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RESUM

Avui dia la patologia isquémica cerebral, amb una fisiopatologia molt complexa,
segueix sent una de les causes més importants de mort i incapacitat al mon.
Actualment I'Unic tractament possible son les terapies trombolitiques amb I’activador
del plasminogen de teixit (rt-PA) , que només s'administren en la fase hiperaguda dels
ictus isquémics (<4,5 hores). Es per tant necessari investigar noves terapies aplicables
després de la fase hiperaguda per poder augmentar el nombre de pacients tractats. La
neuroreparacié és una estrategia terapéutica que permet restablir la circulacié
cerebral i promoure la neuroregeneracid. Per a assolir aquests objectius cal potenciar
I'angiogeénesi i la neurogenesi en el cervell isquéemic. L'objectiu d'aquesta tesi és
estudiar el potencial neuroreparador de les cél-lules progenitores endotelials (EPCs) i el
rol de la MMP-9 en la seva modulacio.

Utilitzant un model d’isquémia cerebral permanent en ratoli es va estudiar el potencial
terapeutic de les EPCs aixi com dels factors secretats per aquestes. Els resultats
mostren la potenciacié de les respostes angiogeniques i neurogeniques endogenes en
els animals que reben els citats tractaments demostrant per primer cop en un model
d’isquémia cerebral el potencial terapeutic dels factors de creixement que secreten les
EPCs, oferint una eina per a terapies pro-angiogéniques autologues basades en factors
de creixement i lliures de cel-lules.

Ates que sabem que les metal-loproteinases de matriu (MMPs) sén necessaries per la
remodelacié extracel-lular que es doéna durant els processos d’angiogeénesi i
neurogenesi, aquesta tesi aprofundeix en el rol de la MMP-9 com a molecula clau
reguladora en les terapies pro-angiogeniques després de la isquemia cerebral. Alhora
també s’ha estudiat el rol de la isquemia en I'activacié i mobilitzacio de les EPCs. Els
resultats d’aquesta tesi mostren que la isquemia cerebral estimula I'alliberament de
les EPCs a la circulacié. Per altra banda també hem demostrat com la deficiencia de
MMP-9 produeix una disminucié de les EPCs circulants en animals control, que es
reverteix després de I'estimul isquemic. També s’han realitzat estudis de tubulogenesi
in vitro, que demostren un augment de les capacitats angiogeniques en les cel-lules
obtingudes d’animals isquémics comparat amb no isquémics aixi com una disminucio
d’aquestes en cél-lules d’animals deficients en MMP-9. La inhibicié de les MMPs, i
especificament la MMP-9, en EPCs humanes mostren els mateixos resultats,
confirmant el rol d’aquesta metal-loproteinasa en les capacitats angio-vasculogéniques
in vitro de les EPCs.

Finalment, s’ha posat a punt un model d’isquémia cerebral transitoria en ratoli, per
oclusio distal de I'arteria cerebral mitja mitjangant la seva compressid. Aquest model,
amb un infart cortical ben delimitat i amb I'existencia de la reperfusio del teixit,
presenta una major homologia amb la patologia humana i ens permetra continuar amb
els estudis de neuroreparacié en situacions de reperfusio.






ABSTRACT

Nowadays acute ischemic brain disease, which has a complex pathophysiology,
remains one of the most important causes of death and disability worldwide. Currently
the only possible treatment is the thrombolytic therapy with tissue plasminogen
activator (rt-PA), that can be administered only in the hyperacute phase of ischemic
stroke (<4.5 hours). Therefore, it is necessary to investigate new therapies that could
be applicable after the hyperacute phase to increase the number of treated patients.
Neurorepair therapies are therapeutic approaches that allow restoring cerebral
circulation and promoting neuroregeneration. To achieve these objectives it is
necessary to enhance angiogenesis and neurogenesis in the ischemic brain. The aim of
this thesis is to study the neuropair potential of endothelial progenitor cells (EPCS) and
the role of MMP-9 in its modulation.

Using a model of permanent cerebral ischemia in mice, we studied the therapeutic
potential of EPCs and their secreted factors. The results show an increase of
angiogenesis in animals receiving the aforementioned treatments, demonstrating for
the first time the therapeutic potential of growth factors secreted by EPCs in a model
of cerebral ischemia and providing a tool for autologous pro-angiogenic cell-free
therapies.

Since it is known that matrix metalloproteinases (MMPs) are required for the
extracellular remodeling that occurs during angiogenesis and neurogenesis, this thesis
explores the role of MMP-9 as a key molecule in the regulation of pro-angiogenic
therapies after cerebral ischemia. In addition, the role of ischemia in the activation and
mobilization of the EPCs has also been studied. The results of this thesis show that
cerebral ischemia stimulates the release of EPCs to circulation. Furthermore we have
also demonstrated that MMP-9 deficiency causes a decrease in the number of
circulating EPCs in control animals, which is reversed after the ischemic insult. In vitro
tubulogenesis studies showed an increased angiogenic capacity in cells obtained from
ischemic animals compared with non-ischemic as well as a decrease of these abilities
in MMP-9 deficient animals. The pharmacological inhibition of MMPs, specifically
MMP-9 in human EPCs showed the same results, confirming the role of this
metalloproteinase in the in vitro angio-vasculogenic abilities of EPCs.

Finally, we have developed a model of transient cerebral ischemia in mice by occlusion
of the distal middle cerebral artery by compression. This model, with a well-defined
cortical infarct and the presence of tissue reperfusion, has a greater homology with
human disease and allows us to continue the neurorepair studies in the presence of
reperfusion.
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Abreviatures

ABREVIATURES

ACE: de I'anglés angiotensin-converting enzyme

ACM: artéria cerebral mitja

AIT: atac isquemic transitori

ATP: de I'anglées adenosine triphosphate

AMPA: de I'anglés a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
Ang-1: angiopoietina 1

BDNF: de I'angles brain-derived neurotrophic factor
BHE: barrera hematoencefalica

CACs: de I'angles circulating angiogenic cells

CD: de I'anglés cluster of differentiation

CXCR4: de I'angles Chemokine (C-X-C motif) receptor 4
ECFCs: de I'anglés endothelial colony forming cells

EPC: de I'anglés endothelial progenitor cell

EPO: eritropoetina

FGF: de I'anglés fibroblast growth factor

G-CSF: de I'anglés granulocyte colony stimulating factor
HGF: de I'angles fibroblast growth factor

IL: de I'angles interleukin

iPS: de 'angles induced pluripotent stem cells

KO: de I'anglés knock-out

MCP-1: de I'anglés monocyte chemotactic protein-1
MMPs: de I'anglés matrix metalloproteinases

NGF: de I'anglés nerve growth factor

NMDA: de I'angles N-methyl-D-aspartatic acid

OECs: de 'angles outgrowth endothelial cells

PDGF: de I'angles platelet-derived growth factor

rt-PA: de I'angles recombinant tissular plasminogen activator
SDF-1: de I'anglées stromal derived factor 1

TGF-B: de I'anglés transforming growth factor beta




Abreviatures

Tie2: receptor de I'angiopoietina 1i 2

TIMP: de I'angles tissue inhibitor of metalloproteinase

TNF: de I’'angles tumor necrosis factor

TSP-1: de I'angles thrombospondin 1

TSP-2: de I'angles thrombospondin 2

VEGF: de I'angles vascular endothelial growth factor

VEGFR-2: de I'anglés vascular endothelial growth factor receptor 2, també conegut
com KDR o Flk-1

VvWEF: de I'anglées von Willenbrand factor

WT: de I'angles wild-type



1. Introduccio

1. INTRODUCCIO

1.1 L'ictus

L'ictus o patologia cerebrovascular aguda és un trastorn circulatori que es produeix
com a resultat d’'una alteracié del flux sanguini cerebral de forma transitoria o
permanent per una isquemia (oclusié del vas) o una hemorragia (trencament del vas
d’una o més arteries cerebrals) desencadenant un procés patologic. Com a resultat de
la manca de reg sanguini al cervell poden apareixer tota una serie de simptomes
neurologics com I'afasia (trastorn de la parla), hemiparésia (afectacié de la capacitat
motora d’un costat del cos), peérdua de visid, vertigen o trastorns del llenguatge, entre
d’altres. La seva aparicio dependra de la zona de I'’encéfal que estigui afectada.
Aquests deéficits es podran recuperar o no segons I’evolucio clinica del pacient, on el

temps d’oclusié jugara un paper fonamental, i del tipus d’infart (1).

L’ictus continua sent un dels trastorns neurologics més devastadors, representant prop
de 5,5 milions de morts anuals arreu del mon i uns altres 5 milions de supervivents
amb discapacitats neurologiques (dades obtingudes de la World Health Organitzation,
www.who.org). En tractar-se d’una malaltia associada a I'envelliment, s’espera que la
seva incidéncia segueixi creixent ja que la poblacid mundial major de 65 anys continua
augmentant en aproximadament 9 milions de persones I'any (2). A I'estat espanyol
cada any es produeixen uns 200 casos per cada 100.000 habitants i representen la
primera causa de mort en les dones, la segona en els homes i la primera causa de
discapacitat adquirida en la vida adulta (3). Per tant, té un impacte economic molt
elevat ja que una gran part dels pacients requeriran algun tipus d’assisténcia en el seu

dia a dia.

Els factors de risc per ictus poden ser ampliament classificats com a modificables o
fixes. Alguns factors de risc modificables (com la hipertensié, la diabetis, les
dislipemies, la obesitat o el tabaquisme) sdn comuns i proporcionen oportunitats per
modificar el risc en un gran nombre de persones. Altres factors de risc, com la

fibril-lacié auricular i els atacs isquéemics transitoris, son menys freqlients i més
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especifics que els factors de risc comuns (4). A més, també hi ha factors genetics que
determinen una major susceptibilitat a patir un ictus. Alguns factors de risc genétic es
presenten com a malalties monogeniques (malaltia de Fabry o el CADASIL) pero en la
majoria de casos la relacid genetica de la malaltia és resultat de I'efecte multiplicador
de diferents al-lels patogenics, cadascun dels quals confereix un lleuger augment del
risc (5). Els factors de risc genétic aixi com el génere o |'edat sén factors de risc no

modificables.

1.1.1 Els subtipus d’ictus
Els ictus es classifiguen en diferents subtipus tenint en compte criteris clinics,
topografics, patogénics i diagnostics. En general els ictus es poden dividir en dos grans

grups segons el seu origen: isquémics o hemorragics (Figura 1).

Els ictus isquemics representen entre el 80 i el 85% de tots els ictus. Es produeixen
majoritariament com a conseqiieéncia de l'oclusié d’una artéria per un mecanisme
trombotic (plaques d’ateroma al lumen del vas) o embolic (produit per coaguls). La
disminucié de I'aportacié sanguinia cerebral pot ser total (isquémia global) o parcial
(isquemia focal). La isquemia cerebral focal, la més comu, es divideix segons la duracié
de I'episodi en: atac isquemic transitori (AIT, un episodid'inici agut i etiologia
isqgueémica de disfuncié neurologica focal amb una duraci6 menor a les 24h, que

generalment dura entre 1i 2 hores) o infart cerebral (6).

Els ictus hemorragics o hemorragies cerebrals es produeixen degut al trencament d’un
vas sanguini i representen un 15-20% dels ictus. Es classifiquen en hematomes
intracerebrals (extravasacid de sang cap al parénquima cerebral) o hemorragies

subaracnoidals (extravasacié de sang directament a I’espai subaracnoidal).
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Ictus Isquemic

-

Coagul £ e
sanguini \ A1

Un trombus o @mbol
bloqueja el flux sanguini

cerebral

Ictus Hemorragic

Trencament d’un vas sanguini
amb extravasacié de sang al
parénquima cerebral

\

Figura 1. Esquema dels dos principals subtipus d’ictus: isquémics i hemorragics. (Adaptat de
The Johns Hopkins Health Library.)

Els ictus isquémics i hemorragics es poden classificar a diferents nivells, segons la seva

duracid i extensid, I'area cerebral afectada, la localitzacié de la lesid o la seva etiologia

(Figura 2).
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Figura 2. Classificacid dels subtipus d’ictus. (Adaptada de Diez-Tejedor et al., 2001 i Arboix et

al., 2006.)(1,7)
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La classificacio etiologica més utilitzada actualment sén els criteris TOAST (Trial of Org
10172 in Acute Stroke Treatment), que diferencia 5 subgrups d’ictus isquemics (1,8).
Els dos subtipus més freqlients sén els aterotrombotics, deguts a una estenosi d’'una
artéria o la ruptura d’una placa d’ateroma que arriba al cervell en forma de trombus, i
els cardioembolics, produits per I'obstruccié d’una artéria per material embodlic
d’origen cardiac. Menys freqiients son els ictus lacunars, patologies de vas petit que
produeixen infarts de mida petita (<1.5 cm de diametre) i els ictus de causa inhabitual,
gue se solen produir per malalties sistemiques com per exemple infeccions, alteracions
de la coagulacio, neoplasies o aneurismes. Tot i els avengos en les técniques de
diagnostic no s’arriba a determinar la causa d’alguns infarts, que es classifiguen com a

ictus isquemics d’origen indeterminat.

Respecte al pronostic, I'estat neurologic dels pacients d’ictus s’avalua a partir d’escales
objectives que mesuren la gravetat del dany produit per la lesié. L'escala més utilitzada
és la NIHSS (National Institutes of Health Stroke Scale), que amb una puntuacié de 0 a
42 punts de menys a més gravetat permet valorar el déficit neurologic i la millora o
empitjorament a curt termini (dies, setmanes) (9). Una variacio en el temps menor de
4 punts es considera estabilitat del pacient, un increment de 4 punts o més indica

empitjorament i una baixada de 4 o mes punts indica milloria neurologica.
1.1.2 La fisiopatologia isquémica

La conseqliencia immediata de I'oclusié d’una arteria cerebral, ja sigui per un coagul,
una trombosi o0 una hipoperfusié sistemica, és la restriccié del flux cerebral sanguini. El
resultat és una aportacié d’oxigen i glucosa insuficient per a mantenir ’lhomeostasi
cel-lular. Aixd provoca multiples processos que condueixen a la mort cel-lular:
excitotoxicitat, acidosi i desequilibri ionic, estrés oxidatiu, inflamacio, apoptosi i

despolaritzacié neuronal (10)(Figura 3).

Al votant de la zona infartada pot existir un flux sanguini residual suficient per a
mantenir la viabilitat cel-lular durant un temps determinat. En aquesta zona
anomenada penombra isquémica, les cél-lules tot i mantenir-se viables es troben
metabolicament inactives (11). La penombra és susceptible de recuperacid si es

recupera |'aportacio de flux sanguini i per aquest motiu és la diana terapéutica més
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rellevant en la fase hiperaguda. El desti del teixit en zona de penombra depén de la
circulacio col-lateral, el grau d’isquemia i el temps fins la reperfusid. A la zona de
penombra isquémica la mort cel-lular és més lenta i es produeix per mecanismes de
mort cel-lular activa com |'apoptosi. Si la situacié d’hipoperfusié continua, la funcid
cel-lular alterada per la cascada isquémica acaba provocant la perdua irreversible de la

viabilitat cel-lular (12,13).

A l'anomenat core (centre) del territori isquemic, on el flux sanguini esta més
restringit, la mort cel-lular es produeix per necrosi i processos excitotoxics durant els
primers minuts. La reduccié de I’ATP, conseqiiencia de I'esgotament de les reserves
energetiques cel-lulars i la fallida metabolica, provoca la despolaritzacio de la
membrana cel-lular de neurones i glia i I'alteracié de la seva permeabilitat pel bloqueig
de les bombes idoniques dependents d’ATP. El potencial de repos de la membrana
plasmatica no es pot mantenir, provocant l'augment de les concentracions
intracel-lulars de sodi (Na®) i calci (Ca®") i el potassi extracel-lular (K*). La consequent
despolaritzacio de la membrana ocasiona I'augment de I'alliberacié de glutamat i altres
aminoacids excitadors activant els processos excitotoxics (10). L'augment en la
concentracié de glutamat sinaptic activa els receptors de N-metil-D-aspartat (NMDA),
d’acid amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionic (AMPA) i els receptors
metabotropics de la neurona post-sinaptica, provocant I'entrada de calci a la cél-lula i
incrementant encara més la sobrecarrega de calci intracel-lular. Com a resultat es
produeix un major influx de Na® i Cl"a les neuronesi un eflux de K*, provocant I’entrada
passiva d’aigua i resultant en edema cel-lular per trencament de I'equilibri osmotic.

El calci, a més, activa diferents enzims litics com proteases, lipases i endonucleases,
facilita la sintesi d’oxid nitric i radicals lliures derivats i desacobla la fosforilacid
oxidativa (14,15).

El calci, també activa altres vies de senyalitzacié intracel-lular que comporten
I'expressid a nivell local de citocines com el factor necrotic tumoral (TNF) o la
interleucina 1B (IL-1B). Aquestes citocines estimulen I'alliberacid d’altres citocines com
la IL-6 i la IL-8, quimiocines i molécules d’adhesid. La sobreexpressié de les molecules
d’adhesié a les cél-lules endotelials de la barrera hematoencefalica (BHE) indueix la

infiltracié de neutrofils. La infiltracié d’aquestes cel-lules incrementa el dany tissular en
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la fase aguda estimulant I'alliberament de substancies vasoconstrictores i enzims
proteolitics que trenquen la BHE i permeten el flux d’aigua i eritrocits, i per tant

contribueixen a la creacié de I'edema cerebral i la transformacié hemorragica (15-17).

Fracas energétic Despolantzacio
del periinfart

a Despolaritzacio />K_ /
!III “ é Ca_"(\\\j% M{ Edema \) K+ q

ue"' Alliberament

glutzmat Caz+ cel-lular
At:hvamn\
‘/ enzlmatlna\“{ ,\
Degradacio de Radicals lliures Dany del
la membrana Cndd Mitric 2 DMA.
_/—> —
\ e
|
:{_\\] U-"‘h\'.
Mediadors o fxﬁ
inflamatoris r_,.ff ) !.-'“a
< N
‘L_)@ \_’ v /
Activacio de la Infiltracid dels | ;.e
micraglia leucocits II”UF

Figura 3. Resum dels processos fisiopatologics que tenen lloc en el teixit cerebral isquemic.
(Adaptat de Dirnagl et al., 1999)(18).
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1.2 Tractaments i estrategies terapéutiques en l'ictus isquémic

L’ictus és una malaltia amb un gran impacte epidemiologic i economic, que demanda el
desenvolupament d’una estrategia de tractament efectiva. Les terapies actuals durant
la fase aguda es basen principalment en 4 pilars: la recanalitzacié arterial per
estrategies de reperfusio, la prevencio i tractament de complicacions secundaries, la
neuroproteccio dirigida a dianes cel-lulars i metaboliques d’activacié primerenca i la
modulacio de la resposta inflamatoria secundaria. En canvi, en la fase subaguda de la
malaltia, les terapies neuroreparadores es basen en la potenciacié dels processos
cerebrals de neuroreparacido amb I'objectiu de recuperar la funcié cerebral i reduir el

deficit neurologic.

1.2.1 Farmacs trombolitics

La funcié dels farmacs trombolitics és la dissolucié del coagul de fibrina, mitjangant la
conversido del plasminogen en plasmina. Existeixen diferents farmacs amb aquest
mecanisme d’accio, pero I'Unic tractament aprovat actualment per a I'ictus isquemic és
I'activador recombinant del plasminogen tissular (rt-PA) durant les 4.5 primeres hores
des de linici dels simptomes (19). L’administracié endovenosa de rt-PA és el
tractament recomanat en la majoria del pacients per la seva eficacia, pero té una
estreta finestra terapeutica i uns estrictes criteris d’inclusié que fan que només al
voltant d’'un 5% dels pacients se’n puguin beneficiar. A més, un 2-10% dels pacients
tractats amb rt-PA pateixen efectes adversos com transformacions hemorragiques que

s’associen amb un augment de la mortalitat (20,21).

Avui en dia s’esta avaluant la combinacié dels farmacs trombolitics amb la
trombectomia intraarterial. La trombectomia intraarterial utilitza dispositius mecanics
per a I'extraccio o disrupcid del coagul. Els dispositius d’extraccié o recuperacio del
coagul capturen o aspiren el coagul, traient-lo de la circulacid cerebral. Aquests
dispositius han demostrat augmentar la taxa de recanalitzacid i la millora del deficit
neurologic (22). Tot i que aquests mecanismes han demostrat la seva efectivitat en la
recanalitzacié, un recent estudi multicentric ha descrit que els diferents mecanismes
de terapia endovascular (tant la trombectomia com el tractament trombolitic

endovascular) no serien més efectius que el rt-PA intraarterial en termes de millora
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funcional (23). Actualment s’estan realitzant nous assaigs clinics amb dispositius més

eficacos, que podrien demostrar la utilitat de la terapia endovascular (24).

1.2.2 La neuroproteccid

La finalitat dels tractaments neuroprotectors és interferir en la cascada isquémica,
bloguejant molécules clau dels diferents mecanismes de dany cerebral i prevenint la
mort cel-lular en la penombra isquemica. Per tant, inclouen aquelles moléecules que
inhibeixen processos fisiopatologics com I'entrada de calci a les cél-lules, I'activacié
dels radicals lliures o la mort neuronal. Un gran numero de farmacs neuroprotectors
han demostrat efectivitat en models animals reduint considerablement el volum de
I'infart i millorant I’evolucid funcional pero cap d’ells ha demostrat eficacia en assaigs
clinics multicéntrics (25). El grup de treball STAIR (Stroke Treatment Academic Industry
Roundtable) va plantejar les possibles causes i solucions d’aquest problema que es
recullen en unes guies de treball d’utilitzacio en estudis preclinics amb models animals.
Les recomanacions inclouen entre d’altres la necessitat de realitzar estudis
randomitzats i cecs, utilitzar finestres terapeutiques més llargues, controlar els efectes

adversos o utilitzar animals amb comorbiditats i d’espécies diferents (26,27).

El fracas de la translacié a la practica clinica de la neuroproteccié ha dut a un gran
nombre d’investigadors i empreses del sector bio-farmacéutic a buscar noves

estrategies per al tractament de I'ictus com és la neuroreparacio.

1.2.3 La neuroreparacié

Una altra estrategia terapéutica per al tractament de l'accident cerebrovascular és
potenciar la recuperacié funcional espontania. Anomenem neuroreparacio al conjunt
de processos que es produeixen de forma espontania, que es donen més tardanament
en la isquémia cerebral i que, des de les zones del peri-infart, intenten regenerar el
teixit danyat i restablir els circuits neuronals per recuperar les funcions sensorials i
motores perdudes (28) (Figura 4). Es important destacar que aquests mecanismes
s’activen de forma molt primerenca al mateix temps que es produeixen els processos

de mort cel-lular.
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Figura 4. La isquémia cerebral activa vies complexes de dany cerebral, a les que el teixit

cerebral respon estimulant els mecanismes de proteccio i reparacié (Adaptat de Dirnagl, 2012)
(29).
El cervell adult no és tan rigid ni estatic com es pensava classicament. Avui dia sabem
gue diversos mecanismes de reparacié s'activen en resposta a una lesid, incloent
I'angiogénesi, la neurogenesi, la sinaptogénesi o I'oligodendrogenesi. El més important
és que aquests processos de reparacio del cervell poden ser potencialment estimulats
mitjancant la rehabilitacid, farmacoterapia o terapia cel-lular. El principal avantatge en
comparacio amb la neuroproteccid és la finestra de temps terapeutica, que es pot
estendre fins a diverses setmanes o mesos després de la lesid inicial, augmentant aixi
el nombre de pacients que es podrien beneficiar d’aquests tractaments (30). La major
part de les terapies neurorepadores que es troben en fase de desenvolupament
pretenen estimular la funcié de diferents tipus de cel-lules del teixit cerebral (incloent
cél-lules mare neurals, cél-lules endotelials, astrocits, oligodendrocits i neurones),
conduint a potenciar la neurogénesi endogena, I'angiogenesi, el creixement axonal i la
sinaptogenesi, respectivament, en el teixit cerebral danyat (31). Es creu que potenciar

aquests mecanismes de regeneracio cel-lular pot contribuir a millorar la funcio

neurologica després de l'ictus.
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1.3 Models animals d'isquémia cerebral

Com veurem, la major part del coneixement actual de la patologia cerebrovascular es
deriva d’estudis experimentals que han ajudat a entendre millor els mecanismes
fisiopatologics que contribueixen al desenvolupament d’aquesta malaltia. En el cas de
Iictus la necessitat d’aquests tipus de models és fonamental degut al caracter agut de

la malaltia i per la limitada accessibilitat al cervell huma.

L’objectiu dels models experimentals és generar una situacid similar a les condicions
observades en la practica clinica. Permeten investigar la fisiopatologia d'una malaltia
tan complexa com la isquémia cerebral amb un enfocament reduccionista, que facilita

I'estudi dels seus components clinics individuals. Per tant, un model ideal hauria de:

- Reproduir la situacié clinica: simular les condicions de la isquémia cerebral
humana i obtenir una lesid al parénquima cerebral similar a l'infart cerebral
huma.

- Ser reproduible.

- Tenir una baixa variabilitat, entre animals i investigadors, sobretot pel que fa a
la mida i localitzacio de la lesid.

- Ser senzill de fer i no requerir excessius recursos tecnologics ni tenir un alt cost,

per poder ser desenvolupat arreu del mon.

D'altra banda, els models animals han de permetre I'avaluacié dels danys histologics i
I'afectacio funcional, aixi com oferir la possibilitat de realitzar la reperfusié del vas
oclos després de la fase d'isquemia. En general, els principals problemes de tots els
models d'isquémia cerebral sén la seva alta variabilitat entre individus i la seva elevada

mortalitat que dificulten la realitzacié d’estudis a llarg termini (32).

Existeixen dos tipus basics d’isquemia cerebral que també classifiquen els models
animals: la global, que afecta tot el cervell i la focal, que afecta un sol territori vascular.
De cadascuna d’aquestes aproximacions s’han desenvolupat diferents models

experimentals que es recullen a la Taula 4.
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Taula 4. Principals models d’isquemia cerebral en rosegadors (Adaptat de Liu i McCullough,
2011)(33). MCAO: oclusid de I'artéria cerebral mitja.

La isquemia global acostuma a apareixer després d’una parada cardiaca. Els models
d’isquémia global es basen en la parada cardiaca o en l'oclusié de les grans artéries
que irriguen I'encefal. Existeixen diferents models per a induir la isquémia global, que
produeixen |'afectacié de I’hipocamp, el caudoputamen i el neocortex. Els més
utilitzats sén el metode d’oclusid dels 4 vasos, que consisteix en un oclusio de les
arteries carotides comunes i vertebrals, o el metode d’oclusié de 2 vasos, on homés
s’oclouen les carotides comunes (34). Actualment sén poc utilitzats com a models

d’ictus.

Els models d’isquémia focal reprodueixen millor els accidents cerebrovasculars
humans, ja que la major part dels ictus isquémics es deuen a tromboembolismes
intracranials (gairebé el 80%). La majoria d’aquests models es centren en 'oclusié de
I'arteria cerebral mitja (ACM) per diferents metodes i aproximacions: l'oclusid
mecanica tant a nivell proximal (oclusié de gran vas) com a nivell distal (oclusié de
petit vas) per introduccio d’un filament, lligament, clip o electrocoagulacid, I'oclusié
trombotica ja sigui a través de la injeccid de coaguls sanguinis, trombina o endotelina-1
directament a la ACM, o per foto-trombosi local després de la injeccid intravenosa de

Rosa de Bengala que indueix la formacié d’un trombus (34). Es poden classificar en
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models transitoris o permanents depenent de si es permet o no la reperfusié del teixit
isquemic. El dany isquémic generat en models d’isquemia focal depén del temps de la
isquémia, el lloc on es realitzi I'oclusid, aixi com d’altres factors com sén el sexe,
I'espéecie i la soca de I'animal, la temperatura corporal o la pressié arterial. En general
aquests models sén més complexos quirdrgicament que els models d’isquémia global i
la mortalitat és més alta ja que és més facil 'aparicié de complicacions durant la

cirurgia, especialment en els models que afecten els nuclis caudat i putamen (33,35).

L’eleccio del model experimental a utilitzar dependra de I'objectiu de cada estudi i ha
de tenir en compte totes les variables esmentades anteriorment. Principalment cal
tenir present el procés fisiopatologic que es vol estudiar (per exemple si estem
interessats en el dany de la reperfusio, els mecanismes de neuroreparacid, aparicié de
transformacions hemorragiques, etc.) i la reproductibilitat de les variables de cada
model. Caldra tenir en compte I'area cerebral afectada, la recuperacié de I'animal i la
mortalitat si volem fer estudis a llarg termini o I'existencia de reperfusio si volem
administrar farmacs que arribin a I'area infartada (36). En el cas de l'estudi de
tractaments neuroprotectors sera necessari que el model desenvolupi aquells
processos sobre els que actua la neuroproteccid. Per exemple si estem interessats en
la reduccié de I'edema o hemorragia després del tractament trombolitic, haurem de
triar un model tromboembolic. D’altra banda, si estem interessats en els processos de
reparacié ens caldra un model amb dany tissular que deixi una zona peri-infart molt
definida i una baixa mortalitat a llarg termini com podria ser una oclusié distal de

I’artéria cerebral mitja (35,37).
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1.4 Processos de reparacio: neurogénesi i angiogeénesi

Els diferents tipus cel-lulars que formen part del parenquima cerebral formen una

complexa xarxa d’interaccions, formada per les cél-lules dels vasos cerebrals (cel-lules

endotelials i pericits), astrocits, neurones i els seus axons i altres cél-lules de suport,

com la microglia

els oligodendrocits. Aquest complex multicel-lular funcional

estructural s’anomena Unitat Neurovascular (38,39) (Figura 5). Les bases empiriques

gue fonamenten la visio unitaria del complex multicel-lular serien que (38) :

a) L'ictus isquemic és un trastorn vascular amb conseqliéncies neurologiques.

b) Els tractaments enfocats exclusivament a les neurones han estat poc efectius

en neuroprotegir el cervell en assaigs clinics.

c¢) S’ha demostrat la comunicacié entre neurones i cél-lules endotelials, via

astrocits.

d) Les respostes neuronals i vasculars a la isquemia focal es produeixen

simultaniament.

#
B
e

--l'
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]

rrqurr Wl

Figura 5. La Unitat Neurovascular. El
complex comprén les neurones, els
microvasos en, les cél-lules de suport i la
matriu extracel-lular a través de la qual es
produeix la comunicacié. Els vasos
cerebrals estan formats per I'endoteli
(que forma la BHE), la lamina basal i els
peus dels astrocits. La comunicacié entre
les neurones i els microvasos té lloc a
través dels astrocits. La microglia i els
pericits també participen en la unitat.
(Adaptat de del Zoppo, 2006)(40)
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La isquémia cerebral afecta les cél-lules que formen la Unitat Neurovascular que veuen
alterades les seves funcions fisiologiques, pero també desencadena una resposta
regenerativa, potenciant els processos de reparacié com la neurogenesi i 'angiogenesi

gue es descriuen a continuacié(41).

La neurogénesi es defineix com la produccié de les cel-lules del sistema nervids, per
tant les neurones i la microglia, a partir de les cel-lules mare i progenitores neurals. En
aquest sentit, un dels avengos més importants de finals del segle XX en el camp de la
neurociencia va ser la constatacié d’arees de neurogenesi en els cervells dels mamifers
adults, localitzades en la zona subventricular i la zona subgranular (en la circumvolucio
dentada de I'hipocamp) de I'encéfal (42). En condicions normals des d’aquestes arees
els neuroblasts migren cap als bulbs olfactoris i I’hipocamp. En estudis experimentals,
s’ha demostrat que després de la isquémia focal es produeix un increment de la
neurogenesi en la zona subventricular de I'hemisferi ipsilateral (I’hemisferi afectat per
la isquémia) i també una migracid dels neuroblasts des d’aquesta area cap a la
periféria de I'infart. En aquesta zona els neuroblasts adquireixen fenotip de neurones
madures (43,44). Aquesta activacié de la neurogénesi en la zona subventricular

després de la isquémia també té lloc en els humans adults (45,46).

D’altre banda, en la reparacio del cervell amb dany isquemic, conjuntament amb la
neurogenesi i els processos de plasticitat neural, també hi tenen lloc processos de
plasticitat i remodelacié vascular en que hi participen I'angiogenesi i la vasculogenesi

(47).

L'angiogénesi és el procés mitjancant el qual es produeixen nous vasos sanguinis a
partir d’altres ja existents. Es un procés ampliament regulat que es produeix tant en
condicions fisiologiques com patologiques. L'angiogenesi té lloc principalment en dues
fases: activacid i maduracié. En la primera es produeix un increment de la
permeabilitat vascular, una remodelacié de la matriu extracel-lular i una proliferacié i
migracid de les cel-lules endotelials. Durant la fase de maduracié s’inhibeix la
proliferacié de les cél-lules endotelials i té lloc la reconstruccié de la lamina basal i el
reclutament de pericits i cel-lules musculars llises per crear I'estructura del vas sanguini

i poder restablir el flux sanguini (48,49).
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Un fenomen similar pero d’origen diferent és la vasculogenesi, el procés de formacié
de vasos sanguinis de novo. En I'embrié aquest procés suposa la creacié de nous vasos
sanguinis a partir dels precursors endotelials, perd la identificacié de les cél-lules
progenitores endotelials (EPCs, de I'anglés Endothelial Progenitor Cells) en I'adult va
demostrar I'existéncia de la vasculogenesi en I'adult més enlla de la fase embrionaria
(50,51). Les EPCs també contribueixen al desenvolupament dels vasos sanguinis
col-laterals mitjangant I'increment del calibre i mida de les connexions arteriolars,

procés conegut com arteriogenesi (52).

Estudis en rosegadors amb models d’oclusi6 permanent o transitoria de |'arteria
cerebral mitja (ACM) han demostrat que les cél-lules endotelials del peri-infart
comencen a proliferar a les 12-24h posteriors a la oclusid i que aproximadament entre
2 i 28 dies després de la isquemia cerebral ja trobem nous vasos en aquesta regio
(53,54). En els humans, I'angiogeénesi s’inicia en l'area del peri-infart del cervell
isquemic 3-4 dies després de l'ictus (55). Resultats obtinguts en models experimentals,
mostren que la potenciacié de I'angiogenesi molt aviat després de la isquemia amb
I’administracio de factors de creixement com el factor de creixement de I'endoteli
vascular (VEGF), provoca un increment de la permeabilitat vascular i el trencament de
la BHE (56). En canvi el tractament més tarda augmenta I’angiogenesi en el peri-infart i
millora la recuperacié neurologica (56-58). D’altres estudis demostren un increment en
I'expressid de factors inhibidors de [I'angiogénesi com [|‘endostatina i Ila
trombospondina-1i -2 (TSP-1 i TSP-2) durant la fase aguda de l'ictus (59-61). Les TSP-1
i -2, d’altra banda, estan relacionades amb la plasticitat sinaptica i la seva deficiéncia
provoca un empitjorament en la recuperacié funcional dels animals isquémics, sense
afectar per aix0 I'angiogenesi (62). Per tant, els estudis publicats fins al moment
mostren que es produeix una activacié tant dels promotors com dels inhibidors de

I’'angiogenesi després de la isquemia cerebral.

Després de l'ictus i del dany cerebral, els processos angiogénics i neurogenics derivats
estan estretament relacionats (63). El “ninxol neurovascular” defineix aquests
complexos mecanismes de senyalitzacio cel-lula-cel-lula entre els precursors neuronals
de les zones subventricular i subgranular i 'endoteli cerebral, que també es mantenen

després de l'isquémia. Els neuroblasts provinents de la zona subventricular migren
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estretament associats als vasos sanguinis cap a la periferia de linfart on té lloc
I'angiogenesi (47). En models animals s’ha demostrat que en aquestes arees
s’expressen factors de creixement com el factor derivat de cel-lules estromals 1 (SDF-1)
o I'angiopoietina 1 (Ang-1) que actuen directament sobre receptors neurals (CXCR4 i
Tie2, respectivament), provocant la migracié dels neuroblasts a les zones perifériques
a lI'infart. A més, la inhibicié farmacologica de I'angiogenesi amb endostatina redueix

drasticament la migracié dels neuroblasts cap al peri-infart (64,65).
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1.5 Terapies per a la potenciacio de I'angiogénesi en l'ictus

D’entre els processos de reparacid que hem comentat |'angiogénesi té un paper
central en la regeneracié tissular. De manera directa permet I'arribada de la sang, i per
tant oxigen i nutrients, al teixit afectat pero, a més, també actua de forma indirecta
proporcionant una xarxa de suport per a la migracid de cél-lules progenitores i
enriquint la matriu extracel-lular amb factors de creixement a través de la seva

secrecid per les noves cél-lules endotelials (48).

1.5.1 Terapies basades en cél-lules

Després d’un ictus la pérdua cel-lular és molt elevada. Aixo suposa un repte per a les
terapies cel-lulars en comparacié amb d’altres malalties on aquesta pérdua pugui ser
menor o més restringida en quant als tipus cel-lulars afectats. No només les neurones,
siné també les cel-lules glials de suport i els vasos sanguinis necessiten ser reparats o la
seva funcidé substituida. A més, I'edema pot limitar 'empelt de les noves cél-lules,
mentre que I'ambient tissular hostil (estrés oxidatiu, inflamacid, etc)pot posar-ne en
perill la supervivéncia en els primers moments després de l'ictus. Aixi doncs,
I"aproximaciéo més raonable sembla ser el trasplantament de les cel-lules en moments
més posteriors passada la fase hiperaguda de la malaltia, evitant la neurodegeneracié

secundaria i potenciant els mecanismes de reparacié cerebrals (31,66).

Les cél-lules mare existents que han demostrat un potencial reparador després de la
isquémia cerebral tenen una gran diversitat d’origens i funcions (Taula 1) i el seu
potencial terapeutic s’ha estudiat en models experimentals com a promotores de
I’angiogenesi (67). Els nous vasos i capil-lars que es formen, a banda del propi benefici
de millorar la perfusidé del teixit, poden produir factors que estimulen la remodelacio
del teixit cerebral isquémic de manera directa sobre les cel-lules endotelials madures o
indirecta a través de l'estimulacido de la funcié d’altres tipus cel-lulars (68-70). Per
exemple, I'expressido de BNDF (factor neurotrofic derivat del cervell), VEGF, VEGFR2 i
metal-loproteinases de matriu (MMPs) s’ha associat a la remodelacié del teixit cerebral
danyat per la isquémia, la formacié de noves sinapsis i I'atraccio dels neuroblasts en un

model experimental en rosegadors (71).
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Taula 1. Breu resum dels tipus de cél-lules mare (Adaptat de Gutiérrez-Fernandez et al.

2012)(72).

Abreviatura i
nom en anglés

Nom

Descripcid

Estudis en
models animals
d’isquemia
cerebral

ESC, Embryonic

Cel-lules mare

Cel-lules mare pluripotents i amb capacitat

Wei et al.,

Stem Cells embrionaries d’autorenovacié derivades de la massa 2005(73); Nagai
cel-lular interna del blastocist etal., 2010(74)
IPS, Inducible Cél-lules mare Cél-lules somatiques de I'adult derivades de  Jiangetal.,
Pluripotent pluripotents teixits normals modificades mitjancant 2011(75); Yuan et
Stem cells induides enginyeria geneética, que s'assemblen a les al., 2013(76)
cél-lules mare pluripotents i tenen potencial
d'autorenovacio i de diferenciacid a
diferents tipus cel-lulars.
NSC, Neural Cel-lules mare Cel-lules amb potencial d’autorenovacio Andres et al.,
Stem cell neurals capaces de diferenciar-se en els tipus 2011(77);
cel-lulars cerebrals neurals més rellevants Takahashi et al.,
2008(78)

(neurones, astrocits i oligodendrocits)

BMSCs, Bone Marrow Stem Cells

Cel-lules mare derivades de medul-la 0ssia

HSCs, Cel-lules mare Poblacions heterogénies de cel-lules Keimpema et al.,
Hematopoietic = hemopoeétiques multipotents capaces de diferenciar-se en 2009(79); Nystedt
Stem Cells tots els tipus de cél-lules sanguinies (tant atal., 2006(80);
(CD34+) mieloide com limfoide) Taguchi et al.,

2004(81)

EPCs, Cél-lules Cel-lules sanguinies circulants capaces de Fanetal.,
Endothelial progenitores diferenciar-se en cél-lules endotelialsiamb ~ 2010(82);
Progenitor Cells endotelials funcions angio-vasculogéniques. Moubarik et al.,
(CD34+) 2011(83)

MSC, Bone Cel-lules mare Cel-lules mare multipotents circulants en Li et al., 2001
Marrow mesenquimals sang amb capacitat de diferenciacié en (84); Gutierrez-
Mesenchymal derivades de diferents teixits i de reparacié dels teixits Fernandez et al,,
Stem Cells medul-la 0ssia  danyat 2011(85);
(cD34.) (72){{145

Gutierrez-
Fernandez,M.
2012}}(65) Yang

et al., 2010 (86)
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Algunes evidéncies experimentals van mostrar en un model muri d’oclusié de I'arteria
cerebral mitja que el reclutament de cel-lules procedents de medul-la ossia induia la
revascularitzacid després de la lesié isquemica i augmentava I'estabilitzacié dels vasos
sanguinis (87). A més, I'administracié sistemica de cel-lules CD34+, derivades de sang
del cordé umbilical huma, a ratolins immunocompromesos i sotmesos a 48h
d’isquémia cerebral, estimulava l'angiogénesi potenciant la neovascularitzacio al
voltant del cortex afectat (81). Les EPCs, que descriurem en profunditat més endavant,
son un dels tipus cel-lulars compresos en la poblacido de cel-lules CD34+. Aquestes
cel-lules també han demostrat recentment la seva efectivitat potenciant I'angiogenesi,
reduint el volum de l'infart i millorant el déficit neurologic en models d’isquemia

cerebral en rata i ratoli (82,83).

Un altre dels tipus cel-lulars estudiats han estat les cel-lules mare neurals. La seva
administraci6 ha demostrat potenciar la neurogenesi, la gliogénesi i I'activitat
dendritica en el cervell isquemic (77). Les cél-lules mare neurals també estan
indirectament relacionades amb I'angiogenesi. En aquest sentit s’ha descrit que el
trasplantament de cel-lules mononuclears de la medul-la 0ssia, després de la isquémia,
activa la proliferacio de les cel-lules mare neurals endogenes, i aquest procés

s’acompanya amb un increment de I'angiogénesi (88).

Més recentment, s’ha comengat a treballar amb les ceél-lules mare pluripotents
induides (iPS). Les iPS son cel-lules madures que son reprogramades per esdevenir
pluripotents, i per tant capaces de desenvolupar-se en tots els teixits del cos. En
provenir de I'adult, les iPS sén cél-lules mare lliures de conflictes étics i també s’han
estudiat en la isquemia cerebral. Després de la seva administracid en I'animal
isquemic, les cel-lules es diferencien en neurones i astrocits i produeixen una millora
funcional en els animals tractats (75,76). Malgrat els resultats prometedors, cal anar en
compte amb les cel-lules mare pluripotents induides, ja que alguns estudis han mostrat
qgue les cel-lules no diferenciades poden desenvolupar tumors en determinades
condicions (89,90). Finalment, una de les cel-lules més estudiades sén les ceél-lules
mare mesenquimals derivades de la medul-la ossia. Avui dia ja s’ha demostrat que

I"administracio de les cel-lules mare mesenquimals en animals isquemics redueix el
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deficit neurologic, potencia I'angiogenesi, i son capaces de diferenciar-se en astrocits i

neurones (84,86).

Aixi doncs, totes aquestes cél-lules constitueixen terapies prometedores per l'ictus, de
fet, algunes poblacions cel-lulars CD34+, cél-lules mare mesenquimals o EPCs es troben

ja en les primeres fases d’assaigs clinics en humans (91); www.clinicaltrials.gov.

1.5.2 Factors promotors de I'angiogénesi

Una alternativa a la terapia cel-lular soén les terapies basades en I'administracio directa
de factors pro-angiogenics que s’expressen de forma endogena en el teixit nervids i
gue soén secretats per diferents tipus cel-lulars. Aquestes terapies tenen l'avantatge
d’evitar les possible reaccions immunologiques a un trasplantament cel-lular, aixi com

evitar la possible limitacié en el nombre de cél-lules que es poden administrar.

Un dels factors promotors de I'angiogenesi més estudiat és el VEGF. L'administracié
directa de VEGF en models murins d’isquemia cerebral s’ha utilitzat com a
neuroprotector, reduint el volum de l'infart, i com a agent neuroreparador estimulant
I'angiogenesi (58,92,93). Malgrat els nombrosos estudis mostrant resultats
prometedors del VEGF també s’ha evidenciat que el seu efecte sobre la permeabilitat
vascular pot conduir a I'obertura BHE, incrementar I’edema cerebral o la vasodilatacio
(94). D’altra banda, la transferéncia del gen del factor de creixement dels hepatocits
(HGF) en un model en rata, va demostrar una reduccio del volum d’infart i va potenciar
I’angiogenesi a nivell local sense afectar I'estabilitat de la BHE (95). L’administracié
després de la isquémia d’altres factors pro-angiogénics com la leptina o el factor de
creixement de fibroblasts-2 (FGF-2) també ha demostrat produir un increment de
I’angiogenesi en models murins (96,97). A més, I'administracié intracerebral de SDF-1
en rates isquémiques va disminuir el volum de linfart, s'incrementa la densitat
vascular i va produir una atraccié de cel-lules provinent de la medul-la 0ssia al teixit

danyat (98).

D’altres factors de creixement, incloent el G-CSF i l'eritropoetina (EPO), han estat
estudiats també pel seu potencial neuroreparador pero la limitacié de la dosi, degut a
la seva toxicitat, han frenat el seu desenvolupament com a terapies per l'ictus (99). En

aquest sentit, un assaig clinic multicentric de 328 pacients amb ictus tractats amb G-



1. Introduccio

CSF o placebo no va aconseguir mostrar un benefici en el tractament als 90 dies (100).
D’altra banda I'EPO ha demostrat estimular I'angiogenesi, la neurogenesi i la
recuperacié funcional després de la isquemia en rates sotmeses a isquémia cerebral
relacionat amb un augment de I'expressido de VEGF i del BDNF al cervell (101). Els
assaigs clinics amb EPO es van aturar en produir-se un augment de les hemorragies i la

mortalitat en els pacients d’ictus que van rebre la combinacié d'EPO i rt-PA (102).

Una aproximacié terapéutica interessant és la combinacido de diferents factors de
creixement. Per exemple, la combinacid de VEGF i Ang-1 va demostrar ser més efectiva
en la reduccié del volum de la lesio aixi com en I'estimulacié de I'angiogenesi, en
ratolins isquémics, que el tractament amb només VEGF (103). En aquest sentit,
diferents estudis semblen indicar que |'efecte paracri de les cel-lules mare i
progenitores té un rol fonamental en els processos de reparacio tissular i que el
tractament amb el medi condicionat obtingut d’aquestes cel-lules, ric en els factors de
creixement secretats seria una estratégia terapéutica prometedora (104,105). L'Us del
medi condicionat de cel-lules mare o progenitores com a terapia regenerativa ja ha
donat resultat positius en estudis experimentals en d’altres patologies. Per exemple, el
tractament amb medi condicionat obtingut de cel-lules mare mesenquimals o de
cel-lules mare derivades de teixit adipds van millorar la cicatritzacié de ferides de la
pell (106). A més, el medi condicionat d’EPCs va demostrar en un model d’isquemia
periférica en rata estimular la neovascularitzacié, mostrant resultant tant efectius com
la terapia cel-lular (107). En l'ictus no és un camp tan explorat, perd recentment també
s’han reportat resultats prometedors. La infusié de medi condicionat de cel-lules mare
humanes derivades de teixit adipds en rates sotmeses a un model d’isquémia cerebral
va induir una recuperacio funcional i estructural, com a conseqiiéncia d’'una major
neovascularitzacio, una reduccido de |'apoptosi de les cel-lules neurals i una menor

astrogliosi (108).
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1.6 Les cel-lules progenitores endotelials (EPCs)

1.6.1 Definicid

Les EPCs son cel-lules mare derivades del moll de I'os i d’origen hematopoétic presents
en individus adults, amb capacitat per diferenciar-se a cél-lula endotelial madura i de
formar nous vasos sanguinis totalment funcionals (51). El descobriment per Asahara
d’aquestes EPCs en sang periférica en humans el 1997 va canviar completament la
nostra comprensié sobre la formacié de nous vasos sanguinis després del dany
vascular en I'adult. Fins aleshores es creia que els processos d’angiogénesi (produccio
de nous vasos sanguinis a partir d’altres ja existents) i arteriogénesi eren els Unics
responsables de la neovascularitzacié en l'individu adult, i en canvi, la vasculogénesi
(procés de formacié de vasos sanguinis de novo) es considerava que es donava només
durant la fase embrionaria. Asahara i els seus col-laboradors van demostrar per primer
cop que un subtipus de cel-lules mononuclears sanguinies positives per CD34 i VEGFR-
2 i cultivades sobre fibronectina tenien la capacitat de formar estructures similars a
tubs in vitro i podien incorporar-se als capil-lars de les regions isquemiques en un
model animal d’isquéemia periferica (51). Aquestes cel-lules sén les anomenades EPCs,
que després d’una lesié tissular es mobilitzen des de la medul-la 0ssia cap al torrent
sanguini i poden migrar fins al lloc de la lesié vascular (on es diferencien en cél-lules

endotelials) per induir la neovascularitzacié o reparacié endotelial.

Es creu que les EPCs posseeixen caracteristiques funcionals i estructurals de cel-lules
mare (com la capacitat clonogenica), aixi com de cel-lules endotelials madures
(capacitat de formar estructures vasculars). Urbich i Dimmeler han definit
posteriorment les EPCs com a cel-lules no endotelials que mostren caracteristiques i
capacitat clonogénica de cel-lules mare i que posseeixen la capacitat de diferenciar-se
a cel-lules endotelials (109). A dia d’avui no s’ha identificat un Unic marcador que
identifiqui aquestes cél-lules aixi que la definicié fenotipica majoritariament acceptada
és la coexpressié dels marcadors de superficie CD34 i VEGFR-2 (també anomenat
receptor del domini d'insercié de quinasa, KDR) que pot incloure el marcador CD133
(110). El CD133 incrementaria I'especificitat ja que no és expressat per les cél-lules

endotelials madures al contrari del CD34, que podria trobar-se en algunes d’elles, pero
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també hi ha estudis que han mostrat que el CD133 definiria una poblacié d’EPCs més
immadura i que no sempre esdevindrien cel-lules endotelials madures (111). Hi ha
altres marcadors de superficie que han estat descrits per definir subpoblacions d'EPC
com el factor de von Willebrand (vVWF), CD31 (molecula d'adhesié cel-lular endotelial
de plaquetes), CD62E (E-selectina), CD144 (VE-cadherina) i el CXCR-4 (112). La
coexpressié d’aquests marcadors caracteritza un subtipus especific de cel-lules
progenitores en una etapa de maduracié especifica, per tant la seva expressio no és
sempre estable. Per exemple, I'expressid de CD34, el primer marcador descrit per
definir les EPCs, disminueix amb el temps a mesura que es diferencien cap a cel-lules
endotelials (51). L’heterogeneitat d’aquesta poblacid fa que encara no tinguem un Unic
marcador per definir-la, i que per tant, la combinaciéo de marcadors hematopoetics,
endotelials i progenitors hagi estat i segueixi sent |'estrategia més utilitzada tot i que

sense un consens a dia d’avui.

Actualment, esta creixent la idea que hi ha diferents tipus de cél-lules circulants en
sang que participen en el procés de formacié de nous vasos sanguinis i la reparacid
vascular. Aquest fet genera controvérsia sobre si qualsevol cel-lula que participa en
processos de neovascularitzacio i mostra caracteristiques de llinatge hemopoétic ha de
ser considerada una veritable EPC (en anglés true EPC), o en canvi, es reserva el terme
EPC per les cel-lules progenitores de llinatge endotelial. Yoder proposa que una EPC

s’hauria de definir amb les seglients propietats fonamentals (113):

Una cél-lula circulant que ddna lloc a una progénie amb potencial prolific clonal

i una diferenciacio restringida al llinatge endotelial.

- Capacitat per formar tubs similars a capil-lars in vitro.

- Capacitat de formar vasos sanguinis estables que es converteixin en una part
integrada del sistema circulatori d'acollida quan s'implanten en teixits.

- Capacitat per formar i remodelar la capa intima de les estructures arterials,

venoses i capil-lars.

Trobar un marcador de superficie cel-lular Unic que permeti la identificacio i I'aillament

de les cel-lules que presenten aquestes propietats permetra aclarir sense dubtes la
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identitat de les EPCs i definir millor les diferents subpoblacions amb les que es treballa

en la actualitat.

1.6.2 Cultiu de les EPCs

A partir dels marcadors de superficie descrits anteriorment les EPCs es poden aillar de
la resta de cel-lules mononuclears per citometria de flux. En el cas dels cultius
cel-lulars, distingim les EPCs perqué sén les cel-lules que s’adheriran a la base de
fibronectina tal com va definir inicialment Asahara i que creixeran en medis especifics

per a la supervivéncia de cel-lules endotelials (51).

A partir de les seves caracteristiques en cultiu en fibronectina les EPCs es poden dividir
en dos subtipus que comprenen dues poblacions cel-lulars diferents morfologicament i
funcionalment: les early-EPCs, també anomenades circulating angiogenic cells (CACs i
les late-EPCs, també conegudes com late outgrowth endothelial cells (OECs) o
endothelial colony-forming cells (ECFCs). Les early-EPC apareixen més aviat en el cultiu,
als 5-7 dies, i tenen una morfologia fusiforme (en anglés spindle-shape), mentre que
les OECs apareixen a partir de les dues setmanes de cultiu formant una monocapa
cel-lular clonogénica de tipus llamborda (en anglés cobblestone)(114) (Figura 6). A més
dels cultius en fibronectina, en la actualitat diversos autors descriuen l'aillament
d’EPCs en bases de col-lagen, on després d’uns 14 dies de cultiu de les cel-lules

mononuclears de la sang s’obtenen ECFCs (111,115).

Plagques precotinades
. \ . cél-lules amb Fibronectina
Figura 6. Metode de cultiu de les EPCs:
mononuclears :
Les cel-lules mononuclears sén aillades de Medi EGM-2

la sang periferica o de la melsa (en

ratolins) per gradient de densitat amb
Ficoll i sembrades en p|aque5 Aparici¢ de colonies cellulars

X . X entre els dies 101 20
precotinades amb fibronectina. Les
primeres cel-lules que apareixen en cultiu OECs
son les anomenades early EPCs o CACs.
Posteriorment, en alguns cultius,
apareixen colonies de OECs amb

capacitat clonogenica.

Late outgro wt_h _endqtheﬁal cells



1. Introduccio

A més, les OECs son les uniques amb potencial per formar estructures vasculars de
novo (tubulogénesi in vitro). Tot i que les early-EPCs no tenen capacitat tubulogénica,
secreten factors de creixement que estimulen aquesta capacitat i poden incorporar-se

a estructures vasculars existents (Taula 2) (114,116,117).

Taula 2. Caracteristiques principals de les dues poblacions d’EPCs identificades. (Adaptat de
Yoon et al., 2005 i Navarro et al., 2007)(117,118)

Early EPC OECs
. .. . Creixement tarda
Creixement in vitro Aparicio primerenca
WF, CD31, VEGFR-2, Dil-actLDL

Marcadors de CD34, VEGFR-2, CD14, CD133, ' /= o™ , PHractth,
superficie Dil-actLDL, UEA1-lectin UEAl-lectin
Formacio de tubuls No Si
Capacitat clonogeénica Baixa Alta
Secreci6 de citocines Nivells alts Nivells baixos
(VEGF, IL-8, HGF, G-CSF)
Produccié d’Oxid Nitric  Nivells baixos Nivells alts
Tipus de poblacio Heterogenia Homogenia
Potencial io-

otencial angio Bo Bo

vasculogénic

Dil-actLDL: acetylated low-density lipoprotein; IL-8: interleuquina-8; UEA1l-lectin: ulex
europaues aglutinin 1-lectin.

1.6.3 Reclutament i mobilitzaci6 de les EPCs

L'alliberament de les EPCs des de la medul-la Ossia esta regulat per I'accid d’una
varietat de factors de creixement, enzims, lligants i receptors de la superficie. Alguns
dels factors que activen la mobilitzacié de les EPCs en resposta a una isquemia
periféerica o un ictus isquemic sén el factor induible per hipoxia 1a (HIF-1a), el VEGF, el

SDF-1 0 'EPO (110).

D’altres autors han descrit que dins la medul-la Ossia diferents proteases com les
elastases, la catepsina G i la metal-loproteinasa de matriu 9 (MMP-9) trenquen els
enllagos entre les EPCs i les cel-lules estromals provocant I'alliberacio i la migracié de

les EPCs a la circulacio periférica (119,120). Posteriorment, les EPCs migren cap al teixit
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afectat, com pot ser I'area del peri-infart, atretes per gradients de citocines. Alla
actuen de forma paracrina estimulant la proliferacido de cel-lules endotelials i la seva
estabilitzacié o es diferencien en cel-lules endotelials madures participant en la

formacié de nous vasos (120,121).

Fins ara, no s’ha identificat de forma clara quan una cel-lula progenitora endotelial es
pot considerar una cel-lula endotelial madura totalment diferenciada. Una possibilitat
podria ser la pérdua de I'expressié de CD133 i una expressié paral-lela o subsegiient
del factor de von Willebrand conjuntament amb [|'aparicid d'altres caracteristiques
endotelials. S’especula si el punt de partida d'aquest procés de diferenciacié podria ser
la migracio de les EPCs des de la medul-la 0ssia a la circulacid sistémica. El procés es
completaria després de I'adhesié i insercid en la monocapa de cel-lules endotelials

madures (122).

1.6.4 Les EPCs com a marcador de risc en l'ictus

A banda de com a terapia promotora de I'angiogenesi després d’un ictus isquemic, les
EPCs (en diferents subtipus) també han estat estudiades també com a possible
biomarcador en les malalties cardiovasculars ja que els seus nivells i funcid podrien
ser marcadors de la funcid vascular o del risc de patir algun esdeveniment
cardiovascular. Per aquest motiu han estat analitzades en diversos estudis
observacionals en pacients d’ictus isquémic, en algun estudi també s’inclouen malalts

d’AlIT, per avaluar el seu impacte com a factor diagnostic pronostic (Taula 3).
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Taula 3. Estudis observacionals que analitzen el paper de les EPCs després de I'ictus isquémic.

Estudi

Poblacio

Metode d’estudi/
Marcadors EPCs

Resultats

Taguchi et al.,

Pacients d’ictus

Citometria de flux

Correlacid positiva de cél-lules CD34+

2004(123) CD34, CD133 amb flux sanguini cerebral, més CD133+
en pacients amb menys n2 d’infarts

Ghani et al., Pacients d’ictus  Cultiu (recompte de CFU) Nivells inferiors en pacients d’ictus (agut i

2005(124) (agut i crbnic) CD31, vWF Crbn]c) vs controls

Sobrino et al., Pacients d’ictus  Cultiu (recompte de CFU) Major nombre de CFUs correlaciona amb

2007(125) bon pronodstic funcional

Yip et al., Pacients d’ictus  Citometria de flux Nivells alts d’EPCs associats amb bon

2008(126) i controls CD31, CD34, VEGFR-2, pronostic neurologic, nivells més alts en
CD62 pacients que en controls

Chuetal., Pacients d’ictus  Cultiu (recompte de CFU)i  Menor n2 de CFU i reduccié de la

2008(127) (aguticronic)i  assaig funcional (efecte en  capacitat tubulogénica en pacients d’ictus

controls cél-lules endotelials de agut respecte ictus cronic o controls

sobrenedants de CFU)

Cesarietal., Pacients d’ictus  Citometria de flux Bon pronostic funcional associat a major

2009(128) Recompte de cél-lules n? de CPC perd no amb EPCs

progenitores circulants CPC
(CD34,CD133) i EPC (CD34,
CD133, VEGFR-2)

Bogoslovsky et
al., 2010(129)

Pacients d’ictus

Citometria de flux

CD34, CD133, VEGFR-2

Nivells més alts EPC eren indicatius de
volums més petits de lesidé aguda, lesid
final, i creixement de la lesio

Navarro-
Sobrino et al.,
2010(130)

Pacients d’ictus
(agut i subagut)
i controls

Citometria de flux (CD34,
CD133, VEGFR-2) i cultiu
(recompte i assaig
tubulogeénesi)

Major n2 d’EPCs en pacients d’ictus agut
que en controls. Correlacié positiva n?
EPCs i la severitat inicial de I'infart. EPCs
de pacients d’ictus subagut mostren
major funcionalitat in vitro.

Massot et al.,
2013(131)

Pacients d’ictus
o AlIT amb
aterosclerosi
intracranial i
controls

Citometria de flux (CD31,
VEGFR2

No diferencies en el nombre d’EPCs entre
pacients amb aterosclerosi intracranial i
controls. Més nombre d’EPCs en pacients
amb major extensio de la aterosclerosi
intracranial.

Paczkowska et
al., 2013(132)

Pacients d’ictus
isquémic i
hemorragic i
controls

Citometria de flux per early
(CD34, VEGFR-2; CD133) i
late EPC (CD34, VEGFR-2)

Major n2 d’early i late EPCs en pacients
d’ictus que en controls

CFU: unitats formadores de colonies.
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Els resultats dels estudis sén divergents en alguns casos. Per exemple pel que fa als
nivells d’EPCs, en estudis realitzats en pacients i controls sans alguns autors mostren
una disminucié en pacients amb ictus mentre que d’altres n’han descrit un augment
respecte als controls. Les divergencies en la metodologia emprada en els diferents
treballs aixi com la heterogeneitat tant dels pacients com dels controls inclosos
dificulta la interpretacid dels resultats i fa necessari estudis més amplis on s’estudiin
les diferents subpoblacions conegudes, on s’analitzin els nivells d’'EPCs per diferents
tecniques, i on es determini la capacitat funcional d’aquestes cél-lules després de
Iictus isquemic aixi com establir un rang de valors estandard per als controls sans.
D’altra banda, algun dels métodes d’estudi utilitzats en aquests estudis, com el
recompte d’unitats formadores de colonies (CFUs) actualment ja no s’utilitza, ja que es
va veure que es tractava de cel-lules més relacionades amb poblacions de monocits o

macrofags (113).
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1.7 Les Metal-loproteinases de Matriu (MMPs)

1.7.1 Definicié de les MMPs

Les metal-loproteinases de matriu comprenen una familia de proteases dependents de
zinc implicades en la regulacié de la matriu cel-lular i amb capacitat per a degradar
diferents components d’aquesta i de processar diverses molécules bioactives en ella.
S’han descrit més de 25 MMPs secretades o de membrana diferents. Classicament
s’han classificat segons el substrat que preferentment degraden en col-lagenases
(MMP-1, -8 i -13), gelatinases (MMP-2 i -9), estremolisines (MMP-3, -10 i -11),
metal-loelastases (MMP-12) i matrisilines (MMP-7, -26). Tot i que posteriorment es va
adoptar una nova classificacio segons les seves caracteristiques funcionals degut a la
descripcidé de nous substrats, la classificacid classica segueix sent la més utilitzada
(133). Encara que es troben codificades en diferents gens, aguestes endopeptidases
comparteixen elements estructurals (com un propeptid amino-terminal, un domini
catalitic i un domini hemopexina) i funcions (134). Totes les MMPs es produeixen en la
seva forma latent i esdevenen proteines secretades o transmembrana. Les MMPs sén
sintetitzades i secretades a |'espai extracel-lular com zimogens inactius, amb un domini
propeptid. El trencament de la unié entre aquest domini i el domini catalitic produeix
I'activacié de les MMPs. Aquesta activacio es pot produir per diferents mecanismes tot
i que es considera que el principal és per la proteolisi directa per altres proteases o
MMPs. Algunes de les proteases activadores sén la plasmina, el t-PA i I'activador del
plasminogen tipus uroquinasa (uPA) (135). L'activitat catalitica de les MMP esta
regulada a multiples nivells, incloent la transcripcio, la secrecid, I'activacio i la inhibicid
post-transcripcional. La inhibicid esta principalment regulada per la familia dels
inhibidors tissulars de metal-loproteinases (TIMP) que en els mamifers compta amb
guatre proteines: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 i TIMP-4 (136) pero també per molt farmacs
sintetitzats (SB-3CT, BB-94, GM6001, Minociclina, etc.) (137).

Sabem que més enlla de la degradacié enzimatica de components de la matriu
extracel-lular, d’entre les multiples funcions de les MMPs es troben l'escissié dels
receptors de la superficie cel-lular, I'activacid o inactivacié de les quimiocines i

citocines, i I'alliberament de lligands apoptotics. També participen en la proliferacid, la
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migracio i la diferenciacio cel-lular, 'angiogénesi i I'apoptosi en processos fisiologics i

patologics (138,139).

1.7.2 Les MMPs en la isquémia cerebral

Les MMPs juguen un paper fonamental tant a la fase aguda com a la fase cronica de
I'ictus. Les MMPs poden contribuir al dany neuronal i vascular, al creixement de 'infart
i a I'aparicié d’hemorragies durant la fase hiperaguda de I'ictus, mentre que en fases
més tardanes podrien ajudar en els processos de reparacio tissular i en la modulacio de

la plasticitat neurovascular (Figura 7).

Rol de les MMPs després de l'ictus

en el Dany Cerebral
dany neurovascular en la fase
aguda

com a Biomarcadors
eina per al diagnostici el
pronostic

en la Neuroreparacio
rol en els processos de
remodelacié neurovascular

Degradacid de la matriu

Desregulacio dels perfils en
sang

Regulacio de la mielinogénesi

Interrupcid de 'homeostasi
cél-lula-matriu

Associacié amb el creixement
de l'infart

Regulacid de la migracio dels
neuroblasts

Debilitament de la BHE

Prediccio hemorragies
relacionades amb el tPA

Regulacio del creixement de
les neurites

Activacio associada al tPA

Marcadors de pronostic

Facilitacio de I’angiogénesi

-

Mort cel-lular
Neurotoxicitat
Edema i hemorragia

-

Subtipus d’ictus

Seleccio del tractament

Monitoritzacio

Neuroplasticitat
Neovascularitzacio
Millora funcional

Figura 7. Esquema dels diferents rols que juguen les MMPs després de I'ictus: implicacié en el
dany cerebral, la neuroreparacié i la seva utilitat com a biomarcadors (Adaptat de Rosell et al,
2008).

Durant la fase aguda, les MMPs juguen un paper patologic centrat en degradar
substrats de la matriu extracel-lular que sdn essencials per a la correcta senyalitzacio
cel-lular i homeostasi a la unitat neurovascular. Les MMPs poden degradar
components de la lamina basal (col-lagen IV, laminina, etc.), debilitant I'estabilitat dels
vasos i per tant, els predisposen a petites fuites de sang i al seu trencament. S’ha
descrit que després de la isquémia cerebral es produeix un augment en I'expressié de

diverses MMPs, tant en estudis en mostres humanes com en models experimentals
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(140-143). En teixit cerebral huma s’han trobat elevades la MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-8, MMP-9, MMP-10 i MMP-13 (144,145), destacant la preséncia de MMP-9 amb
la degradacié del col-lagen IV i el trencament de la BHE (142). La infiltracié de
neutrofils que es produeix després de la isquemia cerebral es relaciona en models
animals amb l'expressié cerebral de MMP-9, demostrant el rol dels neutrofils en
I'alliberament de MMP-9 que també s’ha comprovat en cél-lules humanes (146,147).
En models animals d’isquémia cerebral I'expressio de MMPs també es relaciona amb la
disrupcio de la BHE, la formaci6 d’edema i I'aparici6 de transformacions
hemorragiques (139,140). En aquests models s’ha demostrat que el tractament amb
inhibidors de les MMPs redueix I’edema i el volum de la lesi6 com també la induccio

de la isquemia en ratolins deficients per MMP9 (148,149).

D’altra banda, en fases més tardanes de la malaltia, les MMPs sdn unes proteines
importants i necessaries per a la remodelacié i reparacié tissular, i com veurem més
endavant participen en els processos d’angiogenesi i neurogénesi. A banda de
remodelar la matriu extracel-lular per permetre la mobilitzacid, el creixement i la
migracio de cél-lules, les MMPs també participen en el procés angiogénic ajudant en
I'alliberacio de factors trofics i pro-angiogenics. Per exemple, poden trencar molécules
de la matriu o de la superficie cel-lular com el VEGF i alliberar-lo en la seva forma
bioactiva (150). S’ha comprovat que les MMPs també afavoreixen I|’angiogénesi
trencant les adhesions entre cel-lules endotelials i permetent la migracié endotelial i
posterior creixement vascular (151), sent passos necessaris per a la formacid de noves
estructures tubulars in vitro (152). En relacié amb la neurogenesi, les MMPs participen
en la migracid i la diferenciacié de les cel-lules mare i progenitores neurals (153). En el
cervell adult les arees de neurogenesi més importants sén la zona subventricular i la
zona subgranular de I'hipocamp. Els neuroblasts migren des d’aquestes arees a la zona
afectada, i aquesta migracid es potencia per accié de la MMP-2 i -9 secretades per les
cél-lules endotelials (154). A més, després de la isquemia cerebral es produeix una
sobreexpressié de la MMP-9 a la zona subventricular que col-localitzava amb
neuroblasts positius per al marcador de proliferacié BrdU (155). La MMP-3 és una altra

de les MMPs que incrementa la seva expressid després de la isquémia cerebral, i s’ha

33



34

1. Introduccio

trobat en diferents tipus cel-lulars com neurones isquémiques, oligodendrocits,

microvasculatura i macroglia reactiva (156).

En resum hi ha un gran nombre d’estudis que mostren el rol deleteri de les MMPs en la
fase aguda de l'ictus pero també s’ha descrit la seva implicacid en la neuroreparacio en
la fase cronica de la malaltia. Per tant, s’"ha proposat que la inhibicid de les MMPs en la
fase aguda podria reduir les complicacions derivades de lictus i el tractament
trombolitic aixi com millorar el pronostic del pacient, pero en moments posteriors
caldria abandonar aquesta inhibicid i potser fins i tot estimular I'expressié de les MMPs

per potenciar els processos de neurogenesi i vasculogenesi per reparar el teixit danyat.

1.7.3 La MMP-9 i les cél-lules progenitores

Les cél-lules mare a la medul-la 0ssia es troben en un estat de repos i son activades per
a diferenciar-se i mobilitzar-se cap a la circulacié en resposta a senyals especifics. Com
hem vist anteriorment, en I'edat adulta la medul-la 0ssia és un important reservori de
cel-lules mare especifiques d'organs, incloent cel-lules mare hematopoeétiques,
progenitores endotelials, o célllules mare mesenquimals (157). Durant [|'estat
estacionari, la majoria de les cél-lules mare estan en contacte amb les cel-lules
estromals de medul-la 0ssia, com els osteoblasts, i es mantenen en la fase GO del cicle
cel-lular, mentre que una petita fraccid es troba en fase S o G2/M (158). L'equilibri
entre aquestes fraccions esta dictat per la biodisponibilitat de citocines activadores,
gue es troben a la matriu extracel-lular o estan lligades a la membrana de les cel-lules
estromals. Quan les cel-lules han de ser mobilitzades, es produeix un alliberament de
citocines i quimiocines que promouen aquest alliberament i migracio cel-lular. Algunes
cel-lules mare i progenitores, com les endotelials, expressen c-kit, el receptor del
lligand Kit (KitL), suggerint que una cascada de senyalitzacié comu pot governar la seva
proliferacié i reclutament (158,159). La MMP-9 és clau en aquest procés
d’alliberament i reclutament de les cel-lules. L'augment en I'expressi6 de MMP-9
després d’alguns processos d’estrés cel-lular, activa I'alliberacié de KitL que, per la seva
banda, facilita la mobilitzacié de les cél-lules de la medul-la ossia a la circulacid i alhora

activa el cicle cel-lular de les cel-lules mare hematopoétiques (119).
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Un estudi previ va demostrar que ratolins deficients en MMP-9 van mostrar una
disminucio de la neovascularitzacido en un model d’isquemia periférica (160). Aquest
fet s’Tacompanyava d’una menor mobilitzacid de les EPCs després de la isquémia en els
animals knock out (KO) (161). Aquesta mateixa reduccié de la vascularitzacié en
I’extremitat isquemica es produia en animals deficients en MMP-2. La deficiencia de
MMP-2 es relacionava a més amb una disminucié del nombre d’EPCs i de la seva
funcionalitat in vitro (162). En el cas de la isquémia cerebral no s’ha descrit encara la
relacio entre al deficiencia de MMPs i la mobilitzacié de cel-lules mare o progenitores

com les EPCs.

La relacié entre la MMP-9 i les cel-lules mare o progenitores també apareix a nivell
local al cervell. Per exemple, durant el procés de neurogenesi derivat de la isquemia
cerebral, diverses quimiocines, com el SDF-1 o el VEGF, promouen la migracio dels
progenitors neurals des de les zones subventriculars germinals cap a la periféeria de
I'infart. Aquesta migracié requereix la remodelacié de la matriu extracel-lular, i
I'expressid endogena de MMP-9 i MMP-3 en les cel-lules neurals progenitores és

necessaria tant per la migracio com la diferenciacié d’aquestes cel-lules (153).
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2. OBJECTIUS

Els objectius principals d’aquesta tesi sén:

1)

2)

3)

4)

5)

Realitzar una revisio sistematica de la literatura sobre la implicacié de les MMPs
en el dany cerebral i en els processos de neuroreparacié després de l'ictus, aixi
com dels tractaments amb inhibidors de les MMPs testats en la fase aguda de

Iictus.

Comparar el potencial terapeutic de les EPCs i dels factors de creixement
secretats per aquestes cél-lules com a terapia neuroreparadora en un model

animal d’isquémia cerebral.

Determinar 'efecte de la isquemia cerebral en un model muri en 'alliberament

i la funcionalitat in vitro de les EPCs.

Determinar la implicacio de les MMPs, i especificament la MMP9, en la

funcionalitat in vitro de les EPCs murines i humanes.

Desenvolupar un nou metode d’isquemia cerebral transitoria en ratoli

mitjancant I'oclusio temporal de I’arteria cerebral mitja a nivell distal.
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3. Resultats

3. RESULTATS

Article 1

Factors Secreted by Endothelial Progenitor Cells Enhance Neurorepair
responses after Cerebral Ischemia in Mice.
PLoS ONE, 2013; 8(9): 73244
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Cell therapy with endothelial progenitor cells (EPCs) has emerged as a promising strategy to regenerate the brain after
stroke. Here, we aimed to investigate if treatment with EPCs or their secreted factors could potentiate angiogenesis and
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Introduction

Atroke remaing o major canse of death and disability worldwade
However, the only approved wreaumments are pharmacological and
mechanical reperfusion iherapies, which aim 1o restore blood flow

in hyperacwte ichemic patients [1]. Abhough thrombolyiis with
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endogenoas anglogeness has been causally bnked to endogenoas
neurogenesis after stroke in mice |4

Classically, the formation of new blood vesels was thooght 1o be
mediated exclusively by embryvogenic viscubogpeness, Tollowed by
the sprouting of endothelial cells from preexisting vessels dunng
angtorenesis |51, However. this dogma was called ino avestion
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{probably caused by elecirocoagulation of only ane of the branches
of ihe distal portion of the MOA)L Six animals mcluded i the
scanmied, ME scanner wis not
available at the last moment. A group of 15 mice were scanned

stisely  were not because  the
two weeks alier Bschemin or sham sorgery o monitor lesion
exiension and severity, However, since a 4'||r|1p'lu'l:- necrost amd
atrophy ol the injured cortex wis observed in schem mice
(shown in Figure 1A) the folloaing animabs did not received o
secon] scan

Regions of interest (RO0) of 1| mm” were maced on T2, ADC
and FA maps in all slices presenning infarces (and insicke the injured
areal. Measures of the comresponding conmrabaieral hemisphere
were also obaamed. Fomally, mean values were expressed as

ipsilateral/comralateral tatia, as described by others [17,18]).

EPC Cell-Free Therapy for Stroke

Treatment Groups

The sevrorepair potential of different treatments was tested
hiere m npmuds, o mssess the !:u'lhi|l||I|!| of iving them o siroke
patients bevond the hyperacute phase. In order 1o avold any
potentinl confounding effect due 10 neuroprotection, teatments
were adminitersd one day after chemie Brelly, prowing EPCs
were wished swice ot day 56 with EBML. Then, 4 mL of fresh
EBM were added to abtmin ©5 that was colleaied 24 hours baier.
O was concentrated for 40 min wusing o 10 kD filter umnie
(Millipore, Ireland), for a Anal vohswe of approsimately 200 pl.
At the sume dme, EPCy were ypanized, counted and
resuspended i 200 pl. of EBM. Treatments were administered
intrwvenonsly using a 50 G opeedle as (ollows: vehicle (n= 11,
200 pul. of EBM), EPCs (n=11, 30 pl. of cells in EBM), CM
(=12, 200 pl of CM). Sham animals received 200 pl of EBM
{n=4. The total numbser of EPCs administered ranged from 10°

s - = | 3 :
E éu-
gll"
| - E
7]
g (F8
[ | T o8- T
Wehicle EPCs CM Wehiche EPCs CM
B
T2 map ADC map
114
1.3 B N T T AT ——hhhin,
= L |
B 5 041 & 0.5
% 16 s
& 14 gu' g™ i
124 0.7 — 0.7+ ?
it i 0,60+ T BE
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1
EPCs oM Vehicle  EPCs oM

Figure 1. MRI after cerebral |schemis, Aepresentative TAW) used to measure infarct volume at 24 hows (upper image, dashed lines inowhite) and
representative TIW of the brain at two weeks showing severe cortical damadge; bas graphs represent infarct volume and edema index at 24 hours (Al;
data is presented as mean = S0, Representative T2, ADC and FA maps of an ischemnic animal and box-plots representing nelative values (related to
contralateral values) of ROIL; dadhed line shows reference (median) for sham anirmals [B): data is expressed as median (108). Number of snimals: n=19
for vehicle, n=9 for EPCt and n=19 for CM and n=3 for shams. Mo difference was found between schemic groups.
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EPC Cell-Free Therapy for Stroke
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Figure 2. Peri-infarct angiogenesis after treatment. 3ar graph repeesenting vessel density (mean 50 v, comralateral] in peri-infarct reglons of
Echemic animals reated with w be {rv= 10}, EPCs =9} or CM [n = 6} dashed line shows reference [mean] for tham (n = 4] animals (AL * indicates
proDs ve vehiche and 1 indicates p-=005 vs. shan. Graph showing CM content of POGF-bb, FGF-b and VEGF in six different cultures of EFCs
represented as black or grey drdes, sguares of trlangles 8] Represeniative micrographs af lectin immunolluorescence: bas fepresent 100 pm [}
Ripaeseiyta thve ||li|_|:_-:!|\-||_'|||;| e CD-31 [green ard BrdU {red saining merged it CHP 5.||||-A.||.'||;_| ';_|||_|||‘.|;r,:¢',|r|l:| endothelial cells {arrows] B peri-anfanct
aeas; bars represend 20 pm (D)
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EPC-based Pro-angiogenic Therapy Improves vehicle, p= (LM, post 842268 v, pre 1161103 for EPCS,
Neurological Qutcome p =00 post BIS=Z8T v pre 105,328.2 for GM; I'=0.027

x = d atls [] 1 I’ i rial im o =N
The grip strengih meter test identified neurological deficies 24 Impaortantly, the forelinb strength of anbmals recenving EPCs o

LAl treatmend was improved ol one week and two weeks, s

hamyrs after schermim inoall @ ared o
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§inm 15 ETVEE | WHRET 4]}
139 w e HLI=17.2 (o COFjRal i b thie 24 k [MraE-EaL h
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EPC Cell-Free Therapy for Stroke
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Figure 3. Representative images of Bielschowsky's staining. |psilateral and contralateral hemispheres of wehide and EPC-treated brains (AL
bars represent $00 pm, White arrows in (Al indicate the region of the compass callosum (00 with increased thickness, with emerging aconal tracks
shown in detall in the bottom panels. Sa graph representing the |psilatesal CC axonal thickness expressed as a ratio vs. the contralateral hemisphere
{n =10 for vehicle, n =% for EFCs and ino= 7 Tor O3, dashed line shows reference imean) for sham (n= 4) animals (B). Data Is presented as mean =+ 50,

indicates p=0.05 vi. sham,
dot10.1 3?]fjmmﬂ.we.m?3lﬂﬁ.gﬂﬂl

1037 =80 v, post BH2Z68, p= 0017 and p= 0,005 for EPCs;
|ow S2B=1000 and 2 w91 =109 v, post BL5=ZR,7, p= 0,049 and
p=003 for CML Alhough spontaneoas reeovery could be
observed o some vehicle-treated animals over tme, this improve-
meend was pei sipniblcant for ohis Eroup O owe =169 and 2 w
GTAZ17T v post BRE=12.2; p=0.226 and p=0.302, respec-
tvely)
impainment | peamlogical uncton afier chemia i meos
amimmals, aliliough farge lesions could be observed by MEL The
cormer test only shosved neurological impaimment one day afier
techemuia m the cohort of vehide animals, when compared o pre-
MCAQ scores (p=0043. [t faded o show imp
schemia i EPC- and in CM-treated  groups (p=100157 and

Ihe neurobsgcal score tesi Giled o demomsirale any

nent alter

p=0271, pespectvely), alihough large lesions could be olsemved

by MRI

Discussion

Ihe present study confirms the anglogenic potential of EPC-
seereted (actors o salely treal cercbral Behemia bevond e
hyperacute phase in a cellfrec approach, Indecd, n a mouse
miodel of stroke, we demonstrated thar ot EPCs and EFC-ecll-
ilcamly increased amgpogenesis in peri-indance
ated, With regard 1o

Ires areatments sk

nreas whiere :Iq'lll'lllvl'ln.li!' I||||||AII.||| '3 ||||r|'1

MEUTOEE IS, Our -ul:lll'l'!.' could nrllg.' demionstraee mild effects of the
tested  EPC-based  treatments, Functional mprovement al iwo
werks wis aléo confirmed 1o be enhanced in mice peceiving EPCs
ar ChL To the e of our knowledee, this & the i study o
investigate the therapeutic potential of EPC-secreted fnctors in an

m e madel of cerebral bwhemia

In recemt vears, there his been growing interest in developing
new neurorepalr siepiegics lor the treaiment of stroke and other
cardiovascular diseases. The narrow time window For seuropro-

PLOS ONE | www.plosone.crg

tection, e ideniification of cndogenous repair processes in the
chamaged brain, and the echnical advances 1o obain and grow
many iypes of stemn and progenitor cells have provided new
oppariunities for stroke treatment, In fact, phase 1 and 11 clinical
trials using traceichsal transplanttion of an B
cell line [22], or infravenous eansplanta
mesenchymal seemn cells [23] have already been conducted in
siroke patients, (hber stucdies hove already confirmed that the

e 1CATods

of ol iI.I-“I'IH'".I"\-

intra-arterial acdminisration of auologous bone marmow-3MNCs
thivs or monihs alier sroke was also safe and feanble [24.25]

However, 1o date, no study hos Proven ihe elticacy ol these

treatmiesits on motor functian or functional dependency i stroke
praticnis,

Several studics have demonsirated the iserapeuic poresaial of
EMCs (or the treatment of many ischemic diseases in experimenial
mesdels, Reparding cerebral schem Ot et sl first demone

strated tuat tee autobsgeass intra-arterial wransplamstion of carly
bode inarfow-derived EPCs alier 90 minutes of ischemia recheced
mfaret volumse and inproved mowr funceon [B]. In o maouse
moslel of trapsient MOCAC, Fan et al, showed again that the acuie
mitraverssus administration (at ane hoar) of haman early EPCs was

assnciatod with 4 reduction in and birain atropliy o
day 3, a reduction in bng-term neurological delicits, and an

increase 10 vesse] density [10], More recently, B owas seported for

mlfaret vaolu

the fird pimne that the adminisration of owgrowili populations of
human EPCs anpronved  neurological function 0o rat masdel of
schemu-reperfusion.  This mmprovement occurred along with an
MCTEAAE () BMEWEETERS, 0 r'rl_h'.hl' i .|1I|II|:II'\-i\ (5] |'-|-ri-|r|l:1n|
arcas and an inerease in neurogenesis i the 3V [9].

[ sccordance with these data, our resalis showed for the fEra
e tha

the delaved adminsiraton of carly EPCs {approximately
il howrs after permanent schemia) coald poientiate  angio
'|.!|.-|'II||||'_||E‘I'|I| rr1]'l:il|'|'u"'h I IEcE, |||:Ih!l:!|'!'I:II|E that MLGre "al"h."-l"l'l

September 2013 | Volume 8 | lssue 9 | ef3244



54

—q

£0+

0.5~

DCX+ area in the SVZ
[

oo+

T T
Vohicle FPCs CM

Viehicle

BrdU+ area in the SVZ

EPL Cell-Free Therapy lor Strowe

EPCs CM

254 T

20

15

10 J E _—
0,5 }

r - i

T
Yehicle EPCs

Figure 4. Immunoflucrescence images showing neurogenesis at two weeks in the SVZ, Compaosition of four imemunoflucrescence images
for DCX (green) and DAPI (blue] showing neuroblast migration from the SVZ towards cortical peri-infarct thorough the corpus callosum extemal
capsule in an EFCareated animal (&), Aepresentative images of double immunofluorescence for DCX [green], Bedy (red) and DA™ (blue) are shown
for the different reatment geoups (B, Bottom right inserts show a magnification of the dorsclateral 5V2, Bow-plots representing the percentage of
DN+ oo BreUbs mrea in the SVE (n=11 for vehicle, n="11 for EPCs, n=11 for CM and n=3 for shams) (C); data (s represented as median (OR]

dei: 100137 1 journal pone 007 33449004

were formed in the peri-infaret arcas iwo weeks afier schemin

- ey Blesvoe of ofig nilarct lssee s

IS ADZHHCICsSESs 0 this I

the presence of profiferating endoabelial cells as shown by Brdl?

staining. Other authors have reporicd EPC-related angiogenests

aocurring ot this time point afier cerebiral Bsehemia i both rats and
e ) _:Ill ] ||.||.r.:| THILS |-"1||--;|-." |.||.||| o .:-:l-rl'\.l.! (LRI
H-Ilil-'-u l..'||_| E"-I!I'.ill-j .||||;..|1- i ieemes ol A0 I EE 515 ifier

rchemii. T

ey oiiddy been deseribed in Bally/e iice |

ts Lick of response [allowing a bypoxic stmadus has

. and was explained

v different sirain responses following an
o b

e togeers, o to a

taleraner wpoxia, Therclore, we beliove that

groater o
capacity o enhaner @ reticsts i Balbd'c animals strengtliens
the bnportance of our proposed EPC-bosed therapies, si it

i :.||'~|||-'||'|| fin ke medre || |Ei||||l i stmEnalnie MR T .-|'-||||'|-|'- 1
this
This angi

molse sEin
reiesls enlanceinent was cven greater in animals
with  EPMC-scereted The

ENEFE IO adminisiration of grimwth (mctors to [EMIERIEALE arEin-

reorning thrt gy [FTR ST

prnrss ||.|.'\- T |||..P|.4.|. efore o frend :'H\.Ill I'.Iil\. -|r--|\.-.. [.’I lact,

i s already beeen shaonan o el |IIIH|I'|- il -III:-|-,| ihint thie e
siich s 1.":1}

Iy II":I||Il|l..I|'._'

but ned early) sdminisieation of g1-:-‘-lu1h R Iors

Hi il

n ihe

Also,

1k O ETY ;_{:‘:_ Eene iransier reclic e

MEATCT % |;|l| -\..II"IH. "'|1..|||| -c'll I--\..II N | | T L wintheoian
chisturbing ihe blood-bram barricr [29). Our resulis showed thar
-|||."|':|-|||'|'-.."|| ||='1 L] WeCIrile '|-||||||I_|-.'.| |_l.|..-|'\.l:l.. Lo insrs I|||I

PLOS OME | wiww.plosonécrg

FOF-b amd PIMGEF-bi

i
and prokably many otbers tha have not been investigated in the

improve angioegencsis, such as VEGE

ans inhibdtors. Oither authors hove

present sudy, such as angiogens

also already postulated duat o novel cell-free therapewtic approach

lor wencsis wiltli @ pive-generabed  conadin mediuim

ikl |_;|-"|| Eranizs i‘l"l’ LI .||||-'-| e a l:‘”'"'” .|.|I|'|"..|I|'\.:' LI |_|-|||54|';.;I.-'
i |'|| I||. |.||,>;| ~ ill; -|'|||'-|' .|.I|r|‘|-'||'\ ||| 15 .||-1I.|.I:'|| I|'|.|| A0 IR LS
cular Bsjecizon of EPC-CM was as effective as cell imnsplaniation
for promoting e reviscularization in a sl model of chnoni
arteel for i
tion of EPC-
¢ e promotee] wousd licaling and

1o I

”! It it pareset stuchy. we demogwsiraied Far the Hirsi

hinedlimls tBschemia [30], Similar resuilts have been e

tie dermud wounds, wiere thic inj
13

Leation o @ s

treatmicnt of

CM dne wouseded dial

Lir extent

.I|\.Il.|l.|||. !||.u..||-ll:|.|. Lrans=
]||.|||!.|Il.>:.:
time tha angiogencsis was enhanced with the adhinistration of
EPC-UA i
i impaortent caveat i the cell transplanmation Geld b dho by
sclmdnisrting amounts ol cells
Jare | failed 10 cleardy

1II||',:| niior cell pocumulaiion i bram we ....:-I.. i withun the bram

i anbmal maddel ol sroke

|zur T I'|1I|| s systermacally

b s haw how mEssive siem

1I.I|I|II!|.|.||I.'| 1 -I||||'|.||I||'| wolated cells or sl clusiers ane seen

in the b ated in terms of

|’ ||I '\-":rl I|.| |]| i ||| |III:|"- ||| n
<|:||g I|..|I L b o L ]
hi as EPC

treatment might explain the therapeutic ellects of these cells, even

L HAC T i |-||.|:| aF e |.|.>|||l_:i| || 1M NS |':|||; I

iy I|| Il'f =y ||'I:'|t1.|.||||.-

||||||'|-|-.|:|g “INCSIR A5 T

il they do nod anchor or infilicate o the bram parencliyma

September 2013 | Volume B | Hiue 9 | eT3244

47



ul o ol e

GRIEUTRITGEES 2T
thena 5

[rienls el anpea el gt I
Forhe pusanr szt |50 s

ande b th .mr.:.-_-.-u- | I S s IS PPY Y ||I'-II||-;:|||_-L

-

sheadale o Lot

=1 - (LT TR AT

I rha |II'- ~l

gz s s alier LI -Foacl mrearmowrizs, Lo Ivomndel el yes

vzl Tor o pleemedd Ll bz leds al ey e HEXTYEN | I T B

vertimed dle enloe coont S aseeal ecagig e el

vearaal perialan v aneas i aztnals eeeeie g LECD el e oy
IIl.'\' n”

ol ol HENIET LS

e v ehs Tt

1o if

[T TR T PR T

LI 1 B

|:!'||'\C Ly alvas |||. I'n |!I|l|l|.-|'\-| Lit.gdati b |.||| 1
[ N R IR YO o PRNC VLY B T FUPEREY PTIRS TR PR PR PRV N TS I O
=1 BT RTTRRL ERTENT YT o N W
ele g demmonear atel ol oy praoge-aes
: |"II ||

FEITTITA B

vown il wenws o e Tz

.|||l, ey al o e |I|.|r :'\- ]

EHEr I 3 s lar e A T oz weoeerhe L ks s
thoveoml La- I|||-- R .-|||._-'||||||-|". -
vaar LI paeadn
k. FIHel BN

LECS N RLTR B e B R

|:| Ll -toaly Aeoe i
TR T E FIRTI A l X
Hi
Fack areas Bl g

TESIT TR TS I

il ol sl 1w atul

i ire, iy <

B ko bereer the s
[y | LR ane ]_]'[ IO | .|||'._E'..l._'||- |||I'|.I|_I'L e - [ I

alalil 2l

14 A4kl zaonaralach

il tenral n

([ RTT T FT R leadine jrom

LB e n T TR TR T A TR P LA

v bl ared ozl e A cEee nenncanad sa0 e el
anl et e Tz e woted o oo s i
l,::ll..:rl'l.ll.:lu 1o, [ e He o the oo bon vl 2% 2 ok an ol
I

il a2 Thenanan v Lo Deedie e mncis e ol

|10 [ L T TIC LS

ared
IR

Lozl anen - mesiob s o on: <l e IS

[y e 1

121 l:l'llll!.l[l"'l (BN

soaprat ozl lengp il pacein o F

13 A ST TR, TR

e winde oo sy o iniznale weih

soeners it et el

. |.||||-,|||| wln I|||'| ool 1hu- 1]

st Lzt Gkl bt e s sl le e cthe s el R

[ PR TR PR T S T

IR TR LY 4
e aga ey o
3 vk, alua

a bovgrh bz o, vl

ml Iyl DI

. ok e s

||1\.' ||"|| ..,||.-,-,|:| iyt "‘1||"r||..|l'll I

ol Lo [E

r:.n..J-I

Az purianal 1" e

verrhoal sole e Lol v e
spromabirng aneed Beane ol |4l

Refarences

N
1.
1A
o r - Eha
o= "
PLOS OMNE  weande phznne arg

Abrvser ke v pmazaloe e ool

ENC Coll-l o “haviaiy 1o Sk

il :|'|_| I|;|r'| - -r'-"||||'-'| s |'|-"||. i h'l, ' .'”--.'r ey |'1| | Chl
Ia

T B (B T b Zons B sl 221 1-I:I|'|'FII|||_I 1--

=i

ez dhen

v o oot she e e posonn al b o D 2

[ EEETITEN B
I

O Y P TR I ER P | e [N R EPR T TIIY . FICR PR
ol o I e bl Die o Fler = e

[ PR T Y
acdin

t

soed TecHhe aaieals el ke Aeeooed AT e 12oan

- Liernone Pasr ot o ool an -

et i Bovanee promaney BEPED cnlenzes saehileed sl ne

el [N { A | |||| -;|| Ih e
A

N TR IR CH T T

|||;:|||||I-\.|'|.:|'||-; Jl_ll'.l\.l"u'; I:|E- ||_

ST TR T i ke norle el b el el ol g

el ey s ekl evzenemar o d

(R ETL ISR BT |EN IETTY L) TR B T PR | T Fegras
doaclle Thvwr, e
Looaahl ol

vil e

e puennial,ar

||' 1.1 ar !|||' Ha Al e e

e-nml o -

el Ao e I Llarg vonnen e s ael oy

Hu. nh mecvanl, e oiace

L 4 R

wramzr dchonel

O T SR aseen e s

sl or g g st ol aandld

wine e ane ewane that s poone

|||:EI'\. rI|. it I||.' |||||.IE.|||.|-r ainnhe gt |.|.-‘-|'r':. [TLENTTH

prespoeol et si neatmeets b ths pegand, e s i

||'|_-:!|| |_-;||r thoar b, vl mears Jae Tueern al 1At ro e

[EEE T I B T FYRY | & R T TP A T [T bl

PRV FSTT E f (R CTI Y L P AR R T TR I T IO s pizhilel

be=tenmetezza s [0 Faodle oo s tleesiee e el nzikd

el Lol son e ed emeale b, sl feveea g

Ol ey wanl werhe s aloe:

=AY

o echzal willid-natan or he s
L= bt ||||'..'.|"\..|_ v Pl ess o e waoel innme ab ke
sloernor A

vk et the vprs s srroke el sl ke

waertl e el e Hes soule ol ST RIS TR

Pres il aei Al ages o bz ol szt el e ek

Supparting Infermation
Tahlr f1

[ B '_-\_||:.||'\-. apl o

Hlnnci el 0 ||'- hi-

-l e s aler e angent Ao, Sallozanee aze-tloesd g

: - l]'\:,'hlu
IR ENY

Author Cantributions

BT Y I () I PR 1B I A ST [0 IR T S Yot BT TR LTI WY Y
Ferbwawsl the swcommnene A AR MEWS LA SLEE WIS LIE A LO08
sl chee Gl AR sAE ST, AR Al |.| IR I L R IO
oo AR AR VA EN W o Al LM
Le =10 VI UE A 1A T

LI L

[WILEETE I I
Aeemlh o A Do E- LG

Sroteonber 11 valamie A g 0 prd A



EAC Carll-Toerr “hwr vy fer S1ncbae

FLOIS DYNE wewnw pleonnr ain il Sroteonber SN valaae A lsmae B pFdAED



50



3. Resultats

Article 2
Cerebral Ischemia and Matrix Metalloproteinase-9 Modulate the
Angiogenic Function of Endothelial Progenitor Cells.
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Cerebral ischaemia and matrix metalloproteinase-9 modulate the
angiogenic function of early and late outgrowth endothelial
progenitor cells

Anra Moranche °. Mar Hernandez-Guillamon U, Crislina Boada . Veronica Barcelo . Oolors Giralt .
Laura Ortega ®, Jean Montaner ®. Asna Rosell ™ -
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Live time-lapgse imaging For /p wirs vessel
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Characterization of MMP S-deficient mice and
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A Cobblestone type

Palisade type

B Human OECs

T e Ny T

MMPS/ KO

cD133 Control -

Fig. 1/mmunophenotypic characteristics of outgrowth endothelial cells (OECs) from wild-type (WT) and matrix metalloproteinase-S'knockout (RWP-
SKO) mice and hurman controls. (&) Representative images of OECs from WT and RMMP-SKD obtained from ischaemic mice showing nubblestone
or palisade cell morphologies (bar = 100 pm). (B) Representative micrographies from human CECs. Immunofluorescent staining of OECs showing
positive signal (red or green) for von Willebrand factor (W), KOR and CO123 (bar = 50 pm) in mouse palisade-type (C) and human cobblestone-

type cells (D). The blue signal corresponds to nuclear DAPI.

IMMP-3 deficiency, ischaemic cells were not superior to control cells
showing the impartance of MMP-3 for angiogenic responses of EPCs
iFig. 30 and E, Figure 24 and Yideos 51-54}.

MMP-9 deficiency impairs the formation of
vessel-like structures by mouse OECs

Contral cells with MMP-3KD ogenotype showed reduced angiogenic
ahilities when compared with WT cells as demonstrated by [8ss rings
and sharter total tube length shaped by MIMP-3KG contral BECs in
Matrigel™ assays (P— 0001 and £— 0.001, respectively} see Fig-
ure 44, Time-lapse imaging confirmed the influence of MMP-3 defi-
ciency in the vessel network formation over time (Fig. 4B}. The video
imapes (Videos 51 and 53} also illustrate differences in the patterns
of movernent, showing that WT OECs can move much faster and make
rmore cell-to-cell connections than MMP-3/KO OECs, which show clear
impaired function. The same experimental groups were tested using
ischaemic cells as seen in Figure 4C. Ischaemic MMP-3/K0 QECs
showed impaired angiogenic function compared with WT ischaemic
cells by forming less rings (P — 0.011} and diminishing total tube
length (P — D016} Figure 40, Figure 54, Videos 52 and 54 show
how the MMP-3 deficiency impairs the wessel network farmation aver

time also inischaemic cells, dermonstrating the importance of MAP-0
for angiogenic respons es of EPCs in the context of ischaemia

To further confirm the role of MMP-3, WT control cells treated
with the broad spectrum MMP inhibitor GME001 and the specific
MMP-3 inhibitor | significantly reduced their angiogenic abilities by
decreasing the number of rings compared to non-treated cells
(P=0001 and P - 0.04, respectively} and the total tube length
(P 0001 and P — 0.054, respectively} see Fgure B4, The addition
of exagenous MMP-3 by adding CM from WT GECs containing MMP-
9 {Fip. 55}, 20 or 40 nM of recombinant pro-fiP-3 could nat revert
the ability to form wessel-like structures of MMP-3/KE cells (P = 0.05
for ring structures and total tube length far all experimental condi-
tions} as shown in Figure 5B. In addition, the treatment of ischasmic
WT OECs with GME00T and MMP-3 inhibitor | also reduced the
anpiogenic performance of ischaemic OECs, showing less number of
rings (£ - 0.007 and P - 0.044, respectively} and diminished total
tube length (P — 0005 and FP- 0.044} than non-treated cells
(Fig. 5C}. In MMP-3KC ischaeric GECs, the addition of CM from WT
CECs did not improve significantly the formation of vessel-like struc-
tures as shown in Figure 50 {# - 0.5¢73 for number of rings and
P — 0.253 for total tube length}.

Ay of the MMP inhibitor treatments ar their vehicles affected the cell
wiability of WT cantrol or ischae mic OECs as shown in Figure S84 and B

& 2013 The Authers.
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MMPS/ KO

B 50 - WT 50 MMPS/ KO
Fin. 2 Cell density of early endothelial pro-
genitor cells (EPGs). (A} Representative 40 A0 .
image of spindle-shaped  early  EPGs b b
(arrows]; bar = 50 pm. (B) Bars repre- E 301 E: 304 T
sentirllg cell Flens!t}' of EPCs from ShaI:TI 2 20 4 E 710 4 -
and izchaemic wild-type (WT) or matri€ w w T
metalloproteinases-9%knockout — (MRMP -8/ 10 4 10 4
KO} mice (swove followed Tukey post-hoc
test; *F < 005 veksus sham). (G) Number 0- 0 T T T
of EPC= at different time-pointz of ischae- Sr_1am b hr_s 24 h_rs S'_]am B hr_s 24 h_rs
mia in WT and MIMP-WKO mige. (T-test: Time after ischemia Time afterischemia
*F < [ 05). Results are expressed as
mean + 50, =4 Boroup. C Sham
a0 ” 6 hrs a0 24 hrs

N 40 o 40 - 40

50 Sa ] Sao T

Oon Qo = Qo0

T
w w w
10 10 10
1 1 a

Inhibition of MMPs reduces the angiogenic
capacity of human OECs

Hurnan OECs with cobblestone morpholony were used in the tubulo-
nenic assays. When treating OECs from control animals with 10 phl
of GMABONT, we could not abserve reduced angiogenesis as SEen in
Figure 5F. Doubling the concentration of GMB001 to 20 uM led to a
significant decrease in OECs angiogenic function by reducing bath the
nurnber of wessel structures (P 0.001} and total tube length
(P = 0001} compared with non-treated QECs; see Figure 5E and F.
The specific rale of MAP-3 was also demaonstrated as treatment with
05 and 1 phd of MMP-3 inhibitor | also decreased the number of
rings (P 0.001 and £ - 0.001, respectively} and the total tube
length (P = 0.001 and P< 0.001, respectively}.

Mane of the tested doses of GO0 ar MMP-3 inhibitor | and
nong of their vehicles showed any effect on cell wiability, see
Figure 5RC.

fn vive angiogenesis after focal cerebral
ischaemia is impaired in MMP 9-deficient mice

In a pilat study, we explared how MMP-9 deficiency could affect
endogenous angio-vasculogenesis in the context of cerebral ischae-

@ 2013 The Authers.

WT MVPS/KO

WT MMVPS/KO WT MMPS/KO

rmia. When comparing the amaount of functionally perfused blood mi-
crowessels (as stained by lectin intravenous perfusion} in the peri-
infarct cortex between control and ischaemic animals, WT mice
showed an increase in the vessel density 21 days after ischaemia in
some areas of the cortex affected for the infarct (P — 0.026 for pos-
terior areas}. Howewer, in MMP-2KG mice, there was no increase in
the wvessel density after the ischasmic insult in any of the studied
areas (P = 0.05}, see Figure 57.

Discussion

Cur study shows that focal cerebral ischasmia promotes an acute
mabilization of EPCs, while MMP-3 deficiency decreases the number
of circulating EPCs delaying their mobilization after an ischasmic
insult. We also dermanstrate that focal cerebral ischaemia enhances
the anpiogenic abilities of late outgrowth EPCs in vitro, being partially
impaired in MMP 3-gdeficient cells. Finally, the pharmacological inhibi-
tion of MMPs, specifically MMP-3, impaired the angiogenic function
of OECs, supgesting that MMP-3 is necessary for 2 novo vascular
netwark formation. We also sugnest that endogenous angiogenesis in
peri-infarct areas after focal cerebral ischaemia is partly inhibited
in MMP-3/KE mice. All these data proposes MMP-3 as a key protease
in post-stroke angionenesis mediated by EPCs.

Jeurnal of Cellular and Melecular Medicine Putlished by Foundatien for Cellular and Melecular Medicin efBlackwell Putlishing Ltd
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Fig. 3 Effect of izchaemia on Matrige™ as=ay performance of mouze outorowth endothelial cells (OECs). (A) Representative micrographs of vessel-
like structures shaped by control and ischaemic (24 hrs) wild-type (WT) and matrix metaloproteinases-9knockout (IMMP-840) OECe (bar = 50 pm).
The number of rings and total length of vessel-like structures of control and ischaemic OEGs was guantified for WT (B) and MMP-9%0 cells (€]
Quantification of time-lapse imaging assay of mouse OECs on Matrigel™ matric shows the effect of ischaemia on WT (D) and MRP-840 (E) on the
formation and dynamics of vessel-like structures in each experimental group. Two clear patterns were obsended inall groups highlighted as construc-
tion or remoedelling. Results are expreszed as mean + S0; (T-test; =P < 0.05, *P < 0.01 vefsus control group, 7= 3 4 independent experiments).

Twia different types of EPCs have been described and idertified in -~ mobilization of EPCs play an important role in necvascularization after
culture, early EPCs and late OECs, which present differences in phe-  tissue injury. Different studies in stroke patients have shown an
notype, proliferation capacity and function [7]. Recruitment and  increase in circulating EPCs at different time-points after the ischaemic

i3 @ 2013 The Authers.
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Table 1 Quantification of tube-like structures per hour in the construction (0-10 hrs) and remodelling (10-24 hrs) phases in Matrigel™

assays

Increase in rings/hour Increase in branching points/hour
Group 0-10 frs 10-24 hrs Pvalue 0-10 hrs 10-24 frs Pvalue
Control WT 0.64 +05 -0.05+05 <0.001 112 £ 0.7 0.06 + 0.7 <0.001
Control MMP-9/KQ 043405 0.00 + 0.3 0.005 095 + 10 0.00 + 047 0.004
Ischapmic WT 148 £ 16 0.00 £ 049 0.005 337 £ 31 0.70 + 08 0,001
Ischasmic MIMP-Q/ED 044 += 04 010 £ 03 0.005 124 =17 0.19 = 04 0,031

Dala are ghwan a5 incieasa per hour and expressed as mean = 50

nsult, wi'e olher aulhors have described lower levels of EPGs in
Stroke patents than incontrals [25. 27-29). To evalwle thase conlbra-
detory data, we aimed, for e GirsL bme, W 255655 1he mohi | zaton of
EPCs alter an schasmic insull in a mowse mode of stioke, We have
quantified early EPCs i short-lenm cell cuures from mouse spleans
by counting spendie-shaped cells as préviously descrbed by other
authors [24, 25]. The results shaw an increase in the bewels of cingu-
aling EPCs early afer the ischaemic insull. We hawe 250 demon-
strated thal MMP-Q deficiency delayed the schaemid-nduced EPC
mabilizatoen, In s sease, 1S Kndwn it MMP-9 s requinsd for the
mabilization of stem and progenitor cells from the bone marroe |30,
31]. According to these studies, we nave observed decrezsad evels
of early EPGS in MMP-2/ED sham mice compared wilh WT animals,
confirming an impaired mobilization in MMP S-deficient animals.
However, as we are considering cultured cells, we have to acknowl-
edge that other factors could be influencing the final counts such as
the cell adherence or survival capacities between WT and MMP-9/K0
EPCs. This result is in agreement with other findings describing
impaired mobilization of bone marrow-derived EPCs in MMP 9-defi-
cient mice [30]. In our study, the ischaemic insult restored the
impaired EPC mobilization of MMP-8/K0 sham animals by increasing
EPCs up to the same level as WT mice at 24 hrs. This might suggest
that our model of focal cerebral ischacmia activates other triggers for
hone-marrow cell mobilization in the absence of this protease or com-
nensatory effects by other MMPs explaining the delayed response to
the ischaemic trigger. Our study focuses on the mobilization and
function of EPCs during the acute phase of cerebral ischaemia. How-
ever, the long-term effects and capacity of these cells to modulate
neurorepair in these animal models were not in the scope of the pres-
ent study and will be investigated in future studies.

In the present study, we could obtain late EPCs from spleen
cultures of WT and MMP-9/KC mice, but cultures from MMP 9-
deficient animals vielded & lower percentage of outgrowth cells. In
this regard, other authors have reported reduced colony forming
units of human circulating cells in the presence of an MMP-9
inhibitor [32]. As less cell density was found in MMP-9/KO cul-
tures, we can hypothesize that it could influence the reduced yields
of outgrowth EPCs as described by other authors [33]. Another
explanation could be in the nature of MMP-9 deficiency and
altered mechanisms of EPCs maturation into an endothelial pheno-
type. The identification of the molecular mechanisms leading to

@ 2013 The Authors.

DECs appearance will provide more niormaton of the MMP-3 mle
n 1hat process

Qur resuits demonstizle thal the QECS oblamed from WT ischae-
e e Showed enmanced endatineial Tuncton by perlanming mohee
number of vessel-ike structures than QECs from non-schaemic
mice. On the other hand, this angiegenc functon was only partally
enfanced in ischaemic MMP-DRD cells, suggesting @ mild eflect of
the ischaemic igger o the MMP 9-deficent QECs. The videas sup-
phed as supparLng lies clearly show the persstent impairmant of
MMP-9KD cells to shape vascular neleorks desple 1ne SChasmic
trigger. This strongy indeates that focal cerebral schaemia can
miprowe angiagenic abilities of OECs and presenve these abilities after
maturaton inbo endothelal-like calls, bul this ingger 15 dependent o
MMP-9 activity. To our knowledge, this is the first work comparing
QECs’ vasculogenic abilities from ischaemic and non-ischaemic ani-
mals in vitro. Supporting our data, a recent investigation has pub-
lished that hypoxia pre-conditioned bone marrow mesenchymal stem
cells (BMSCs) transplanted in rats after cerebral ischaemia improved
the regenerative potential of standard BMSCs, suggesting mecha-
nisms involving enhanced expression and release of trophic/growth
factors [34]. The factors that cerebral ischaemia specifically activates
in circulating EPCs to enhance their angiogenic potential and how the
activation is maintained need to be further studied.

We have shown that MMP-9 deficiency and pharmacological inhi-
hition of MMP-9 clearly impair the angio-vasculogenic abilities of
CECs and that the addition of exogenous MMP-9 could not reverse it,
suggesting that endogenous secreted MMP-9 is essential for a cor-
rect EPC function in terms of de nove vessel formation. We have fur-
ther demonstrated that OECs from MMP-9/KC mice built aberrant
vascular networks compared with WT cells, suggesting a key role of
this MMP in de nove vascular formation. Other authors have shown
similar results when inhibiting MMP-9 in human control OECs [32].
However, we show, for the first time, by time-lapse imaging, the
tube formation patterns over time and specific inability of MMP-9/K0
EPCS for cell migration and for the establishment of cell-to-cell
interactions.

Importantly, we have successfully translated our results into the
human setting. Cutgrowth endothelial cells from human controls
diminished their angiogenic abilities and shaped smaller vascular net-
works when treated with the broad spectrum MMP inhibitor or with a
specific MMP-9 inhibitor.

Journal of Cellular and Molecular Medicine Published by Foundation for Cellular and Molecular Medicine/Blackwell Publishing Ltd
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The function of MMP-3 in vascularization has been previously stud-
ied in other diseases. Johnson and colleagues described in 2 model of
hindlimb ischaemia that MMP-9 was necessary for ischaemia-induced
angiogenesis as an inhibition of tissue angiogenesis and & decreased
capillary perfusion were found in MMP-3/KO mice [15]. Gonversely, in
myocardial infarction, & stimulation of angiogenesis has been
described in MMP-9/KO animals, suggesting a possible dual role of
this MMP depending on the tissue [35]. However, in the brain, MMP-9
seems 1o be essential for an effective neurorepair [21]. It is well
described that endogenous activation of angiogenesis occurs within
the first hours after cerebral ischaemia [36]. Qur results support the
critical role of MMP-9 in spontancous angiogenesis after cerebral

Q»hh%@@¢@@@@¢

ischaemia as we have shown an increase in specific peri-infarct vessels
in ischaemic WT mice, but not in MMP-9/KQ animals when compared
with non-ischaemic animals. It is important to highlight that with our
nerfusion technique of intravenous lectin to stain the hlood vessels, we
are only considering functional vessels with normal blood perfusion
excluding any non-functional aberrant vasculature. Whether the
impaired angiogenic function of QECs lacking MMP-9 observed in the
present study could influence neurorecovery needs to be elucidated
and warrants further studies using i vivo models of ischaemia receiv-
ing cellular therapy.

Finally, time-lapse imaging technique performed to examine the
dynamics of vessel formation in Matrige™ matrix confirmed that both

@ 2013 The Authors.
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#0001 7— & 10 independent experiments.

cergbral ischaemia and MMP-9 datermined the extension of the vascu-  movement in the remodalling phase maintaining the network extension

lar netwark. Surprisingly, our results shaw, for the first time, that the
construction of vessel-like structures in a Matrige™ matrix by OECs
oceurs only during the first hours of the assay, regardless of the pres-
ence ar not of MMP-9 or 2 stimulus such as ischagmia, which could
not accelerate or slow down the establishment of the network. After this
construction phase, the cells were seen in a continuous and dynamic

& 2013 The Authers.

in all experimental conditions. We hypaothesize that this obseration
ray respond to the incapacity for stabilization and maturation of newdy
forrne d vessals because of the absence of supporting cells as pericytes
as described [37]). Qur results support additional studies to evaluate
if the stability of endothelia cells in more mature vascular structures
could changs the pattarn of vascular netwark remodalling.

Jeurnal of Cellular and Melecular Medicine Putlished by Foundatien for Cellular and Melecular Medicin efBlackwell Putlishing Ltd
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3. Resultats

SUPPORTING INFORMATION
SUPPORTING METHODS

Genotyping analysis

To confirm that MMP9/KO mice were homozygous null for MMP9, genomic
DNA was isolated from tail samples of selected mice (n=9 MMP9/KO and n=7
WT), and the disruption of the MMP9 gene was confirmed via polymerase chain
reaction (PCR). For wild-type mice we used a sense oligonucleotide primer (5'-
GTGGGACCATCATAACATCACA -3’) and an antisense oligonucleotide primer
(5’- CTCGCGGCAAGTCTTCAGAGTA -3’). For the MMP9/KO mice a neomycin
cassette was wused as a sense oligonucleotide primer (5'-
CTGAATGAACTGCAGGACGA -3) and an antisense primer (5'-
ATACTTTCTCGGCAGGAGCA -37). Analysis of PCR-amplified products was
performed in 1.4% agarose gel in TBE buffer followed by ethidium bromide
staining of DNA bands. Five ul of the PCR-reaction product plus 1ul of loading
buffer were loaded in the agarose gel and the electrophoresis was run for 20
min at 120 V.

Permanent focal cerebral ischemia

All animals were anesthetized with isofluorane via facemask (4% for induction,
2% for maintenance in air, 79%N,:21%0,; Abbot Laboratories, Spain) and body
temperature was maintained at 36.5-37C using a self-regulating heating
blanket and a rectal probe. Mice eyes were protected from corneal damages
during surgery using an ophthalmic lubricating ointment (Lipolac™, Angelini
Farmaceutica, Spain). An incision was made between the left eye and ear
under an operating microscope (Leica MS5, Switzerland) and the temporal
muscle was cut and divided exposing the left lateral aspect of the skull. The
MCA was identified through the semi-translucent skull and a small burr hole (1-
2 mm diameter) was made using a high-speed microdrill at the level of the
inferior cerebral vein to expose the M1 portion, leaving the dura intact. Saline
was applied to the area throughout the procedure to prevent heat injury.
Cerebral blood flow (CBF) was measured continuously by laser-Doppler
flowmetry using a flexible fiberoptic (0.5 mm diameter; Moor Instruments, UK)
placed directly on the top of the parietal branch of the M1 bifurcation beginning
5 min before MCAO, during and after the electro-cauterization. Using a
micromanipulator holding a 30G needle (0.4mm diameter) the MCA was
compressed and a decrease in the CBF was ensured. Therefore, using a small
vessel cauterizer (Change-A-Tip™, Aaron Medical, USA) the MCA was
permanently occluded by indirect electrocoagulation thorough the 30G needle.
Then, the muscle was replaced and the skin was sutured using 5-0 silk suture
and magnesic metamizol (400mg/kg) was administered subcutaneously right
after the procedure as analgesic. The duration of anesthesia in all animals was
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less than 30 min. Only mice that showed decreased CBF below 75% from
baseline were used for further experiments.

Sham animals underwent all surgical procedures with the exception of the MCA
occlusion (MCAQ). Six, 24 or 72 hours after the ischemia, or after 24 hours of
the surgery in sham group, mice were sacrificed.

Mouse Spleen Endothelial Progenitor Cell Cultures
Mouse early EPCs enriched population was obtained as described. Spleens

from WT and MMP9/KO mice were obtained at 6, 24 or 72 hours after ischemia
and in sham animals after 24h. A pool of 2 spleens was used for each cell
culture. Spleens were mechanically minced, placed at 37°C for 15 minutes in a
1mM EDTA solution and run thorough a 40-mm nylon membrane to obtain a
cell suspension. Mononuclear cells (MNCs) were obtained by density gradient
centrifugation with Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Sweden), shortly washed
with red blood cells lysis solution (150 mmol/L NH4CI, 10 mmol/L NaHCO3; and
0.1 mmol/L EDTA in distiled water) and gently washed with complete
endothelial growth medium-2 (EGM-2; Clonetics®, CA, USA), which is
composed of endothelial cell basal medium (EBM) containing 20% fetal bovine
serum (FBS), human epidermal growth factor (hEGF), vascular endothelial
growth factor (VEGF), human basic fibroblast growth factor (hFGF-B), insulin
like growth factor 1 (R3-IGF-1), GA-1000 (gentamicin and amphoterecin-B),
heparin, hydrocortisone and ascorbic acid. Isolated MNCs were finally
resuspended in EGM-2 and 10’ MNCs were seeded on fibronectin-coated 12-
well cell culture plates (4 replicates per sample) and incubated in 5% CO, at
37°C. Under daily observation, first media change was performed 2 days after
plating and, thereafter, media was changed every 2/3 days. Expanding cell-
colonies appeared between days 10 to 20. This method has been previously
described in other studies to study EPCs counts and allowed us to maintain the
cells in culture to further obtain outgrowth endothelial cells whereas other
techniques such as flow cytometry do not allow maintaining the EPCs in culture
[1-3].

A total of 52 cell cultures were performed from 104 mice (2 spleens each) and
images from five representative fields were taken at 200x on day 5.

Human Blood Endothelial Progenitor Cells Cultures

Twenty ml of blood were diluted (1:1) with PBS containing 2% FBS. Afterwards
MNCs were obtained by Ficoll gradient as described for mouse EPCs, cells
seeded in fibronectin-coated plates and grown to obtain OECs. All procedures
were approved by the ethics committee of our institution and were conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki.

Immunocytochemistry
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Standard EPC phenotyping was performed in palisade-type OECs from WT and
MMP9/KO mice and cobblestone-type human OECs for von Willebrand factor,
KDR and CD133 antigens. Cells were fixed with cold 4% paraformaldehyde for
20 min at room temperature (RT) and washed with PBS. Afterwards, cells were
permeabilized with 0.3% triton X-100 for 5 minutes, blocking buffer (1% BSA
and 5% goat serum) applied for 1 hour and incubated with primary antibodies
rabbit anti-von Willebrand factor (1:100, Sigma-Aldrich, USA), mouse anti-
KDR/VEGFreceptor 2 (1:100, Sigma-Aldrich, USA) and rabbit anti-CD133 (1:50,
Santa Cruz, USA) overnight at 4°C. Goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 or Alexa
Fluor 568 (Invitrogen, USA) were used as secondary antibodies at RT for 1
hour. Samples were finally mounted in Vectashield™ with DAPI (Vector Labs,
USA) to counterstain cell nuclei. Negative controls received identical treatment
except for the primary antibody.

In vitro vessel formation

All experiments were performed with OECs between passages 4 to 8 for mouse
cells and between 7 and 12 for human cells. Briefly, 24 well-plates were coated
with 200 pl cold Matrigel™ growth factor-reduced basement membrane matrix
and allowed to solidify at 37°C for 30 min. Afterwards, 4x10* cells per well for
mouse and at 6x10* cells per well for human cells seeded into Matrigel™-
coated wells in basal media (without factors and FBS) or basal media plus
treatment as detailed above. For MMP9/KO cells treated with CM from WT
cells, EBM-2 was replaced for CM (obtained after 24 hours incubation in EBM-
2) from the same experiment. Cells were incubated at 37°C during 24 hours.
Each assay was performed in duplicate and the number of complete rings
(circular vessel-like structures) and the total tube length (perimeter of the
complete rings) were counted by ImageJ software (NIH, MD, USA) by an
investigator blinded to the treatment in 6 representative fields (100x) per well.
Mean values were used for comparisons between cell types while experimental
treatments with MMP inhibitors, CM or recombinant MMP9 were expressed as
percentage of the non-treated group.

Cell Viability

Cell viability assay was performed to asses the toxicity of the treatments applied
to to the OECs. Measurement of the reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol- 2-
yl)2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) to produce a dark blue formazan
product was performed to assess the integrity of mitochondrial function as a
measure of cell viability. Briefly, 4x10* OECs were seeded on fibronectin-coated
24-well plates in EGM-2 medium. Twenty-four hours later the cells were washed
with PBS and treated with EBM (basal medium) plus pharmacological treatment
to inhibit MMPs: the broad spectrum GM6001 and the specific MMP9 inhibitor |
or their corresponding vehicles (in mouse cells: 2 mM Tris, 6 mM NaCl, 0.8 mM
CacCl, for GM6001 and 14.6 mM DMSO for MMP9 inhibitor I; and in human
cells: 4 mM Tris, 12 mM NacCl, 1.6 mM CaCl, for GM6001 and 146 mM DMSO
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for MMP9 inhibitor 1) added to the same final concentration of the Matrigel™

assay. The reduction of MTT was measured after 24 hours of treatment.
Absorbance was measured at 590 nm and each sample was measured per
duplicate to obtain a mean value and results for treatments are expressed as a
percentage of the control non-treated group.

Gelatin Zymography

Conditioned mediums of WT control and ischemic EPC cultures were collected
and 0.5 ml were concentrated with 10K membrane centrifugal filters (Amicon
Ultra-0.5ml 10K Ultracel, Millipore, Germany), obtaining from 30 to 50 pul of
concentrated media. Twenty microlitres of concentrated conditioned media were
loaded and separated by 10% tris-glycine gel with 0.1% gelatin as substrate,
washed with renaturing buffer (Invitrogen, USA) for 90 minutes (2x45 min) and
further incubated with developing buffer (Invitrogen, USA) at 37°C for 48 hours.
Finally, the gels were stained with 0.5% Comassie blue R-250 for 1 hour and
then appropriately distained (3 x 20 minutes). Molecular weight markers and
human MMP2 and MMP9 (Chemicon, MA, USA) recombinant proteins were
used as standards.

Brain vasculature quantification

A new group of animals (8 WT and 8 MMP9/KO mice) were subjected to
permanent focal cerebral ischemia (4 animals of each genotype) or sham
surgery. After 21 days, mice were injected intravenously with 80 pug of Dylight
594-labeled tomato lectin (Lycopersicon esculentum; Vector Laboratories, CA,
USA) and sacrificed by cardiac perfusion of 4% paraformaldehyde under deep
anesthesia after 10 minutes. The brains were removed, post-fixed overnight in
4% PFA and cryoprotected with 30% sucrose in PBS for 24 hours. Afterwards,
the brains were frozen and embedded in OCT before storage at -80°C. Twelve-
pm thick coronal sections were collected from anterior (+1 to +0.2 bregma) and
posterior (-1.7 to -2.3 bregma) areas including the lateral ventricles and the
hippocampus respectively. Sections were thaw at room temperature for 30
minutes, transferred to PBS for hydratation and slices were mounted in
Vectashield™ with DAPI to counterstain cell nuclei. Four images (100x) of the
peri-infarct cortex of ischemic mice or the respective area in sham animals were
taken, and the total area of lectin positive vessels was calculated with standard
computer-assisted image analysis technique (Image J free software, NIH) by an
investigator blinded to the treatment. Results are expressed as the mean vessel
density of the 4 images in each area.
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SUPPORTING FIGURES AND FIGURE LEGENDS

Supporting Figure 1.

Spindle-shaped

Spleen MNCs /| FN-coated plates Early
Blood ' Y

EGM-2 medium EPC

Cell-colonies appeare
batween days 10t 20
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Late outgrowth
endothelial cells
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Supporting Figure 1. Method for culturing EPCs: Mononuclear cells (MNC)
were isolated from spleen (mouse) or blood (human) by Ficoll gradient density
and seeded in fibronectin (FN)-coated plates with EGM-2 medium. Early EPCs
(also called circulating angiogenic cells, CAC) were counted as “spindle-
shaped” cells. Colonies of OECs appeared as either cobblestone or palisading

type.



3. Resultats

Supporting Figure 2.

Id26 1d3a7 id29 Idd41 id3s id44 Id3I6 Id50
400bp
— = L -y =1 WT

200bp » - - v <2 MMPS/KO

Supporting Figure 2: Genotype characterization of wild-type (WT) and
knockout (MMP9/KO) mice. Agarose gel electrophoresis showing PCR
products after DNA amplification of part of the MMP9 gene in WT mice (277bp
band) and the disrupted MMP9 gene by neomycine resistance in KO mice
(172bp band).

Supporting Figure 3.
vWF KDR CD133

Supporting Figure 3. Immunocitochemistry of cobblestone-type mouse
OECs. Immunofluorescent staining of OECs showing positive signal (red or
green) for von Willebrand factor (vWF), KDR and CD133 (bar=50um) in cells
obtained from WT or MMP9/KO mouse.

MMP3/ KO
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Supporting Figure 4.

MMPYKO contral MMPUKO Ischamic

Supporting Figure 4. Representative microscopy images of time-lapse
imaging assay of mouse OECs on Matrigel™ matrix at different time
points . (bar=200um).

Supporting Figure 5.

C+
human cM cM
MMP-2/3 WT sham WT 24h

Pro MMP-9

Pro MMP-2
Active MMP-2

Supporting Figure 5:  Gelatin zymography of conditioned media (CM) detected
gelatinolytic activity of pro-MMP9 in media from WT sham and ischemic EPC.
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3. Resultats

Supporting Figure 6.
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Supporting Figure 6. Cell viability determined by MTT assay after MMPs

inhibitors or vehicle treatment.  Bar graphs represent cell viability for OECs
from WT control mouse (A), WT ischemic mouse (B) and human control
subjects (C); n=4 independent experiments per group. Results are expressed

as meanzSD and referred to the non-treated group. No significant differences
were found.
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Supporting Figure 7.
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Supporting Figure 7. Brain vasculature in WT and MMP9/KO mice after
cerebral ischemia. Functional blood vessels stained after lectin perfusion were
quantified in the ipsilateral peri-infarct cortex 21 days after ischemia and in
corresponding areas of sham mice. A) Representative micrographs (10X
objective) of lectin staining (bar=100um). Bar graphs show that only WT mice
increased vessel density compared to non-ischemic animals in the posterior
areas (B) while no differences were observed in MMP9/KO mice (C). Data
represents meanzSD, *p<0.05 (n=4 mice per group).



3. Resultats

VIDEO FILES

Supporting Video 1 : Twenty-four hours of time-lapse imaging Matrigel™

of mouse WT control OECs (100x).

assay

http://youtu.be/Mb4C RR30YO0

Supporting Video 2 : Twenty-four hours of time-lapse imaging Matrigel™

of mouse WT ischemic OECs (100x).

assay

http://youtu.be/bILESqfB8e0

Supporting Video 3 : Twenty-four hours of time-lapse imaging Matrigel™

of mouse MMP9/KO control OECs (100x).
Q40
]

http://youtu.be/2r 161LRZe0

assay

Supporting Video 4 : Twenty-four hours of time-lapse imaging Matrigel™ assay
of mouse MMP9/KO ischemic OECs (100x).

[w] 355 =]

http://youtu.be/oBp3nIRRRES
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3. Resultats

Article 3
A new method for focal transient cerebral ischemia by distal compression
of the middle cerebral artery.

Neuropathol Appl Neurobiol. 2012 Oct;38(6):617-27.
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A new method for focal transient cerebral ischaemia
by distal compression of the middle cerebral artery

Anea Marancho, Lidia Garca-Bonilla, Yerdnica Barceld, Doloars Giralt, fireia Cancpos-Martorall,
Sandra Garcw, Joan Montaner and Anna Kosell
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as mean * S0 and stafistical significance was assessed
using the t-test or Axova followed by a Tukey post hoc test
Correlations between variables were evaluated using the
Pearson correlation coefficient. A P-value less than 0,05
was considered statistically significant.

Results

Mortality

All animals included in the permanent dMCAO group
and all animals subjected to 45-min transient dMCAQ
survived the 24-h study period. For the 60-min transient
dMCAQ group, three mice out of 19 (15.7%) died during
surgery in the ischaemia period. The most probable cause
of death seems to be the loss of spontaneous respiration
under anaesthesia during the surgical procedure. After
surgery reanimation, all animals included in the 60-min
transient dMCAQ survived the 24-h (n=12) or 14-day
(rn=4) study period.

Regional cerebral blood flow

Cerebral blood flow was monitored by laser Doppler flow-
metry bothin transient and permanentischaemia, achiev-
ing a decrease >30% on CBF {considering 100% as the
pre-ischacmia value) during compression of the artery or
permanent occlusion by electrocoagulation (gee Table 1)
The transient lschaemia was inltially applied for 45 min
in five mice achieving all of them the CBF established cri-
teria for both ecclusion (8.72 = 5.1%) and reperfusion
(9966 = 17.0%). As none of the animals presented an
established infarct assessed by TTC stain, a second group
of animals were submitted to 60-min transient ischarmia

Tabla 1. Cerebral bood Bew vahses

Antrals  CBF during CBF at
Ischaremia model nl acongon (%) reperfuson (BF
P CALY 7 5.56 £ 3.2
WCAD (45 min) @ 872 =851 S%.66 = 170
AMOAD {60 min 15 1218 £ .8 126,90 £ 32.2

Cerebral blood Bow occusion and reperfusion peroentages achleved
I each ankmal mode]. The CEF valwes (mean = SN are expressed bn
percentiges considering the pre-ischaemic values as 100%.

CEE cerebral blood fow: pdMCAQ, permanent distal middle cerebral
artery occlusion: WMEAD. transient digtal middle cerebeal artery
occlusgon,

€ 2061 2 The Authors

7. DicricciA

in=16) 15 mice achieved the CBF criteria for coclusion
{1218 * 6.8%) and reperfusion (126,90 2
whereas one animal did not meet CBF criteria lor reperfu-
sionn (see Table 1 and Figure 1),

Four animals of the G0-min transient ischasmia

32.2%),

group showed hyperaemia (>30% CBF increase of the
pre-ischaemia value) upon reperfusion. This increase
inn the CBF had no correlation with the volume of the
infarct { P = (L9635}, Using our data is not possible to estab-
lish a relation between hyperacmia and mortality, because
death occurred before reperfusion. In the same way, we
cannot establish arelation between hyperaemia and func-
tional outcome as any of the animals tested in the corner
test showed hyperaemia upon reperfusion.

The permanent model was tested in seven animals,
and all of them achieved the CBF criteria for occlusion
(5.56 = 3.2%).

Physiological parameters

Physiological variables (pH, pCO: and pQ,) measured in
the 60-min transient ischaemia group remained within

_I_
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i
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£
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W 20 30 40 50 80
Time (min)

Figura 1. Bepresentation of the cerebral Bood low (CHF) trace
recopded by laser Doppler lowmetey in the S0-min transgent distal
middle cerebral artery occlusion (dMCAD) grougp (each time point
represents the mean and 5D of all animals, 1= 155 CBF values
were pecorded continuougly during the procedure and measured
at 10minil11.E = 5. 1% 20 min (13.1 *= &.4%), 30min

(123 = 5 3%)0 40 min { 10ud = 4.8%, S0min (11.7 = 5.5%),
Blmin(13.9 = 11.6%) and ai the oneed of reperdusion

(1269 = 32,2%
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7. DicriicciA

the normal range throughout the observation period as
shown in Table 2.

Analysis of infarct volume

The TTC staining was performed to measure infarct
volumes 24 h after permanent or transient ischaemia.
As mentioned, o signs of infarction were seen in the
five animals submitted to 45-min dMCAQ (Figure 2A)L On
the other hand, animals subimitted either to permansnt
AMCAD or 60-min dMCAD presented infarcts restricted to
the cortical areas of the MCA territory (Figure 2B). The
anatomical distribution of the infarct showed by coronal
sections was similar in the ransient and permanent
AMCAD models (Figure 2B.0).

Sixty-minute AMCAO produced an infarct volume of
37.63 = 12.0% mm’, representing a 2006% = 7.02% of

Table 2. Fhysiological variables

pH POy (Mgl plh (mmHg)
Pre-ischacmia TA61 =003 3513 153 9050 = 7.072
Post-ischacmia 7,344 = 018 3783 = 372 8075 = 4.35%

Phyziological variables measwred belfore and aller 60=min transgent
distal middle cerebeal artery ooclusion (n = 4} No statistically signifi-
cand differences were detected between groups.

Transient AMCAQ by artery compression 621

the ipsilateral hemisphere. These values were not different
from mice subjected to permanent ischaemia, where the
infarct volume was 42.33 = 9.88 min’ (F = 00441} and
2202 = 555% (P =0.7001)of the ipsilateral hemisphere
{zee Figure 201).

Ischaemic injury and cell death after transient
distal middle cerebral artery ocelusion

Tissue injury was also assessed using imumuno histos hemi-
cal staining to demonstrate changes affecting neurones,
vessels and glial cells in the infarct area compared to the
corresponding cortex area (Figure 3A).

In mice subjected to 45-min transient dMCAD,
ne changes were found in the number of MeuXN-stained
mature neurones within the antedor and posterior cere-
bral cortex of the Ipsilateral hemisphere compared to the
contralateral hemisphere (2676 £ 97 vs. 2668 = 278,
P=0.9906, and 2785 = 345 vs. 2753 = 142, P=0.827
respectively s, Likewise, no differences were detected when
the CD31 vessel-stalned area was measured in both ante-
ror (12.02 = 0.5% vs. 1044 + 20.7%, P=0.224) and
posterior (10,93 = 0,8% s 10,69 = 0.5%, F=0.631)
areas. No changes in immunoreactive GEAP-positive
astrocytes were seen between the ipsilateral and contralat-
eral cortex of these animals. Regarding Iba-1 microglial
cells, an activation and mobilization of these cells that

D)

Madal
[ [ T
@ 1ACAD

&

Infaret ME. {mm?)

&9 20
=2 "
‘ ’ . 0 T L ™ T T T T T e
1 2 3 4 E 6 Transient dMCAC Parmansnt dkCAD
Coronal slice (mmj)

Flgure 2. The TTC stalning and infarct volume measurements after 45 min or 60 min of transent dianl middle cerebral artery cccluson
MAMCAD) and permanent dMCAD (pdMBCAD), Inlarct area (in white) was net detected alter 45-min transient AMCAD by TTC staining (A
Sivtv-minute translent and permanent AMCAD madels produced cortical infarcts as showed by TTC daining (Bl Infarct area in six coronal
sectbons from rogtral 1o caudal { 1-6 mum) (Ch and infarct wolume (D) were similar between the two medels of ischaemia, Graphs represent

mean = 5[
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adter 60-min transient Echasmia, a reduced oumber of nearones (B) amnd decreased CI103 1 -positive anea (L) were detedied within the
infareted ipsilateral as compared 1o the contralateral area {*P < 0.05 and **F < 0.01); bar graphs represent mean *= 51 Representative
Images show [psilateral decreased NeuN (D) and CD3 1 {E) stainkng compared to the healily contralateral cortex

showed an enlarged cell body and a strongly [ba-1 <positive
staining was detected in the ipsilateral cerebral cortex
where the ischaemic nsult was applied. This activa-
tion was tof seen in the corresponding contralateral
hemisphere

After 60 min of transient dMCAD and 24 h of reperfu-
sion. NeaN-stalned mature neuronss within the infarcted
area were significantly reduced a8 compared to the con-
tralateral hemisphere both in anterior (1273 + 369 vs.
2707 = 74, P=0.003) and posterior {1445 = 270 vs.
2980 * 267, P=0.002) areas of the brain, as seen in
Figure 3B and D. Regarding endothelial cells, a reduction
in CD31-stained area was also detected within the inf-
arcted cortex as compared to the same region of the con-
tralateral hemisphere, in both anterior {(14.68 = 0.9% vs.
19.91 = 2.3%, P=0.022) and posterior (14.52 = 2.1%

© 2012 The Authors

= 20%. P

and E. Regarding glial cells, reactive astrocytes with

vs. 19.51 0,04 1) areas, as seen in Figure 3C
increased GFAF expression appeared in the ischaemic ipsi-
lateral cortex, as seen in Figure 4A. This GFAP stalning
showed some astrocyte bodies and multiple cytoplasmatic
prolongations, and was not detected in the contralateral
hemisphere cerebral cortex (Figure 4A). Finally, Tha-1
microglial cells showed activation and mobilization in the
infarct boundary as compared to the contralateral hemi-
sphere and infarcted areas (Figure 4B).

Functional outcome

Mice subjected to 60-min transient dMCAO displayed
a significant sensorimotor behavioural deficit on the
corner test at 24 and 48 h after ischaemia, when

NAN2012;38:617-627
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adning of glial celle. GEAF stalndng (redi showed reactive astrocytes in the nfarcted area of the animals subjected to

b-min transient distal middle cerebral artery occlusion (AMCATH (AL 1n the same group activated microglial cells (red) were detected (n the
infarct boundary { B, Ingets ghow high mapniication details of the micrographs. Representative images show no changes in the healthy

contralateral cortex. Cell nuaclel are stadned in Blue

compared to pre-lschaemia scores. In those animals,
the laterality index was affected at 24 h compared to

0.1 = 0.2, P=0008)
and at 48 h after transient dAMCAO (-0,55 = 0.31]
ol1l=02 P

pre-ischaemia (<068 = 0.05 vs
Vs
0031 showing a clear asymmetry
in turming preference, as seen in Figure 5. At 7 and 14
days after ischacmia, we could not detect neurological

impairmment as the symmetry was restored (O = 0,349 w3

01=02 P=0.994, and 0.3520.2] vs 0.1 =0

P= (772 respectively )

Diseussion

I this study, we present a new methoed for focal transient
ischarmia induction in mouse, perfformed with a single
vessel occlusion, low mortality, highly reproducible infarct
volumes and well<controlled arteral reperusion.

There are several experimental models of ischasmic
stroke and some of the most frequently used are based
on the mechanical occlusion of the proximal MCA [22].
In the distal occlusion models, as the one used here, the

damage is restricted only to the cerebral cortex and is

€ 2012 The Authors
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Flgure §. Functional eutecme by corner test perdformandce. Mice
sutbjected to G0 min of transient distal middle cerebral artery
occlugion (AMCAD) dhowed an asymmetry in turning preference,
demonstrating an impaired functional cuteome at 24 and 48 b
after peperfusion (m = 4: *P < 005, **P < 0,01 ve baseline). Values
represent mean = S0
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4. Discussio

4. DISCUSSIO

4.1 El paper dual de les MMPs en l'ictus

Diferents articles han mostrat una relacié entre els nivells d’algunes MMPS i la
isquémia cerebral, a nivell de la lesié cerebral, la permeabilitat de la BHE, les
transformacions hemorragiques o la mort cel-lular, pero també amb la plasticitat de la

matriu extracel-lular i la remodelacié de teixits danyats (139,163).

Molts grups han demostrat en models experimentals d'isquémia cerebral en
rosegadors, que els nivells diverses MMPs augmenten rapidament al cervell isquéemic.
Per exemple, després de la isquémia cerebral es va descriure una expressido anormal de
MMP-2 o MMP-9, el que contribueix a la lesid cerebral i la ruptura de la BHE
(140,164,165). Altres MMPs, com la MMP-3 i la MMP-13 també s’han trobat
sobreexpressades en el teixit isquémic (144,156). A més, tant I’hemorragia associada al
rt-PA com I'edema cerebral es relacionen amb la desregulacié dels nivells de MMP9,
complicacions que disminueixen en inhibir aquesta MMP amb ['inhibidor BB-94
(166,167). El rol de les MMPs en la degradacié de la lamina basal i el conseqlient
debilitament de la BHE explica la seva relacié amb la transformacié hemorragica. El
nostre grup va identificar una infiltracié de neutrofils carregats de MMP-9 en
microvasos cerebrals associat a una disminucio del col-lagen IV de la lamina basalia la
infiltracié d’eritrocits, com també I'alliberacié de MMP-9 i la degranulacié en neutrofils

tractats amb rt-PA (147,168)

Degut a la seva activitat patogenica, les MMPs han estat una diana terapéutica per a la
neuroproteccié en l'ictus isquémic com revisem en I'article 1 d’aquesta tesi doctoral.
S’han sintetitzat diferents inhibidors de les MMPs que han demostrat en models
animals reduir la mida de l'infart, I'apoptosi i el dany de la BHE. Alguns d’aquests
inhibidors, com el BB-94, el BB-1101 o el GM6001, s’anomenen d’ampli espectre
perqué bloguegen I'expressid o activacido de totes les MMPs (148,166,169). També

s’han estudiat inhibidors especifics de les gelatinases (MMP-2 i 9), com el SB-3CT, o
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inhibidors de moléecules implicades en les vies de regulaci6 de les MMPs com la
ciclooxigenasa (COX), la NADPH oxidasa o I'enzim convertidor d’angiotensina (ACE)
(170-173). Els diferents resultats van mostrar que la inhibicié de les MMPs després de
I'ictus podria esdevenir una terapia beneficiosa. Tanmateix caldria tenir en compte els
efectes a llarg termini d’aquesta inhibicio. A dia d’avui no s’ha realitzat cap assaig clinic
per a inhibir les MMPs en pacients d’ictus. Tanmateix, s’han realitzat diversos estudis
en altres patologies com el cancer per al seu potencial anti-angiogénic. La majoria dels
inhibidors de les MMPs que es van testar no van demostrat eficacia i en alguns casos
van mostrar toxicitat i efectes secundaris com dolor muscular (137,174). De tots els
inhibidors de les MMPs els Unics aprovats per la Food and Drug Administration dels
Estats Units son antibiotics com la doxiclina i la minociclina, per exemple per a la

prevencio de la periodontitis (175).

Les MMPs participen en el desenvolupament del sistema nervids central, i algunes
d’elles s’hi troben implicades directament (com ara la MMP-2, -3 i -9) ja que
s’expressen en el cortex cerebel-16s en desenvolupament i dirigeixen la migracié de les
neurones granulars com també participen en la formacié d’espines dendritiques i
sinapsis de les cel-lules de Purkinje (176). De manera paral-lela, les MMPs també
regulen el desenvolupament del sistema nervidés de forma indirecta, per exemple,
regulant la conversié de les proformes de BDNF i del factor de creixement nervids
(NGF) a les seves formes madures (177). En el cervell adult sa les MMPs estan
implicades en processos de remodelacié de la matriu extracel-lular, en la regulacio de

la plasticitat sinaptica i dels processos d’aprenentatge i memoria (178).

Per tant, esperariem que les MMPs participin també en els processos de reparacié
cerebral i que la seva inhibicid a llarg termini pogués afectar la recuperacié després de
Iictus. Alguns estudis realitzats en aquest sentit han mostrat que la inhibicié persistent
de les MMPs en models animals d’isquémia cerebral disminuia la recuperacié funcional
i augmentava el dany cerebral (179,180). En relacié a aquestes observacions s’ha
demostrat la participacié de les MMPs en la neurogenesi després de l'ictus. Les MMP-2
i -9 han demostrat ésser necessaries per a la correcta migracié dels progenitors neurals

in vitro on la secreci6 per part de les cellules endotelials d’aquestes
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metal-loproteinases té un efecte promotor sobre aquesta migracio (154). A més, la
MMP-9 també és important en la divisié cel-lular. Sans-Fons i col-laboradors van
demostrar que la inhibicio de la MMP-9 impedia I'entrada en mitosi de cel-lules de
neuroblastoma (una linia cel-lular amb capacitat de diferenciar-se a cél-lula neuronal)
aixi com la seva proliferacié (181). Altres estudis in vivo han mostrat la participacio de
la MMP-3 i -9 en la migracié induida per quimiocines de les cel-lules neurals
progenitores, aixi com el paper clau de les MMPs en la migracid dels neuroblasts des
de la zona subventricular, migracié que es redueix si inhibim les MMPs (153,155). Aixi
mateix, I'expressié de MMP-9 s’ha trobat incrementada en el cortex del peri-infart dies
després de la isquémia (entre 7 i 14) associada a marcadors tant de plasticitat sinaptica
com de remodelat vascular, suggerint també una relacid entre I'expressié de MMPs i
els processos d’angiogénesi (180). En aquest mateix estudi es va comprovar que la
inhibicid de les MMPs disminuia I'expressié de VEGF en el peri-infart, confirmant el rol

de la MMP-9 en I'alliberament i activacié d’aquest factor pro-angiogénic (150).

La implicacié de les MMPs, i en especial la MMP-9, en I'angiogénesi ha estat també
estudiada en d’altres processos patologics. En models animals d’isquemia periferica, la
deficiencia de MMP-9 (en ratolins geneticament modificats) ha demostrat disminuir
significativament I’angiogenesi, aixi com la mobilitzacié de les EPCs (160,161). També
en estudis del creixement tumoral s’ha trobat una elevada expressi6 de MMP-9 a les
cel-lules tumorals, aixi com una disminucié de l'angiogénesi tumoral en animals
deficients en MMP-9 (182,183). Tornant a la patologia cerebral isquémica, Hao i
col-laboradors van mostrat en un model experimental que la MMP-9 expressada per
les cel-lules mare derivades de medul-la Ossia era clau pel procés d’angiogénesi

estimulant la mobilitzacid i guiatge de les cél-lules induida per VEGF (184).

En aquest sentit aquesta tesi intenta avaluar el potencial terapéutic de les EPCs i dels
seus factors per vies paracrines, com també determinar el paper de la MMP-9 en la

seva funcio en del context de la isquéemia cerebral.
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4.2 Els factors secretats per les EPCs posseeixen un potencial angiogénic
similar al de les propies cél-lules en el tractament de la isquémia cerebral

Des del moment de la seva identificacid per Asahara i col-laboradors, les EPCs varen
ser unes clares candidates des de el primer moment per al tractament de malalties
isquémiques, com van demostrar els propis autors en un model d’isquemia periférica
en ratoli (51,185). En models animals d’isquémia cerebral, diversos autors han
demostrat que I'administracid tan d’early EPCs com d’OECs despres de I'esdeveniment
isquemic redueix el volum de l'infart i el deficit funcional a mig termini (a partir del 7&
dia) (82,83). En un d’aquests estudis, després de I'administracié per via endovenosa de
4x10° OECs marcades radioactivament en rates isqguémiques, es va estudiar la seva
distribucié. La majoria de les cel-lules es van trobar al fetge, als ronyons i a la melsa,
mentre que molt poques cel-lules es van arribar al cervell. A més, es van detectar molt
poques OECs de les que s’havien administrat incorporades en els vasos de nova creacié
(83). Malgrat que molt poques EPCs van arribar al cervell i es van incorporar als vasos,
I’efecte del tractament va ser contundent, produint un augment de I'angiogénesi i la
neurogenesi i una disminucid de I'apoptosi al peri-infart (83). De la revisié bibliografica
d’altres estudis en que s’administren EPCs per via endovenosa també se’n deriva que
el nombre de cel-lules que s'implanten al cervell és extremadament baix en relacid al
numero que s’administren (186,187). Aquest fet també es repeteix en altres tipus
cel-lulars, com els precursors neurals. Un estudi per ressonancia magnética en un
model d’isquémia cerebral en rates va mostrar que, tot i produir-se una recuperacié
funcional en els animals administrats amb cél-lules, les cel-lules trasplantades no
s'implantaven en els circuits neuronals (188). En conclusid, de I'elevat nombre de
cél-lules que s’administren per via sistémica, molt poques d’elles arriben al cervell.
Harting i col-laboradors van demostrar que només un 0.0005% de les cél-lules mare
mesenquimals administrades per via endovenosa s’implantaven al parénquima

cerebral en un model muri de traumatisme cerebral (189).

Per tant els resultats suggereixen que I'efecte de la terapia cel-lular amb EPCs pugui
deure’s més a un efecte paracri de les cél-lules administrades que a la propia

incorporacio de les cél-lules en els nous vasos. La importancia de I'efecte paracri en els
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beneficis de la terapia cel-lular en l'ictus també s’ha descrit en altres tipus cel-lulars
com les cél-lules mare mesenquimals o les neurals (31,77). Andres i col-laboradors han
demostrat recentment com els factors VEGF i TSP-1 i -2 secretats per les cel-lules mare
neurals potencien la plasticitat sinaptica (77). Tenint en compte aquests resultats, una
de les quiestions que vam voler adrecar en aquesta tesi era si el tractament amb els
factors de secrecié de les EPCs, que conté multitud de factors de creixement,
inhibidors de I'angiogenesi, quimiocines o citocines, podria tenir el mateix efecte en la

recuperacié després de la isquémia cerebral que la terapia cel-lular.

Previament s’havia demostrat el potencial terapeutic dels factors secretats per les
EPCs in vitro en un model d’isquémia periférica en rates per a potenciar la
neovascularitzacié (107). També en un model porci d’infart de miocardi,
I'administracié tan d’EPCs com del seu medi condicionat (medi que ha estat en
contacte amb les cél-lules in vitro i que conté els factors que han secretat) van
demostrar millorar la funcio sistolica i augmentar la mida dels cardiomiocits de forma
similar (190). A partir d’aquests estudis sabem que el secretoma d’aquestes poblacions
d’EPCs conté, entre d’altres factors, factor de creixement de la insulina 1 (IGF-1),
factor de creixement transformant beta 1 (TGFB1), IL-8, SDF-1, HGF, angiogenina,
factor de creixement derivat de plaquetes BB (PDGF-BB) o VEGF (107,190). Un estudi
previ del nostre grup també va mostrar que les EPCs provinents de sang periférica de
pacients d’ictus secretaven diferents factors de creixement, com per exemple HGF i
VEGF. En el treball presentat en aquesta tesi (article 2) vam estudiar 4 factors pro-
angiogenics, identificant la preséncia en el medi condicionat administrat als ratolins del
factor de creixement de fibroblasts basic (FGF-b), PDGF-bb i VEGF, mentre que no es va

detectar la presencia de HGF.

En el nostre estudi, els tractaments (EPCs o el seu medi condicionat) es van administrar
per via endovenosa aproximadament 30 hores després de la isquemia cerebral, una
finestra clinicament rellevant. El temps de tractament passada la fase hiperaguda es va
triar per poder demostrar la utilitat en la translacié a la practica clinica un temps de
tractament que permetria poder aillar les propies cel-lules del pacient i efectuant
doncs un trasplantament autoleg, com també per tenir una amplia finestra

terapeutica. El nostre estudi és el primer en avaluar I'administracié tardana d’EPCs en
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comparacio amb la dels seus factors en la isquémia cerebral, i demostra un increment
de I'angiogénesi en les zones del peri-infart corticals en ambdds tractaments versus
animals no tractats o no isquemics. Com en els estudis previs, el medi condicionat de
les EPCs va demostrar ser tan efectiu com les cel-lules soles i fins i tot produir un major
increment de I'angiogenesi (tot i que aquesta diferencia no va ser significativa). Els
factors que hem identificat en el medi condicionat ja havien demostrat en d’altres
treballs potenciar la neovascularitzacié després de la isquemia. Per exemple,
I'administracié tardana de VEGF va demostrar augmentar I'angiogenesi en el cervell
isquemic i en models d’isquemia periferica I’administracié conjunta de FGF i PDGF-bb
va incrementar la vascularitzacio i el flux sanguini a I'area afectada (57,191,191). Els
resultats mostrats en I'administracié tardana obre la porta a nous estudis sobre la
possibilitat de poder aconseguir un major benefici terapeutic administrant els
tractament més aviat després de la isquémia. En aquest cas seria especialment

interessant disposar d’un tractament basat factors.

Avui en dia és reconegut |'estret lligam en les arees del peri-infart entre els processos
d’angiogenesi i neurogenesi (64). La secrecidé per part de les cel-lules vasculars de
factors de creixement a I'anomenat ninxol neurovascular estimula la migracié dels
neuroblasts, migracid que es produeix associada als vasos (64). També sabem que
I’administracié de diferents tipus cel-lulars ha demostrat en models animals d’isquemia
cerebral potenciar ambdds processos. El trasplantament intracerebral de ceél-lules
mare mesenquimals derivades de medul-la 0ssia va resultar en un increment de
I'angiogénesi i de la proliferacio, migracié i diferenciacié de progenitors neurals (192).
L'administracié endovenosa de cél-lules mare mesenquimals o EPCs també ha
demostrat potenciar tant I'angiogénesi com la neurogenesi en el teixit cerebral afectat
(83,193). En els resultats que presentem en aquesta tesi (article 2) I'efecte dels
tractaments sobre la neurogenesi no va ser tan evident com en el cas de la
neovascularitzacid. Els animals tractats amb medi condicionat van mostrar un lleuger
increment en el numero de neuroblasts en I'area dorsolateral de la zona
subventricular, suggerint un efecte potenciador en la migracié dels precursors neurals
també identificat per d’altres autors (47). En canvi, I'administraci6 d’EPCs va

incrementar moderadament la reorganitzacid axonal en el peri-infart. Aquest
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remodelat de la substancia blanca s’associa amb la recuperacié de la funcié cerebral i
per tant una millora funcional (194,195). Aquests resultats també es van acompanyar
d’una millora funcional estadisticament significativa en ambdds grups de tractament
gue no es va produir en el grup control: tant els animals tractats amb EPCs com amb
medi condicionat van mostrar una recuperacié en la forga i habilitat de les extremitats
anteriors que s’havia vist significativament reduida per la isquémia cerebral. Tot i aix0

els animals isquemics no tractats van mostrar una lleugera recuperacié espontania.

Els resultats d’aquesta tesi demostren doncs el potencial neuroreparador de les EPCs
perd també dels factors de secrecid de forma independent. Davant I'evidencia que
molt poques de les cel-lules que s’administren arriben al cervell i s'implanten en el
teixit, els nostres resultats recolzen la hipotesi que els efectes neuroreparadors de la
terapia cel-lular podrien atribuir-se parcialment a I'estimulacié que es produeix en el
teixit afectat a través de la secrecié de factors trofics potenciant els processos

endogens d’angiogenesi i neurogenesi (66).

Substituir el trasplantament cel-lular per estrategies lliures de cel-lules pero basades en
el seu potencial terapeutic ens permetria millorar alguns aspectes negatius que es
poden derivar de I'administracié de cel-lules vives. Qualsevol trasplantament de teixits
o cel-lules pot produir complicacions derivades d’'una reaccié immunitaria (196).
Tanmateix, en relacié al possible rebuig del trasplantament, les EPCs, a diferéncia de
les cél-lules endotelials madures, han demostrat tenir una baixa immunogenicitat
també quan es diferencien en cel-lules endotelials, fent-les per tant unes excel-lents
candidates per a la terapia cel-lular (197). Una altra font de complicacions sén les
derivades de [l'administraci6 de les celllules. Respecte les possibles vies
d’administracid, I'administracié intracerebral directa sobre les arees cerebrals diana
garanteix |'arribada de les cél-lules pero suposa una aproximacid més agressiva pels
pacients d’ictus amb uns certs riscos vitals i uns elevats costos economics degut a les
condicions en s’haurien de realitzar aquestes administracions. Tot i els possibles
efectes de I"'administracido per via endovenosa o intraarterial, on es produeix un
filtratge per diferents organs (pulmons, fetge), es poden generar émbols i obstruir la
vasculatura o on les cel-lules poden arribar a d’altres organs on en certes situacions

patologiques podrien proliferar produint tumors, aquestes serien les vies d’eleccid en
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front la intracerebral en el cas d’una translacié a la clinica (198-200). Per aquests
motius la possibilitat de basar el tractament pro-angiogenic amb els factors de secrecid

de les cel-lules és de gran interes terapeutic.

En resum, els resultats presentats en aquesta tesi demostren que els factors que
secreten les EPCs sén tant efectius com a tractament neuroreparador pro-angiogenic
amb EPCs en la isquemia cerebral, on poden aportar avantatges respecte
I'administracié de cel-lules des d’un punt de vista translacional. L'aprofundiment en
I’estudi del secretoma de les EPCs com dels efectes dels diferents factors identificats
sobre els processos de neuroreparacio ens ha de permetre definir els temps i dosis
optims d’administracid, i proporcionar noves propostes terapeutiques per la fase
subaguda o cronica de la malaltia. D’altra banda, no podem deixar de banda I'efecte
terapeutic de les cel-lules que s’implanten al teixit i els beneficis que comportaria una
millor distribucié, major supervivencia, la migracio i I'empelt de les cel-lules
trasplantades. Els nostres resultats mostren també una major reorganitzacié axonal en
el peri-infart en aquest grup de tractament tot i que probablement estudis a més llarg
termini (mesos) permetran valorar millor aquestes observacions. Els nostres resultats
deixen també la porta oberta a nous estudis on valorar els efectes de la terapia

combinada entre EPCs i els seus factors de creixement en diferents dosis.
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4.3 Laisquémia cerebral estimula I'alliberament de les EPCs aixi com la seva
funcionalitat in vitro

Diversos estudis han demostrat que la isquémia promou la mobilitzacié de les EPCs.
L’estimul isquemic activa I'expressid de factors pro-angiogenics com el VEGF i el SDF-1,
que al seu temps estimulen la mobilitzacié de les cel-lules progenitores des de la
medul-la ossia cap a la circulacié (201). En un model experimental en ratolins i conills
d’isquemia periferica es va observar un augment després de la isquemia en el nUmero
d’EPCs circulants amb un pic maxim al sete dia (202). També, en estudis en humans
amb patologies isquemiques com el traumatisme vascular o I'infart agut de miocardi

han mostrat nivells elevats d’EPCs en la sang periferica dels pacients (201,203).

En el cas de l'ictus, la mobilitzacié de les EPCs en resposta a la isquémia cerebral no és
una quliestid clara. Alguns estudis han demostrat un increment de les EPCs en pacients
respecte als controls (126,132), mentre que en d’altres, els pacients mostraven una
disminucio dels nivells d’"EPCs (124,127). Els resultats publicats pel nostre laboratori on
es va realitzar citometria de flux, els resultats van mostrar un augment del nivells
d’EPCs en sang periferica en pacients d’ictus en la fase més aguda de la malaltia
(primeres 24 hores) respecte als controls sans (130). Les diferéncies en les técniques
utilitzades per [l'aillament i al quantificacio dels nivells d’EPCs aixi com les
caracteristiques dels pacients i controls utilitzats en els diferents estudis podrien
explicar aquestes divergencies. Per tal de poder resoldre aquesta qiiestio en I'article 3
presentat en aquesta tesi vam avaluar per primera vegada la mobilitzacié de les EPCs
després de la isquémia cerebral en un model experimental en ratoli on la Unica

variable canviant era la presencia o no d’isquémia cerebral permanent.

La técnica d’eleccid va ser la quantificacid a partir de cultius cel-lulars d’early EPCs
obtingudes de la melsa (que actua com a reservori d’EPCs), ja que el reduit volum de
sang dels ratolins limitava I'Us de la citometria de flux (204). Els resultats van mostrar
un increment de les EPCs poc després de la isquémia, I'increment era detectable tan
sols 6 hores després de l'esdeveniment isquemic. Aixi doncs el nostre model
d’isquémia focal produeix la mobilitzacié de les EPCs al poc temps de l'inici de la

isquemia. Aquest augment en I'alliberacié d’EPCs sembla ser transitori ja que a les 24
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hores es recuperen els nivells previs a la isquémia. Aquest perfil temporal és similar a
I'observat en pacients amb trauma vascular, que van mostrar un increment en la
mobilitzacié d’EPCs entre les 6 i les 12 hores després del dany isquémic i un retorn als
valors basals a les 48 hores (203). També els resultats previs del nostre grup havien
mostrat un augment dels nivells d’EPCs mesurades per citometria en pacients d’ictus
agut (entre 3 i 24 hores després de la isquémia) pero no es van veure diferéncies

significatives respecte als controls en moments posteriors de la malaltia (130).

A més de la mobilitzacié en termes de recompte d’EPCs també hem estudiat |'efecte
de la isquemia cerebral en la funcionalitat de les EPCs, comparant per primera vegada
la capacitat vasculogénica d’EPCs d’animals amb isquemia cerebral i controls. Els
estudis de tubulogénesi in vitro presentats en l'article 3 van mostrar un augment
significatiu de la funcionalitat en les EPCs provinents d’animals isquemics, que
realitzaven un major nombre d’estructures tubulars que les EPCs provinents d’animals
control, dibuixant aixi una xarxa vascular més extensa. Els nostres resultats
d’angiogenesi a temps real (captant una imatge cada 30 minuts) van permetre
identificar per primer cop un patré de formacié de xarxes vasculars en Matrigel™ en
dues fases: la de construccio (en les primeres 10-12 hores) en que les EPCs assoleixen
la seva capacitat maxima de tubulogenesi, i una fase de remodelacio en la que sense
incrementar aquesta extensio maxima al llarg dels temps les EPCs segueixen
modificant constantment les connexions entre cel-lules en un moviment dinamic
constant. Recolzant aquestes dades, un estudi recent en isquémia cerebral en rates va
demostrar que el trasplantament de cel-lules mare mesenquimals derivades de
medul-la 0ssia sotmeses a isquémia (hipoxia in vitro) millorava la recuperacié funcional
dels animals respecte al transplantament de les cel-lules control (205). Un estudi previ
també en rates i en el que administraven també cél-lules mesenquimals, havia mostrat
també un increment en la millora funcional i un major augment de I'angiogenesi en els
animals que havien rebut cel-lules provinents de rates isquemiques (206). En ambdds
estudis I'efecte terapeutic de les cél-lules isquemiques s’associava amb un augment de
la secrecid de factors de creixement per part d’aquestes, que explicaria un increment
en l'efecte paracri del tractament. En el nostre estudi les EPCs mostraven ser més

funcionals després de la isquémia, pero no podem fer cap associacié amb la secrecid
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de factors ja que no vam determinar el seu secretoma. El proper pas seria estudiar si
aquesta major funcionalitat de les EPCs isquémiques es tradueix en una major eficacia
d’una terapia cel-lular basada en EPCs en un model animal in vivo, aixi com demostrar
si I'activacid funcional de la isquémia també es produeix en cél-lules humanes. En
relacié a la modulacié de la funcionalitat de les EPCs en les diferents fases de I'ictus, un
estudi previ del nostre grup ja vam mostrar diferéncies significatives en la capacitat
tubulogénica de les EPCs obtingudes en diferents fases de la malaltia (< 24 hores

versus > de 24 hores), sent superior en fases més tardanes (130).

Els resultats obtinguts fins al moment ens demostren que la isquéemia cerebral
estimula la funcionalitat de les EPCs in vitro, aixi com la seva mobilitzacio in vivo, i
suggereixen uns possibles millors resultats en trasplantaments de cel-lules obtingudes
de pacients isquémics ja que podrien ser més funcionals que de cel-lules provinents de
controls en futurs assajos clinics. Com s’ha discutit en I'apartat anterior, la secrecié de
factors de creixement per part de les cel-lules és clau per explicar el seu potencial
terapeutic i per tant esperariem un major efecte en el tractament en el cas de cél-lules

gue secretin majors nivells de factors, com podrien ser les isquemiques.
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4.4 La deficiéencia de MMP-9 disminueix el nimero d’EPCs in vivo i
compromet la seva funcionalitat in vitro

Com hem descrit en la introduccid, la MMP-9 és una proteasa clau en la mobilitzacio
de les cel-lules progenitores de la medul-la 0ssia (119). Un estrés patologic, com podria
ser la isquémia cerebral, mobilitza i recluta rapidament les cel-lules des de la medul-la
ossia a la circulacié tal com hem vist en el cas del nostre model experimental
d’isquémia cerebral per oclusié permanent de I'artéria cerebral mitja a nivell distal
(article 3). La MMP-9 també té un paper principal en el procés de migracioé fins a les
arees afectades a través de la regulacié de citocines (119). Per aguest motiu, s’ha
descrit que els animals deficients en MMP-9 tenen deficiéncies en la mobilitzacio de
les cel-lules mare i progenitores, entre elles les EPCs. Aquests animals no responen a
I’estimulacid de la mobilitzacié d’EPCs en resposta a VEGF, que si que es produeix en

animals naive (119,207).

Els nostres resultats presentats en l'article 3, mostren una disminucié dels nivells
d’EPCs circulants en animals deficients en MMP-9 en ratolins no isquemics, confirmant
com s’havia vist en estudis anteriors una reduccié de la mobilitzacié de cél-lules
progenitores en absencia d’aquesta metal-loproteinasa (119). Tanmateix, els nostres
resultats mostren que 6 hores després de la isquéemia els nivells d’EPCs continuen
disminuits en ratolins deficients per MMP-9 respecte els seus wild-type, en canvi a les
24 hores els nivells entre els dos genotips son similars. Per tant, el pic en el nombre
d’EPCs que s’observa en animals isquémics WT a les 6 hores es veu desplacat a les 24
hores quan hi ha deficiencia de MMP-9. Aquests resultats, a banda de vincular la
preséncia de MMP-9 amb la mobilitzacié d’EPCs també suggereixen que en el nostre
model d’isquémia poden existir altres vies de vies de mobilitzacié de les EPCs que no
son dependents de MMP-9 ja que finalment si que es produeix la mobilitzacié de les
EPCs malgrat la deficiencia de MMP-9. Hi ha diferents vies de senyalitzacié implicades
en la mobilitzacio de les cel-lules mare progenitores, algunes mediades per MMPs pero
també per altres proteinases com la elastasa o la catepsina G (208). S’ha demostrat per
exemple que el G-CSF activa la mobilitzacido de les cel-lules progenitores des de la

medul-la Ossia per vies dependents d’elastasa i catepsina (209). No coneixem bé quines
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vies son les que activa el nostre model d’isquéemia cerebral en els ratolins deficients de
MMP-9, i I'analisi dels factors angiogenics que es puguin activar de forma diferenciada

en aquests animals respecte als animals WT seria d’interes en estudis futurs.

A més del seu paper en la mobilitzacio de les cel-lules mare i progenitores, la MMP-9
també és necessaria per la neovascularitzacio. Estudis previs van demostrar en un
model d’isquémia periferica que en animals KO en MMP-9 es produia una inhibicié de
I’'angiogenesi i una disminucié del flux sanguini en I'area afectada (160,161). Aquesta
deficiencia era compensada quan es trasplantava la medul-la dssia d’animals WT als
animals deficients en MMP-9 (161). En el nostre estudi (article 3), les EPCs provinents
d’animals deficients en MMP-9 han demostrat menor capacitat tubulogenica en els
estudis de funcionalitat in vitro. L'absencia de MMP-9 provoca que tant les cel-lules
control com isquemiques produeixin un menor nombre d’estructures tubulars que les
cel-lules WT. Tot i que en el mateix estudi demostrem que la isquémia produeix un
increment de la funcionalitat en les EPCs, en aquelles cel-lules obtingudes d’animals KO
en MMP-9, aquest increment és molt moderat i no es tradueix en una diferencia
significativa com ho era en el cas de les cel-lules WT. Per tant, els resultats suggereixen
que l"'augment de la tubulogénesi després de I'estimul isquémic en les EPCs depén de
la MMP-9. El nostre estudi va més enlla i demostrem aquesta disminucid en les
habilitats angio-vasculogéniques en inhibir farmacologicament les MMPs i
especificament la MMP-9, tant en EPCs d’animals WT com en cel-lules obtingudes
d’humans sans. Estudis previs havien mostrat resultats similars (161). L'efecte de la
MMP-9 en la vasculogenesi també s’ha avaluat en cel-lules mamaries tumorals. La linia
cel-lular mamaria tumoral resistent a adriamicina expressa MMP-9 constitutivament i
aquesta expressio és necessaria per a la formacio de tubs (210). D’altra banda, la linia
cel-lular sensible a adriamicina (SCMF-7), que no expressa MMP-9, no pot realitzar
estructures tubulars. L'exposicié de les cel-lules SMCF-7 a MMP-9 recombinant
humana indueix la migracid cel-lular pero no la formacié de xarxes tubulars. Aquestes
dades es corresponen amb les obtingudes en les EPCs d’animals deficients en MMP-9
tractades amb MMP-9 recombinant o amb el medi condicionat de les cél-lules WT (que
conté MMP-9), tractaments que no van poder revertir la seva incapacitat per a formar

estructures vasculars. Els resultats d’aquesta tesi demostren el paper clau de la MMP-9
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endogena en el desenvolupament de les capacitats angiogeniques de les EPCs. A partir
d’aquestes dades caldrien més estudis per dilucidar els mecanismes exactes implicats

en aquests processos vasculogenics dependents de MMP-9.

La importancia de la MMP-9 en la vasculogenesi de les EPCs in vitro que mostren els
resultats d’aquesta tesi sembla que també es podria traduir en un deficiéncia en la
vascularitzacié després de la isquemia cerebral com s’ha vist anteriorment en models
d’isquémia periférica (160,161). Tanmateix, sembla que el paper de la MMP-9 en la
vascularitzacié podria ser diferent segons el teixit afectat. Per exemple, en el cas de
I'infart de miocardi es va veure una estimulacié de I'angiogenesi en els animals KO en
MMP-9 (211). L’explicacié que suggereixen els autors és que la MMP-9 seria necessaria
per la vascularitzacié de teixits que no estan altament vascularitzats com el muscul,
I'ull o la medul-la espinal mentre que la seva preséncia seria deleteria en organs
altament vascularitzats com el cor o els tumors en etapes tardanes. Respecte al cervell,
en un model d’isquémia cerebral en rata es va comprovar que la inhibicio
farmacologica a llarg termini de les MMPs disminuia els processos de reparacid, i es va
demostrar el rol essencial de la MMP-9 en aquests processos (180). Tot i la publicacio
d’alguns estudis utilitzant inhibidors farmacologics, no coneixem cap treball sobre la
recuperacié endogena després de la isquémia cerebral en animals deficients en MMP-
9. Caldria desenvolupar aquest tipus d’estudis per a confirmar el paper d’aquesta
metal-loproteinasa en I'angiogénesi i la neurogenesi i la possible aparicio de
mecanismes compensatoris. Finalment també és necessari aclarir com afectaria a la
neuroreparacié després de la isquémia cerebral la deficiencia de MMP-9 en les EPCs a

partir d’estudis in vivo de terapia cel-lular.
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4.5 La importancia de la reperfusid i la homologia amb l'ictus huma en els
models animals: desenvolupament d’un model d’isquémia cerebral
transitoria

Els models animals d’isquémia cerebral es van comencar a desenvolupar cap al 1970
amb l'objectiu d’identificar els mecanismes responsables del dany tissular i per
assentar les bases pe(34)r al desenvolupament de nous tractaments per a l'ictus
(34,212). Existeixen diferents models i és important escollir el més adient per a
I'objectiu de cada experiment. En els estudis que hem presentat hem treballat amb un
model d’oclusié permanent i distal de I'arteria cerebral mitja en ratoli. Aquest model
produeix un infart localitzat al cortex cerebral, és molt reproduible i amb molt poca
variabilitat respecte a la mida i localitzacié de la lesid i té una molt baixa mortalitat,
caracteristiques ideals per a la realitzaciéd d’estudis de neuroreparacié (213). S’ha
descrit que molts dels processos de neuroreparacié com la diferenciacio de les cel-lules
progenitores neurals, 'angio-vasculogénesi o la reorganitzacié de les sinapsis i els
circuits neurals tenen lloc des del teixit sa del peri-infart (214). El model animal que
hem utilitzat també és adequat per I'estudi d’aquests processos ja que ens permet
localitzar facilment I'area afectada per l'infart aixi com el peri-infart, i el teixit afectat
es limita a una sola regid cerebral com és el cortex (35). Un altre aspecte important en
I'eleccio del model és que ens permeti avaluar la millora funcional, i per aixo és
necessari que produeixi un deficit neurologic que puguem mesurar. L'anatomia i
fisiologia cortical dels ratolins esta ben descrita, i podem coneixer que el nostre model
afecta principalment el cortex sensorial i motor de les extremitats anteriors aixi com el
cortex somatosensorial que controla la funcié de les vibrisses (215). Estudis previs en
ratolins aixi com els nostres resultats de I'article 2 han descrit que la majoria dels tests
utilitzats sén capacos de mostrar el deficit neurologic durant les primeres 24 a 48
hores després de la isquémia perd no en temps més tardans en que es produeix una
recuperacié endogena (216-218). Les explicacions possibles a aquestes dades poden
ser que els animals desenvolupen alguns mecanismes de compensacido des de
I’'hemisferi contralateral o que els tests utilitzats no siguin prou sensibles. Per tant
aquest és un aspecte avui en dia encara sense resoldre pels models d’isquémia cortical

en ratoli.
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El model d’oclusié permanent i distal de I’artéria cerebral mitja que hem utilitzat en els
nostres estudis és un model acceptat i utilitzat com demostren els estudis citats
anteriorment. Tanmateix, els criteris establerts pel grup STAIR (Stroke Treatment
Academic Industry Roundtable) consideren que els models d’oclusié permanent sén els
adients per als primers estudis que caldra completar amb models d’oclusio transitoria,
i per tant amb reperfusio del teixit (26,27). La oclusié permanent és poc freqlient en
humans i per tant un model animal amb reperfusié mimetitzaria millor I’evolucio de
I'ictus en humans. D’altra banda la reperfusié del teixit activa els mecanismes de mort
cel-lular necrotica i apoptotica, de forma diferenciada a una oclusié permanent, ja que
en els models d’oclusid transitoria el dany final és el resultat dels processos d’isquémia
i reperfusio (219). A més, els models transitoris, que impliquen el restabliment del flux
sanguini després de la isquemia, serien I'opcid a escollir per a estudiar I'efecte sobre el
teixit de possibles tractaments (farmacologics o cel-lulars) per tal d’assegurar I'arribada
d’aquests a I'area afectada. Per tots aquests motius ens era necessari posar a punt un
model d’oclusié transitoria i distal de I'artéria cerebral mitja, per a continuar els
estudis resultants d’aquesta tesi i que ens permetés tenir un infart cortical ben

localitzat i amb poca variabilitat pero amb la reperfusié de I'area afectada.

Els models que generen infart cerebral per I'oclusié distal i transitoria de l'artéria
cerebral mitja establerts fins al moment, utilitzen com a métodes d’oclusio de I'artéria
un clip o una sutura (213,220,221). Es tracta de metodes més invasius ja que
requereixen obrir la duramater per accedir a |'artéria, cal tenir molta destresa per no
danyar I'escorca cerebral tenint en compte la mida tan reduida de I'artéria en ratolins i
sovint danyen l'artéria evitant una correcta reperfusié (32). El metode que vam
desenvolupar oclou l'arteria cerebral mitja per compressié mecanica a través d’una
agulla esmussada (“roma”). Aquest metode permet minimitzar al dany al vas i al teixit
cerebral, té una baixa mortalitat durant la cirurgia i a llarg termini i és facil i rapid de
dur a terme. Els nostres resultats presentats en I'article 4 mostren que després de 60
minuts d’oclusié de I'artéria per compressié i la posterior reperfusié es produeix un
infart ben establert en ratolins de la soca Balb/c, molt similar en mida i localitzacio al
del model d’oclusi6 permanent, amb una reduccié significativa del nombre de

neurones i vasos i la presencia d’astrocits reactius a 'area afectada aixi com una
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activacio de la microglia en el peri-infart. A més, vam ésser capacos de mesurar deéficit
neurologic en els animals isquémics durant les primeres 48 hores després de la
reperfusid, confirmant la preséncia de lesid cerebral. Com en els estudis realitzats amb
el model permanent, el test utilitzat (corner test) que avalua l'asimetria en la
preferéncia dels girs que es produeix després de la lesid, no va poder detectar cap
afectacidé funcional a llarg termini. En resum, els resultats presentats demostren que
hem posat a punt un nou metode per a desenvolupar un model d’oclusié distal i
transitoria de I'arteria cerebral mitja en ratoli que produeix un infart establert, i que
tenint en compte les guies internacionals hauria de ser el proper model experimental
per a seguir desenvolupant les nostres aproximacions terapeutiques amb EPCs o els

seus factors de secrecio en estudis in vivo.
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5. CONCLUSIONS

Les conclusions d’aquesta tesi son:

e La regulacié de les MMPs a curt i llarg termini després de l'ictus és una
estrategia terapeutica vigent tant per a la neuroprotecci6 com per a
I’estimulacio dels processos de neuroreparacio.

e |’administracié d’EPCs com dels seus factors de secrecid (lliures de cel-lules)
son tractaments efectius que potencien I'angiogenesi i la millora funcional en
un model d’isquémia cerebral.

e Laisquémia cerebral estimula, en un model muri, la mobilitzacié de les EPCs a
la circulacio periferica i resevoris com també la seva funcionalitat in vitro.

e La MMP-9 és una proteasa implicada en la mobilitzacié de les EPCs de la
medul-la 0ssia i regula les seves funcions angio-vasculogeniques.

e El métode d’oclusié distal i transitoria de I'artéria per compressio, caracteritzat

per la produccié d’una lesidé localitzada i reproduible i la preséncia de
reperfusid, acompleix els criteris necessaris per a estudis de neuroreparacio.
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Article 4
Metalloproteinase and stroke infarct size: role for anti-inflammatory
treatment?

Ann N Y Acad Sci. 2010;1207:123-33.
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Flgure 1. MIPF’s biphadecrolein animal cerebral ischemia: imnplication in brain injury and recovery after stroke,

in basal lamina degradation and subsequent EEE
leakage, An elevation in MMP-2 has been observed
intransientfocal cerebralischernia in the early stages
oftheinjury Claudin-5, one of the proteins found in
the tight junctions, is degraded by MMP-2, leading
to BBE opening.®# On the other hand, BBE leak-
age was reduced in MMP-9but not MMP-2 knock-
out mice.!* 5% [n addition to vascular leakage, ex-
tracellular matrix proteases mayalso directly induce
cell death by disrupting homeostaticsignals between
cells and matrix.¥ In this regard, the importance
and relevance of these matrix mechanisms hasbeen
highlighted by the finding that fibronectin knock-
out mice suffered increased neuronal apoptosis and
brain infarction after focal cerebral ischemnia, *®

Although the investigations have been focused
on MMP-2 and MMP-9 roles, other MMP mem-
bers may play important roles as well. For example,
MMPE-3 canbe activated after ischernia-reperfusion
in ratbrain, causing the cleavage of the cerebral ma-
triz agrin and contributing to BEE opening during
neuroinflammation after intracerebral lipopolysac-
charide (LPS) injection in mice.®>" Another inves-
tigationsuggested a role for MMP-3 in the intracra-
nial bleeding that occurs after thrombotic middle
cerebral artery occlusion in mice.?! The authors
showed that MMP-3 expression was significantly
elevated in ischemic tissue, and MMP-3 knockout
mice treated with t-PA had significantly reduced HT
than t-PA-treated WT mice. Finally, MMP-13 was
recently found tobe upregulated inratbrain after is-
chemia and localized in the muiclens ofneural cells.*
Other studies found that the expression of MMEP-
13 was increased in the BEE-damaged hippocampal
vessels in stroke- prone spontaneously hypertensive
rats,

Interestingly, relevant data has been published in
human studies (Table 1). Two early studies pub-
lished in 1997 demonstrated for the first time that
MMP-9 and MMP-2 are elevated in the ischemic
human brain*** More recent data confirmed the
presence of high MMP-9 levels not only in infarcted
tissue, but also in the peri-infarct areas, suggesting
a role for MMPs in the process of infarct growth.!®
Similar findings have also been reported for peri-
hernatoma tissue from patients that suffered from
hemorthagic stroke.!® Importantly, MMP-9 levels
seemn to peak within infarcts that undergo hemor-
rhagic conversion, correlating with enhanced ery-
throcyte extravasation and neutrophil infiltration
surrounding the affected capillaries, together with
severe collagen IV degradation in the surround-
ing basal lamina.® Recently, increased MMP-13 ex-
pression was observed in infarct and peri-infarct
brain sarmples, suggesting that they were mainly
produced by neurons with an intranuclear localiza-
tion.** These human studies are consistent with an-
imal model data showing microvascular basal lam-
ina injury and loss of collagen type IV, which can
be reversed with hypothermic treatments that re-
duce enzymatic activity of MMP-2 and MMP-9 in
ischemia-reperfusion rat models,.* -

After stroke, it is attractive to hypothesize that
decoupling of this putative MMP network may oc-
cur, Puture studies may be required to assess not
just MME-2, -3, -9, or -13 but all family members to
truly “fingerprint” the role that the proteases play in
acute neurovascular injury. With this global screen-
ing concept, a recent study in human brain samples
has combined laser microdissection techniques with
protein arrays to elucidate the cell-specific expres-
sion of the MMP family. In this study, neurons and

Ann. MO Acad, Sci. 1207 (2070) 122-132 © 2070 Mew York Acadeny of Sciences. 125
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