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Inhibicion del crecimiento tumoral en ratones

induciendo coagulacidn selectiva

de los vasos tumorales

Inhibition of tumor growth in mice by selective coagulation

of tumor vessels

Federico Ludwig Herrera Alemdn™

RESUMEN. El presente estudio se basé en el hecho de
que el factor tisular (TF), la proteina humana induc-
tora de la coagulacidn es el principal disparador de la
coagulacién sanguinea. El objetivo de este trabajo fue
demostrar en un modelo animal la factibilidad de tra-
tar tumores s6lidos humanos activando la coagulacién
e inhibiendo el crecimiento tumoral mediante infarto
del mismo. Demostrar que el factor tisular truncado
(tTF) recupera su capacidad inductora de la coagula-
cién In vitro como In vivo y que fusionado al péptido
RGD (tTF-RGD) en su carbono terminal hace blanco
en marcadores de la angiogenesis presentes en el en-
dotelio vascular tumoral no asi en tejidos normales,
como un novedoso abordaje en cdncer. Utilizando para
la investigacién dos lineas tumorales humanas (M21 y
CCL-185) xenotransplantadas cada una en grupos de
24 ratones cada vez y distribuidos en grupos de 8 cada
uno para las terapias con tTF-RGD, (TF y solucién
salina, respectivamente; En conclusién este trabajo
muestra por primera vez que la caracterizacién espe-
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cifica del tTF-RGD en su carbono terminal le permite
activar la coagulacién selectiva, trombosis e infarto del
tejido tumoral, inhibiendo en 100% el crecimiento de
tumores humanos en ratones y sin efectos adversos sig-
nificativos.

Palabras clave: Coagulacién Sanguinea. Integrinas.
Neoplasia. Patologia. Trombosis.

ABSTRACT. The present study focussed on the fact
that the human coagulation inducing protein Tissue
Factor is the major initiator of blood coagulation. The
aim of this work was to demostrate the feasibility of
treating human solid tumors by targeted human trun-
cated tissue factor (tTF) on tumor vascular endothe-
lium in a mouse model. To demonstrate that the tTF
fused protein on his terminal carbon (tTF-RGD) acti-
vates coagulation in tumor vasculature In vitro and In
vivo leading to inhibition of tumor growth with the
subsequent necrosis and infarction of the tumor tissue
by selectively targeted natural markers in angiogenesis
which are high expressed in endothelial tumoral cells
but not in normal tissues. Using for the experiment
two different human cancer cell lines distributed in
two groups of 24 mice each and later in 3 groups of
8 mice for therapies with tTF-RGD, tTF and saline
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solution, respectively; In Conclution this work shows
for the first time that characterization of tTF-RGD on
his terminal Carbon allows the protein the effective
inhibition of human tumor growth (100%) targeting
tTF-RGD fused protein to natural markers of angio-
genesis in tumor endothelial cells by means of selective
intraluminal blood coagulation in the tumor vascula-
ture without side effects.

Keywords: Blood Coagulation. Integrins. Neoplasm.
Pathology. Thrombosis.

INTRODUCCION

A partir de los afos 90 el mundo médico cientifico diri-
gi6 las investigaciones contra el cdncer basados en nuevas
y novedosas terapias enfocadas a interrumpir el proceso
de la angiogenesis tumoral endotelial, impidiendo o in-
terrumpiendo la formacién de nuevos vasos. También se
realizaron investigaciones que alteraban o destruifan, los
vasos ya formados, con la subsiguiente necrosis e infarto
de tumores sélidos, asi como, se estudio el rol de la angio-
genesis en tumores no sélidos. La neovascularizacién es
necesaria para la expansién constante del tumor debido
a que es el proceso que provee de suficientes nutrientes
y oxigeno, as{ como para la eliminacién de productos de
desecho. Un fenotipo angiogénico es el requerimiento
absoluto para la progresién tumoral.'? El factor tisular
es el disparador de la cascada de la coagulacién en forma
fisiolégica, basados en este principio los investigadores
han logrado hacer blanco con una forma acortada del
factor tisular (tTF) en marcadores naturales de las células
endoteliales tumorales, generando asi la activacién selec-
tiva de la coagulacién sanguinea en los vasos tumorales,
con la subsiguiente necrosis tumoral como un manejo
alternativo y novedoso.*” El propésito de este trabajo
fue demostrar en un modelo animal la factibilidad de
tratar tumores s6lidos humanos activando la coagulacién
e inhibiendo el crecimiento tumoral mediante infarto
del mismo.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevé a cabo en los laboratorios de investiga-
cién del Departamento de Medicina Interna Hematolo-
gfa-Oncologfa Unidad de Angiogénesis, de la Universidad

de Muenster-Alemania, durante un periodo de 3 afios en-
tre el 2000 y el 2003.

Lineas celulares y anticuerpos

Eladenocarcinoma bronco pulmonar (CCL185) ya descri-
to® y las células de Melanoma descritas fueron una cortesfa
del Dr. Silleti, Universidad de California San Diego USA
Anticuerpos anti factor tisular obtenidos por Diagnostic
international (Karlsdorf, Germany), la integrina OLVB3y el
péptido GRGDSP fueron obtenidos por Chemicon (Te-
mecula, California, USA).

Expresién, purificacién y caracterizacién del tTF y del
tTF-RGD

El c6digo de c-DNA del ¢TF 1-218 y tTF-GRGDAHA
1-218, fueron amplificados por PCR (reaccién en cadena
de la polimerasa). La secuencia RGD fue ligada al carbono
terminal del factor tisular truncado (tTF), esto le permite
al tTF-RGD adoptar una orientacién perpendicular a la
membrana de fosfolipidos de la célula similar al factor ti-
sular nativo (TF). El tTF y (TF-RGD fueron analizados
por SDS-PAGE y Western blot. Ver esquema de la unién
del tTF-RGD a las integrinas en las células endoteliales en
la figura No. 1.

Figura No. 1. Células endoteliales tumorales. Representa-
cioén esquemética de la union del tTF-RGD a la integrina avi3s.
La avl3; es expresada selectivamente en alta densidad en las
células endoteliales tumorales, pero no en células quiescen-
tes en el tejido normal.
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Activacién del factor X por tTF y tTF-RGD

La habilidad del tTF y del tTF-RGD para generar la ac-
tivacién proteolitica especifica del factor X por el factor
Vlla, fue medida de acuerdo a lo ya descrito por Ruf et
al.” La constante de disociacién aparente (Kd) fue deter-
minada de acuerdo a Stone et al.’’ La Kd fue determinada
calculando el FVIIa ligado y no ligado. La actividad del
tTF-RGD ligado a células endoteliales micro vasculares
(MVEQ) fue determinado in vitro usando un test cromo-
génico para detectar el FXa descrito por Ran et al.

Estudio del receptor purificado y de la unién por ci-
tometria de flujo FACS (Fluorescence Activated Cell
Sorting)

La unién del tTF-RGD a la a 8, (Chemicon) purificado
e inmovilizado, fue analizado con prueba de ELISA (enzy-
me linked immunoadsorbent assay) técnica descrita antes
(11). Los pasos de unién fueron realizados en ausencia
y presencia del péptido sintético GRGDSP (Chemicon)
como liganda competitiva, tratando de mostrar la especi-
ficidad de esta interaccién. Subsiguientemente, la unién
especifica del {TF-RGD a la a 3, en las células endote-
liales fue evaluada. En este punto, la diferenciacién de la
unién con tTF y tTF-RGD biotinilado en células endo-
teliales en suspension, fue evaluada mediante FACS. La
ficoeritrina-estreptoavidina fue utilizada para detectar la
proteina unida.

Modelos Tumorales Xenotransplantados

Todos los procedimientos en animales fueron realizados de
acuerdo con las regulaciones alemanas (Tierversuchsgesetz
§ 8 Abs. 2) y aprobadas especificamente en términos de la
licencia del proyecto en las instalaciones de la Universidad
Clinica de Muenster, Departamento de Medicina Interna
hematologia-oncologia unidad de angiogenesis.

Células en suspensién (2 x 10° en 100pl) del adenocar-
cinoma humano de pulmén (CCL185) o del melanoma
humano (M21) fueron inyectadas subcutdneamente (s.c.)
en el flanco anterior derecho de ratones (male BALB/c
nude) de entre 9-12 semanas de edad.

Se permiti6 el crecimiento tumoral en los ratones hasta vo-
limenes aproximados de 50-100 mm? (CCL185) y 500-
700 mm?® (M21) respectivamente (Grupos de 28 ratones
cada uno). En este punto, los ratones fueron asignados al
azar en diferentes grupos de experimentacién (Grupos de
8 ratones). El primer grupo recibié NaCl 0.9% (100 pl),

el segundo grupo tTF 30pg en 100 pl NaCl) y el tercer
grupo tTF-RGD 30 pg en 100 pl NaCl, en inyecciones
endovenosas en la cola de los ratones (enmascarado). De-
pendiendo de la cinética de crecimiento tumoral, las in-
yecciones fueron repetidas dos veces por semana en cinco
dosis para CCL185 y cada dia en un total de cinco dosis
para M21, repitiendo el mismo experimento dos veces
para cada linea celular tumoral.

El tamafio del tumor /n Vivo fue evaluado usando un pie
de rey, midiendo lo largo y lo ancho y desconociendo el
tipo de tratamiento de cada uno (enmascarado). El volu-
men del tumor fue calculado usando la férmula estdndar
(largo x ancho? x m/6). De acuerdo a la licencia del pro-
yecto, los animales fueron sacrificados cuando los tumores
fueron demasiado grandes, si los ratones perdieron mds
del 20% del peso corporal o al presentar signos de dolor.

Fotos representativas de los érganos de los animales y los
tumores fueron tomadas al final de cada experimento (da-
tos no mostrados). Después, los ratones fueron sacrifica-
dos mediante dislocacién cervical y bajo anestesia profun-
da con CO, de acuerdo con los estdndares de regulacién y
licencia del proyecto.

La exsanguinacién inmediata fue lograda con NaCl 0.9%
mds soluciones heparinizadas inyectadas directamente en
el ventriculo cardfaco izquierdo, previa diseccién de am-
bas venas femorales derecha e izquierda. Los tumores y
érganos (corazén, pulmén, higado, rifdn) fueron extrai-
dos y fijados en formalina al 4% antes de ser embebidos
en parafina.

Para los estudios de toxicidad, un grupo extra de anima-
les fueron inyectados con una sobredosis de tTF-RGD
(50pg) examinando luego el corazén, pulmén, rifién e
higado, por signos de trombosis a la hora, a las 4 horas
y 24 horas después de la inyeccién en iguales condicio-
nes.

Histologia

Los andlisis histolégicos fueron realizados como ya descri-
tos.'” Resumidamente, el corazén, pulmdn, rifidén e higa-
do, fueron extraidos 1 hora, 4 horas y 24 horas después de
la inyeccién de 2.0mg/Kg./peso corporal de tTF-RGD,
tTF y solucién salina para evaluar la toxicidad del trata-
miento. Fijados en formalina al 4% y embebidos en para-
fina para luego hacer cortes de 4 pm y transferirlos a limi-
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nas de vidrio. Por lo menos 10 cortes por muestra fueron
disponibles para evaluacién. Los cortes fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina (H&E) y analizados utilizando un
microscopio de luz convencional por signos de necrosis y
trombosis en andlisis enmascarado. La trombosis sangui-
nea fue definida como la oclusién completa o incompleta
de los vasos intratumorales con presentacién de glébulos
rojos empacados.

Para evaluar el efecto del tratamiento, se realizd el mis-
mo procedimiento arriba descrito, con érganos y tumores
después de finalizado el tratamiento; fijados en formalina
al 4%, embebidos en parafina, finalmente cortes de 4pm
para ser tefiidos en H&E y buscar bajo microscopio indi-
cios de trombosis y necrosis.

Andlisis Estadisticos

Los datos fueron trabajados como media y rangos inter-
cuartiles. Las diferencias en los rangos de crecimiento de
los tumores en ratones tratados con tTF-RGD vy ratones
controles (tTF o NaCl) fueron probados por significancia
estadistica usando un test no paramétrico (Mann-Whit-
ney rank sum test) para muestras independientes que no
asume que el tamafio del tumor sea de distribucién nor-
mal. Los valores de P de 0.05 o menos fueron considera-
dos significativos. En las grdficas de crecimiento tumoral,
los resultados son presentados como media, desviacién
estdndar (SD) y error estdndar.

RESULTADOS

Caracterizacién funcional del tTF y del tTF-RGD

La habilidad del tTF y del tTF-RGD para producir la ac-
tivacién proteolitica especifica del factor X (FX) por el fac-
tor VIla (FVIIa) es demostrada por el andlisis de Michae-
lis-Menten. La constante de Michaelis calculada (Km)
parael tTFy el tTF-RGD estuvo dentro del rango de 0.15
nM como ha sido reportado en la literatura’ (andlisis no
mostrado). Ademds la unién de la secuencia del péptido
RGD al carbono terminal del tTF no afecté su actividad
funcional. Pueden observarse los resultados de la unién
del tTF-RGD de hasta 1,4 mOD (densitometria ptica) y
los resultados minimos obtenidos por el tTF. Mostrando
asf la capacidad de unién del tTF-RGD a la integrina
avf,. La diferencia en la unién entre tTF-RGD y tTF
fue significante (p<0.001) Mann-Whitney-Test (Datos

no presentados).

En la figura No. 2b podemos observar la especificidad de
la unién del tTF-RGD a la integrina OLVB3 por saturacién,
la cual fue del 100 % en comparacién con 10 % y 5 % del
tTF-RGD inhibido con el péptido sintético GRGDSP
en cantidades de 1 mM y 10 mM (micromolar) respec-
tivamente. Demostrando asi la dependencia de la fusién
del ¢TF-RGD para la unién a la avf,. p<0.001, Mann-
Whitney test (Datos no presentados).
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Figura No. 2 A. Unién del tTF y tTF-RGD a la integrina
avp3. La union de 0.1uM tTF, tTF-RGD a la ayR3 inmovili-
zada, fue detectada con un anticuerpo policlonal contra TF
humano mediante ELISA. Los resultados son presentados
como media y rango con intercuartiles. La diferencia en la
union entre tTF-RGD y tTF fue significante (p<0.001, Mann-
Whitney-Test). (Datos no presentados).
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Figura No. 2 B. Especificidad de la unién del tTF-RGD a la
integrina a,f3. La union de tTF-RGD (1uM) a la a3 inmo-
vilizada fue significantemente inhibida por el péptido sintético
GRGDSP (p<0.001, Mann-Whitney test) para ambas concen-
traciones de péptidos RGD (datos no presentados).
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Estudio de la unién del tTF-RGD a la o j3, In Vitro.

La unién especifica del tTF-RGD a la o f3, inmévil es pre-
sentada en un experimento de unién al receptor purificado
(hguras 4 a-b). La uni6én de nuestra proteina fusionada a
la a3, inmévil fue dosis dependiente y saturable. La es-
pecificidad de la interaccién de dependencia del RGD es
regulada por la competencia fria usando el péptido sintéti-
co GRGDSP. En presencia de 10-100 folios de molaridad
en exceso del péptido sintético RGD no marcado, nuestra
proteina fusionada mostré una capacidad no significante de

unién a la o f3,, confirmando la selectividad del péptido.
(Figura No. 2 A-B).

Subsiguientemente, la unién especifica del tIT'F-RGD a los
receptores en las células endoteliales (MVEC) fue evalua-
da por FACS. La diferenciacién de unién del ¢(TF y ¢TF-
RGD biotinilado en células endoteliales en suspensién se
muestra en la gréfica 5A. Como resultado, la medicién de
la intensidad de fluorescencia fue ocho folios mds alta para
tTF-RGD comparado a tTF. Mds aun, la unién de 0,1 pM
tTF-RGD a las células endoteliales fue reducida en un 75 %
en presencia de 1 pM del péptido sintético GRGDSP. Estos
resultados muestran la dependencia del RGD en la fusién
del tTF-RGD a los receptores en las células endoteliales tales
como las integrinas o, 3, o o f3.. (Ver figura No. 3 A-B).
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Figura No. 3 Grafica de la union del tTF y tTF-RGD a las cé-
lulas endoteliales humanas (HUVEC). A) Analisis con FACS de
las células endoteliales que fueron incubadas 2) con 0,1 uM tTF
3) con 0,1 uM tTF-RGD. Por 60 min. a 4°C B) Con la adicién de
1 uM GRGDSP, la unién del tTF-RGD fusionado a células en-
doteliales se redujo en un 75% debido a inhibicion competitiva
4). Lalinea 1 en Ay B muestra los controles negativos.

Actividad antitumoral del tTF-RGD en el Melanoma
humano

La actividad antitumoral del tTF-RGD fue determinada
en ratones BALB/c nude, cargando tumores de entre 300-
700 mm? con celulas de melanoma (M21). Los controles
y el tTF-RGD fueron administrados i.v., cinco veces a
intervalos de 24 horas. El resultado conjunto de dos ex-
perimentos independientes cada uno con un total de 24

ratones repartidos en grupos de 8 es presentado en la Fi-
gura No. 4).

Durante el tratamiento, los tumores mostraron signos ma-
croscdpicos de necrosis antes de las 24 horas del inicio de
tratamiento, similar a los resultados de otros grupos.*” Ade-
mds, los estudios histoldgicos revelaron cantidades substan-
ciales de vasos tumorales que estaban trombosados, con-
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(Figura No. 4) Grafica de la actividad anti-tumoral del tTF-
RGD en el crecimiento de tumores (M21) en ratones. La acti-
vidad anti-tumoral del tTF-RGD fusionado fue determinado en
BALB/c nude mice cargando tumores de 400-700 mm3 para
Melanoma 21. Los controles y el tTF-RGD fueron administra-
dos i.v. cinco veces, a intervalos de 24 horas. El crecimiento
tumoral al cuarto dia de tratamiento fue significativamente re-
tardado (P=0,005) en comparacion con tTF y solucion salina. El
peso tumoral en el grupo tratado con tTF-RGD fue significante-
mente menor (P=0,005) (Datos no mostrados).
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firmando la impresién macroscépica de necrosis tumoral
masiva.

La alta selectividad del tTF-RGD para los vasos tumo-
rales, es demostrada por el hecho de que la trombosis y
necrosis visible, no ocurrié en tejidos normales como el
corazén, rindn, higado y pulmén.

Actividad anti-tumoral del tTF-RGD en el crecimien-
to de tumores CCL185 en ratones

Determinamos la actividad antitumoral de la proteina
tTF-RGD en ratones BALB/c/nude, cargando 100 mm?
del tumor CCL185. Debido al crecimiento lento del tu-
mor en el experimento, la proteina fusionada y los contro-
les fueron administrados cinco veces a intervalos de 3-4
dias. El resultado conjunto de dos experimentos indepen-
dientes con un total de 24 ratones repartidos en grupos de
8 son presentados en la Figura No. 5).
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Figura No. 5. Grafica de la actividad anti-tumoral del tTF-
RGD en los tumores CCL-185. La actividad antitumoral del
tTF-RGD fusionado, fue determinado en BALB/c nude mice,
cargando tumores entre 50 - 100 mm3 (CCL185). La proteina
y los controles fueron administrados a intervalos de 3-4 dias.
Después de la cuarta inyeccion, pudimos mostrar una inhibi-
cion significante del crecimiento tumoral en comparacion a los
grupos control P =0,005.

Todos los animales fueron histolégica y microscépica-
mente analizados después del tratamiento. Los ratones en
el grupo control (tTF y NaCl) no mostraron signos de
trombosis, tampoco necrosis (ver foto en Figura No. 6).

Los estudios microscdpicos revelaron necrosis y muer-
te del tejido tumoral (ver foto en Figura No. 7 A-B). La
alta selectividad del tTF-RGD para los vasos tumorales
es demostrada por el hecho de que no ocurrié trombosis
ni necrosis visible en tejidos normales como el corazén,
rifién, higado y pulmén (ver foto en Figura No. 7 C-D).
Para probar el modo de accién, de que la oclusién trom-
bética realmente ocurre, el siguiente experimento fue rea-
lizado: La linea celular humana de melanoma (M-21) fue
inyectado en el flanco de dos ratones (balb/c/nude mice)
después que los tumores alcanzaron volimenes de aproxi-

madamente 500 mm?, se inyectoaron 2.0 mg/kg/peso cor-
poral de tTE-RGD 6 0,9 % NaCl iv. en la cola. Ver foto

Figura No. 6. Foto representativa en H&E de cortes de
corazén (A), rifién (B), higado (C) y pulmén (D). 1 hora des-
pués de inyectar 4 mg/kg/peso corporal de tTF-RGD en los
ratones. No se observd trombosis o necrosis visible en los
distintos érganos. (Magnificacién x 200).



Rev Med Hondur Vol. 75

del tumor en el ratén después de 20 minutos de inyectar
el tTF-RGD (izquierda) y NaCl 0.9 % (derecha) respecti-
vamente. (Ver Figura No. 8 A).

El tumor se encogié y torné negro, indicando necrosis
tumoral masiva después de la inyeccién del tTF-RGD.

Los ratones fueron sacrificados 60 minutos después de la
inyeccién y se extrajo el tumor para estudio histolégico.
Podemos observar dreas de hemorragia en los ratones con
tumores tratados con tTF-RGD, en contraste con la apa-
riencia vital de los ratones con tumores tratados con solu-

cién salina (Figura No. 8 B-C).

Figura No. 7. Foto representativa en hematoxilina / eosina
(H&E), cortes del melanoma maligno en ratones cargando
el tumor; 1 hora después de haber inyectado tTF-RGD (A'y
B) y NaCl (Cy D)i.v. en la cola de los ratones. Los vasos
sanguineos en los tumores tratados con tTF-RGD aparecen
trombosados (ver flechas). En el area que rodea la oclusion,
puede observarse extensa necrosis de las células tumorales.
No asi los tumores tratados con NaCl. Las fotos son de areas
representativas del tumor (A'y C: aumento x 200; By D au-
mento x 400).

10

Figura No. 8. Foto representativa del melanoma maligno
A) en ratones, 20 minutos después de inyectar el tTF-RGD
(izquierda) y 0.9 % NaCl (derecha) respectivamente. El tumor
se encogié y tornd negro (izquierda), indicando la aparente
necrosis tumoral masiva después de inyectar tTF-RGD. B)
muestra areas de hemorragia en el tumor de los ratones tra-
tados con tTF-RGD, en contraste con la apariencia vital de
los ratones con tumores tratados con soluciéon salina al 0.9
%( NacCl) (C).

DISCUSION

En publicacién reciente definimos y describimos con
detalle los mecanismos de algunas de las nuevas terapias
en cdncer, especificamente aquellas que hacen blanco del
Factor Tisular en receptores especificos situados en el en-
dotelio vascular tumoral.’?

Los reportes iniciales sobre la induccién selectiva de trom-
bosis intratumoral usando tTF fusionado a anticuerpos
o fragmento de anticuerpos dirigidos a marcadores natu-
rales o artificiales de la angiogenesis tumoral, mostraron
una eficacia impresionante en términos de inhibicién del
crecimiento tumoral. El primer reporte por Huang et al,*
con la induccién dirigida de la coagulacién sanguinea
intraluminal en vasos tumorales y usando un marcador
artificial de la angiogenesis generé gran interés por ver si
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la misma estrategia podria ser utilizada en modelos tumo-
rales transportando marcadores naturales de la angiogene-
sis. El segundo reporte con esta estrategia haciendo blanco
del VCAM-1 fue menos impresionante, pues sélo observé
un 50 % de reduccién del crecimiento tumoral.’ El tercer
reporte por Nilson et al,* haciendo blanco de la secuencia
del dominio ED-B de la fibronectina en vasos tumorales
con crecimiento agresivo, observé una erradicacién com-
pleta del tumor en un 30 % de los ratones tratados, final-
mente, los animales no fueron curados.

Un cuarto reporte por Peisheng Hu et al'* muestra los resul-
tados de 3 proteinas distintas fusionadas al Factor Tisular
que inducen trombosis de los vasos tumorales; el chTNT-
3/tTF que hace blanco en los antigenos expuestos en dreas
necroéticas del tumor, el chTV-1/¢TF hace blanco en un an-
tigeno vascular, la fibronectina y el RGD/tTF similar a la
proteina fusionada construida en nuestro estudio.

Comparando las tres estrategias haciendo blanco con el
tTF en dreas tumorales, el autor demostré que el chTNT-
3y el chTV-1 fueron encontrados los vehiculos mds efec-
tivos. Interesantemente el RGD/tTF por si mismo no
generé un efecto anti-tumoral significante. Los autores
explican esto por el hecho de que el receptor para el RGD,
la OLVB3, es mayormente asociada a células endoteliales du-
rante su génesis, sabiendo que esto ocurre principalmente
en capilares y pequefos vasos recién formados y no en
vasos maduros y de mayor tamano. Mds atn, ellos man-
tienen que los receptores del RGD tienen una muy baja
afinidad por la liganda en comparacién con interacciones
antigeno-anticuerpo, explicando asf los resultados menos
impresionantes obtenidos con dicha proteina.'

Los anticuerpos pegados a proteinas dependen altamente
de la formulacién apropiada, para prevenir agregados pro-
teicos asociados a efectos adversos. Mds auin, estos estudios
no eliminan los efectos adversos causados por reacciones
inmunoldgicas y hasta aqui, tampoco las proteinas con
anticuerpos pegados al tTF han sido evaluadas en anima-
les no inmunocomprometidos. Candidatos prometedores
para hacer blanco con el tTF a la vascularidad tumoral sin
las contrariedades mencionadas arriba, incluyen fusiones
con péptidos pequenos y selectivos para los marcadores na-
turales del endotelio tumoral.” Las integrinas o, B, o, f3,
as{ como otras, han sido identificadas como marcadores
del endotelio activado y parecen jugar un rol crucial en el
desarrollo y angiogenesis tumoral.'* Las protefnas fusio-
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nadas al RGD, que se pegan a estas ligandas endoteliales
han sido identificadas como agentes prometedores para
hacer blanco en el endotelio tumoral.® El tamano peque-
fio tamafio del RGD en comparacién con los anticuerpos
previamente mencionados y fusionados al tTF repercutié
en importantes ventajas.

En este estudio mostramos la habilidad del tTF y el ¢TF-
RGD de provocar la activacién proteolitica especifica del
EX por el FVIIa. La constante de Michaelis (Km) para
el tTF y el tTF-RGD estd dentro del rango de 0,15 nM,
como ha sido reportado en la literatura, demostrando la
eficacia de nuestro tTF para activar la coagulacién. La
unién especifica del tTF-RGD en su mayor parteala o f3,
inmévil, es mostrada con el método de unidn al receptor
purificado. La unién fue dosis dependiente y saturable. La
especificidad de la interaccién dependiente del RGD es
marcada por competitividad usando el péptido sintético
GRGDSP. En presencia de 10-100 folios de molaridad
en exceso del péptido RDG sintético no marcado, nues-
tra proteina fusionada mostré una capacidad de unién a

la OLVB3 no significativa, sugiriendo asi la especificidad de
unién del tTF-RGD ala ..

La actividad anti-tumoral del tTF-RGD fue determinada
en ratones (BALB/c nude mice) cargando tumores M21
(melanoma maligno) de entre 500-700 mm?® y tumores
CCL-185 (cdncer pulmonar) de entre 50-100 mm?®. El
crecimiento tumoral fue inhibido significativamente en
comparacién con los tratamientos con tTF tnicamente y
solucién salina. Mds adn, el peso de los tumores fue sig-
nificativamente mds bajo en los grupos tratados con tTF-
RGD en comparacién con los grupos control. Los grupos
controles no mostraron ninguna diferencia con significan-
cia estadistica en el tratamiento con el factor tisular (tTF)
tnicamente o con solucién salina, tampoco signos de oclu-
sién vascular o necrosis. Confirmando que es necesario ha-
cer blanco con el tTF-RGD para el efecto anti-tumoral. En
nuestro estudio, la inyeccién de la proteina fusionada tTF-
RGD a través de las venas de la cola de los ratones muestra
la eficacia de esta en vivo sin efectos adversos significativos.

La inhibicién efectiva del crecimiento tumoral puede ser
explicada por el hecho de que los receptores para el RGD,
las ligandas o B, y o, B estdn asociados con células endo-
teliales en fase de angiogenesis. Mds aun, porque para un
efecto ptimo, el tTF necesita hacer blanco en la superfi-
cie luminal del endotelio tumoral en todas las regiones de
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la masa tumoral, debibo a que la activacién plaquetaria, la
interaccidn de factores de la coagulacién, o ambas ocurren
mids eficientemente en la pared luminal.*® El mecanismo
de trombosis vascular con el reagente es claramente enten-
dido ya que los receptores para el RGD estdn localizados
sobre la pared luminal de los vasos tumorales.>

De acuerdo a lo anterior y basados en la estructura de cris-
tal del complejo tTF-FVIIa ya conocida,” la fusién del
RGD con el tTF permite que el tTF-RGD adopte una
orientacién perpendicular a la membrana de fosfolipidos
del endotelio celular, similar a la forma nativa del TF. Por
otro lado, la fusién del péptido al carbono terminal del
tTF, no resulta en una reaccién estéril para la interacciéon
del tTF con el FVIIay su substrato el Factor X (FX), como
si parece ser el caso para RGD-(TF de Hu et al' donde
el péptido es fusionado al amino proximal del tTF. Por
ello, el tTF-RGD es expresado de tal forma que el péptido
continte ligado al carbono terminal del ¢TF.

Nuestro estudio muestra en un 100% la inhibicién se-
lectiva en vivo de tumores humanos xenotransplantados
en ratones y tratados en forma endovenosa con la pro-
teina tI'F-RGD, como una novedosa terapia en cdncer
asi como la efectiva activacién de la coagulacién por el
factor tisular en su forma inactiva (¢T'F) al hacer contacto
con la superficie endotelial. También mostramos la efec-
tividad de la proteina fusionada en su carbono terminal
(tTF-RGD) para pegarse a sus receptores (las integrinas)
in vitro y en vivo en el endotelio vascular tumoral no asi
en tejidos sanos.

Todavia hay mucho que investigar, hacen falta estudios
con marcadores naturales tumorales mds efectivos, mds
selectivos y mejorar los resultados en el tratamiento de
cdncer asi como iniciar fases clinicas de investigacién con
aquellos abordajes prometedores. Dichas moléculas po-
drian ser también utilizadas para hacer blanco selectivo
con agentes citot6xicos como la Doxurubicina en el tejido
endotelial tumoral y no tnicamente las células tumorales,
potenciando asi el efecto anti-tumoral.

El presente estudio fue aceptado por el decanato de Me-
dicina de la Universidad de Muenster y defendido por su
servidor como Tesis doctoral, con el resultado final “Cum-
laude”, Universidad Westfélica de Muenster, departamen-
to de Medicina interna hematologifa-oncologfa, unidad de
Angiogenesis Muenster-Alemania.
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Abreviaciones utilizadas;

c-DNA complemento de ADN

CCL-185 Células de adenocarcinoma de

pulmén

Elisa Enzyme linked immunoadsor-

bent assay

FX Factor X de la coagulacién

FVIla Factor FVIla

Kd Constante de disosiacién

FACS Fluorescence activated cell sor-

ting

H&E Hematoxilina-eosina

MVEC Células endoteliales de ratén

M-21 Células de Melanoma

HUVEC Células endoteliales humanas

mOD Densitometria éptica

mM Micromolar

nM Nanomolar

Nacl Cloruro de sodio

PCR Cadena de reaccién de polime-

rasa

SD Desviacién estandar

tTF Factor tisular truncado

tTF-RGD Péptido RGD unido al (TF
REFERENCIAS

1.- Padré T, Bieker R, Ruiz S, Steins M, Retzlaff S, Biirger H,

Biichner T, Kessler T, Herrera F, Kienast J, Miiller-Tidow C,
Serve H, Berdel WE, and Mesters RM. Overexpression of vas-
cular endothelial growth factor (VEGF) and its cellular re-
ceptor KDR (VEGFR-2) in the bone marrow of patients with
acute myeloid leukemia. Leukemia 2002; 16: 1302-1310.
Bieker R, Padré T, Kramer J, Steins M, Kessler T, Retzlaff S,
Herrera E, Kienast J, Berdel WE, Mesters RM. Overexpres-
sion of basic fibroblast growth factor and autocrine stimula-
tion in acute myeloid leukemia. Cancer Research Nov 2003;
1:6357241-7246.

Folkman J, Watson K, Ingber D, and Hanahan D. Induction
of angiogenesis during the transition from hyperplasia to
neoplasia. Nature 1989; 339: 58-61.

Huang X, Molema G, King S, Watkins L, Edgington T. S, and
Thorpe P. E. Tumor infarction in mice by antibody-directed



No. 1 Enero, Febrero, Marzo; 2007

targeting of tissue factor to tumor vasculature. Science 1997;
275: 547-550.

Ran S, Gao B, Duffy S, Watkins L, Rote N, and Thorpe P E.
Infarction of solid Hodgkin’s tumors in mice by antibody-di-
rected targeting of tissue factor to tumor vasculature. Cancer
Res 1998; 58: 4646-4653.

Nilsson E, Kosmehl, H, Zardi L, and Neri, D. Targeted de-
livery of tissue factor to the ED-B domain of fibronectin, a
marker of angiogenesis, mediates the infarction of solid tu-
mors in mice. Cancer Res 2001; 61: 711-716.

Liu C, Huang H, Donate E Dickinson C, Santucci R, El-
Sheikh A, Vessella R, and Edgington T S. Prostate-specific
membrane antigen directed selective thrombotic infarction of
tumors. Cancer Res 2002; 62: 5470-5475.

Topp M S, Koenigsmann M, Mire-Sluis A, Oberberg D, Eitel-
bach F, von Marschall Z, Notter M, Reufi B, Stein H, Thiel E,
and Berde, W E. Recombinant human interleukin-4 inhibits
growth of some human lung tumor cell lines in vitro and in
vivo. Blood 1993; 82: 2837-2844.

Ruf W, Rehemtulla A, Morrissey J H, and Edgington, T S.
Phospholipid-independent and -dependent interactions re-
quired for tissue factor receptor and cofactor function. J Biol
Chem 1991; 266: 16256.

.- Stone M. J, Ruf W, Miles D ], Edgington T S, and Wright P
E. Recombinant soluble human tissue factor secreted by Sac-
charomyces cerevisiae and refolded from Escherichia coli in-
clusion bodies: glycosylation of mutants, activity and physical
characterization. Biochem J, 1995; 310 ( Pt 2): 605-614.

.- Silletti S, Kessler, T, Goldberg J, Boger D L, and Cheresh D A.
Disruption of matrix metalloproteinase 2 binding to integrin
alpha vbeta 3 by an organic molecule inhibits angiogenesis
and tumor growth in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A 2001; 98:
119-124.

.- Padro T, Ruiz S, Bieker R, Burger H, Steins M, Kienast J,
Buchner T, Berdel W E, and Mesters R M. Increased angio-
genesis in the bone marrow of patients with acute myeloid

leukemia. Blood 2000; 95: 2637-2644.

13.- Herrera E y Contreras CR, Nuevos Abordajes en Cancer di-

rigiendo el Factor Tisular a blancos vasculares tumorales. Re-

vista Médica hondurena 2004; 72:145-154.

.- Peisheng Hu, Jianghua Yan, Jahangir Sharifi, Thomas Bai,

Leslie A, Khawli and Alan L Epstein, Comparison of Three
Different Targeted Tissue Factor Fusion Proteins for inducing
Tumor Vessel Thrombosis. Cancer Research 2003; 63: 5046-
5053.

.- Boger D L, Goldberg ], Sillett, S, Kessler T, and Cheresh D

A. Identification of a novel class of small-molecule antiangio-
genic agents through the screening of combinatorial libraries
which function by inhibiting the binding and localization of
proteinase MMP2 to integrin alpha(V)beta(3). ] Am Chem
Soc 2001; 123: 1280-1288.

.- Reynolds L E, Wyder L, Lively J C, Taverna D, Robinson S D,

Huang X, Sheppard D, Hynes R O. and Hodivala-Dilke, K.
M. Enhanced pathological angiogenesis in mice lacking beta3
integrin or beta3 and beta5 integrins. Nat Med 2002; 8: 27-
34.

.- Hynes R. O. Integrins: versatility modulation and signaling

in cell adhesion. Cell 1992; 69: 11-25.

.- Brooks P C, Clark R A, and Cheresh D A. Requirement of

vascular integrin alpha v beta 3 for angiogenesis. Science

1994; 264: 569-571.

.- Brooks P C, Montgomery A M, Rosenfeld M, Reisfeld R A,

Hu T Klier G, and Cheresh D A. Integrin alpha v beta 3 an-
tagonists promote tumor regression by inducing apoptosis of

angiogenic blood vessels. Cell 1994; 79: 1157-1164.

.- Bader B L, Rayburn H, Crowley D, and Hynes R O. Exten-

sive vasculogenesis, angiogenesis, and organogenesis precede
lethality in mice lacking all alpha v integrins. Cell 1998; 95:
507-519.

.- Morrissey ] H, Macik B G., Neuenschwander, P. F., and Comp,

P. C. Quantitation of activated factor VII levels in plasma
using a tissue factor mutant selectively deficient in promoting

factor VII activation. Blood 1993; 81: 734-744.



	Vol75-1-2007-p
	Vol75-1-2007



