCR TCAGACACCTTGCAGACCAG 
hTIE1 forw RTPCR CCCTGAGCTACCCAGTGCTAGAGTG 
hTIE1 rev RTPCR TGGTCACAGGTTAGACAGCAGAGTTTG 
hVEGFC forw RTPCR AGTCGCGACAAACACCTTCT 
hVEGFC rev RTPCR CATCCAGCTCCTTGTTTGGT 
ß-actin forw RTPCR CCT GAC CGA GCG TGG CTA C 
ß-actin rev RTPCR GAA GCA TTT GCG GTG GAC G 
hcyclophylin A forw qRTPCR CTC GAA TAA GTT TGA CTT GTG TTT 
hcyclophylin A rev qRTPCR CTA GGC ATG GGA GGG AAC A 
hß-actin forw qRTPCR GCT GTG CTA CGT CGC CCT G 
hß-actin rev qRTPCR GGA GGA GCT GGA AGC AGC C 
hß2-microglobulin forw qRTPCR TCC ATC CGA CAT TGA AGT TG 
hß2-microglobulin rev qRTPCR TCC ATC CGA CAT TGA AGT TG 
hHPRT forw qRTPCR AGA ATG TCT TGA TTG TGG AAG A 
hHPRT rev qRTPCR ACC TTG ACC ATC TTT GGA TTA 
hVEGF-A forw qRTPCR AAG GAG GAG GGC AGA ATC AT 
hVEGF-A rev qRTPCR CCA GGC CCT CGT CAT TG 
hADAMTS1 forw qRTPCR AGC CCA TGA ATT AGG CCA CGT GTT 
hADAMTS1 rev qRTPCR AGC ATT GAC GCC ATC ATG TGG GAA 
hTFPI-2 forw qRTPCR TGC TCT GCC AAT GTG ACT CGC 
hTFPI-2 rev qRTPCR TGT CAT TCC CTC CAC AGC CAG TAT 
hTie-1 forw qRTPCR CCC CGC TGG TCT CGT TCT C 
hTie-1 rev qRTPCR CAC AAT GGT CGA CCA GTC C 
hVE-Cadherin forw qRTPCR TCC CGG AGC AGA AGA CGT 
hVE-Cadherin rev qRTPCR GAG AAA AGA AAG AGA GCA TGG ATT G 
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