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PALABRAS CLAVE Resumen

Fibulina-5; Introduccion: La fibulina-5 (FBLN5) es una proteina elastogénica implicada en el remodelado
Aneurisma de aorta de la matriz extracelular (MEX), un proceso fundamental en el aneurisma de aorta abdominal
abdominal; (AAA). Sin embargo, no se ha determinado la posible contribucion de la FBLN5 al AAA.
Inflamacidn; Métodos: Se realizaron analisis por PCR a tiempo real, Western blot, transduccion lentivi-
SOX9 ral, transfeccidn transitoria e inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) en aorta abdominal

de pacientes con AAA o donantes y en células musculares lisas de aorta humana (CMLV).
Resultados: La expresion vascular de la FBLN5 disminuye en la aorta abdominal de pacientes
con AAA frente a donantes sanos. El nivel de ARNm y proteina de la FBLN5 y su secrecion al
espacio extracelular se redujeron en CMLV expuestas a estimulos inflamatorios. Este efecto
se produce a través de un mecanismo transcripcional en el que esta implicada una region
proximal del promotor de la FBLN5 que contiene un elemento de respuesta a SOX. De hecho, la
expresion de SOX9 se inhibe en CMLV tratadas con LPS y TNFa y disminuye en el AAA, en el que
correlaciona con la de la FBLN5. Ademas, la sobreexpresion de SOX9 contrarresto la disminucion
de la expresion y actividad transcripcional de la FBLN5 inducida por el TNFa. Finalmente,
observamos que SOX9 interacciona con el promotor de la FBLN5 y que esta union se reduce en
respuesta a TNFa.

Conclusiones: La inhibicion de la FBLN5 en el AAA humano podria contribuir al remodelado
destructivo de la matriz extracelular inducido por el componente inflamatorio de la patologia.
© 2016 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los
derechos reservados.
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Inflammation inhibits vascular fibulin-5 expression: Involvement of transcription

Introduction: Fibulin-5 (FBLN5) is an elastogenic protein critically involved in extracellular
matrix (ECM) remodelling, a key process in abdominal aortic aneurysm (AAA). However, the
possible contribution of FBLN5 to AAA development has not been addressed.

Methods: Expression levels were determined by real-time PCR and Western blot in human abdo-
minal aorta from patients with AAA or healthy donors, as well as in human aortic vascular
smooth muscle cells (VSMC). Lentiviral transduction, transient transfections, and chromatin

Results: The expression of FBLN5 in human AAA was significantly lower than in healthy donors.
FBLN5 mRNA and protein levels and their secretion to the extracellular environment were
down-regulated in VSMC exposed to inflammatory stimuli. Interestingly, FBLN5 transcriptional
activity was inhibited by TNFa and lipopolysaccharide (LPS), and depends on a SOX response
element. In fact, SOX9 expression was reduced in VMSC induced by inflammatory mediators and
in human AAA, and correlated with that of FBLN5. Furthermore, SOX9 over-expression limited
the reduction of FBLN5 expression induced by cytokines in VSMC. Finally, it was observed that
SOX9 interacts with FBLN5 promoter, and that this binding was reduced upon TNFa exposure.
Conclusions: FBLN5 downregulation in human AAA could contribute to extracellular matrix
remodelling induced by the inflammatory component of the disease.

© 2016 Sociedad Espanola de Arteriosclerosis. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights
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immunoprecipitation (ChIP) assays were also performed.
reserved.

Introduccion

El aneurisma de aorta abdominal (AAA) es una enfermedad
degenerativa vascular que afecta a un 6-9% de los varones
de mas de 65 aios. Se caracteriza por una dilatacion progre-
siva de la aorta debida a la pérdida de la integridad vascular
que puede conllevar la rotura subita del vaso, la compli-
cacion mas grave de esta enfermedad, asociada a una alta
mortalidad’. La formacion del AAA conlleva un proceso infla-
matorio de la pared aértica caracterizado por la induccion
de vias proteoliticas, el incremento de la neovasculariza-
cion y la muerte de las células musculares lisas de la pared
vascular (CMLV) por apoptosis, lo que conduce a un remo-
delado destructivo del tejido conectivo. Actualmente, las
opciones terapéuticas en esta patologia se limitan a la inter-
vencion quirdrgica de aquellos aneurismas que presentan un
alto riesgo de rotura, ya que no existen estrategias terapéu-
ticas que dificulten la progresion del AAA?. La incidencia
del AAA ha aumentado en los Ultimos afios como consecuen-
cia del incremento progresivo de la esperanza de vida, por
lo que el desarrollo de estrategias terapéuticas que limiten
el crecimiento y la rotura del AAA es un reto que requiere
un mejor conocimiento de los mecanismos moleculares que
subyacen a su desarrollo.

La fibulina-5 (FBLN5) es una glicoproteina matricelular
que une integrinas, esencial en el ensamblaje de las fibras
elasticas. La FBLN5 dirige la correcta organizacion de las
fibras elasticas durante la elastogénesis y permite que los
componentes de las fibras elasticas se mantengan en la pro-
ximidad de la superficie celular®“. A diferencia de otros
miembros de la familia de las fibulinas, la FBLN5 contiene
una secuencia arginina-glicina-acido aspartico (RGD) evolu-
tivamente conservada que media la unién con integrinas

de superficie y permite su participacién en la comunica-
cion célula-célula y célula-matriz®®. De hecho, la FBLN5
promueve la adhesion de las células endoteliales, inhibe la
proliferacion y migracion de las CMLV y las células endo-
teliales, participa en la respuesta de supervivencia de las
células endoteliales a la hipoxia y muestra propiedades
antiangiogénicas’ . En la vasculatura, la FBLN5 contribuye
al mantenimiento de la integridad de la pared vascular en
respuesta a un dafio y previene el remodelado anémalo’”'";
sin embargo, se desconoce si la alteracion en los niveles de
FBLN5 podria participar en la patologia aneurismatica. Este
estudio muestra la inhibicion de la expresion de la FBLN5S en
el AAA humano, establece su relacion con el componente
inflamatorio de la enfermedad y analiza los mecanismos
moleculares que subyacen a este efecto, determinando la
participacion del factor de transcripcion SOX9.

Material y métodos

Recogida y procesamiento de muestras
de pacientes con aneurisma de aorta abdominal
y donantes

Se obtuvieron muestras de aorta de pacientes con AAA some-
tidos a cirugia abierta (n=27; Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau[HSCSP], Barcelona, Espana) y aortas sanas (n=15)
procedentes de donantes multiorganicos'?. Inmediatamente
después de la cirugia, las muestras se dividieron y procesa-
ron para estudios inmunohistoquimicos o bien se congelaron
en N, y se almacenaron a -80°C para la extraccion de pro-
teina o ARN. Los especimenes para inmunohistoquimica se
fijaron durante toda la noche (4% paraformaldehido/0,1 M
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tampon fosfato salino, pH 7,4), se seccionaron en bloques
y se embebieron en parafina. La investigacion se desarro-
6 con arreglo a la Declaracion de Helsinki, fue aprobada
por el Comité Etico de Investigacion Clinica del HSCSP
(12/031/1316) y se obtuvo un consentimiento informado de
cada paciente.

Cultivo celular

Las CMLV de aorta humana se obtuvieron mediante una
modificacion de la técnica de explantes a partir de aor-
tas sin lesion aterosclerdtica obtenidas en intervenciones
de trasplante cardiaco realizadas en el HSCSP'3. Estas célu-
las se cultivaron en medio M199 (Gibco, Carlsbad, CA,
EE. UU.) suplementado con un 20% FCS, 2% de suero humano,
2 mmol/l de L-glutamina y antibidticos. Se utilizaron células
de al menos 4 donantes. Los estudios se realizaron con célu-
las entre los pases 3 a 6. La investigacion se realizo conforme
a la Declaracion de Helsinki y fue aprobada por el Comité
Etico del HSCSP.

Reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real

EL ARN total se aislé mediante Ultraspec™ (Biotecx, Hous-
ton, TX, EE.UU.) y se realizd una transcripcion reversa
mediante el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc., Walt-
ham, MA, EE. UU.) en presencia de hexomeros al azar. La
cuantificaciéon de los niveles de ARNm se realiz6 usando
el equipo ABI PRISM 7900HT sequence detection system y
oligonucledtidos y sondas especificos proporcionados por
el sistema TagMan™ gene expression assays-on-demand
(Applied Biosystems) o bien por el sistema PrimeTime®
gPCR Assays (Integrated DNA Technologies, Inc., Coralvi-
lle, IW, EE.UU.) para la amplificacién de: FBLN5 humana
(Hs00197064_m1) y SOX9 humano (Hs00165814.m1). La -
actina humana (Hs99999903_m1) y la TATA-binding protein
humana (TBP; Hs99999910_.m1) se usaron como controles
enddgenos. Cada muestra se amplifico por duplicado.

Generacion de las construcciones del promotor de
la fibulina-5 y mutagénesis dirigida

Se utilizaron vectores reporteros de luciferasa en pGL3 que
contienen fragmentos seriados del promotor de la FBLN5
(pFBLN5-1650, pFBLN5-635 y pFBLN5-329)'°. Los elementos
de respuesta a SOX situados en la posicion -304 y -251 del
promotor de la FBLN5 se mutaron utilizando el sistema
QuickChange Il Site-directed mutagenesis kit (Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EE. UU.) mediante las
siguientes parejas de oligonucleotidos: SOX9-304mut, 5'-
TTCATTTTCTAAGTATGTTAAACccTGCAAATGGGGCCTCAGTCT-
GG-3'y 5'-CCAGACTGAGGCCCCATTTGCAggGTTTAACATACTT-
AGAAAATGAA-3’; SOX9-251mut; 5'-TCAGTAATTCAGCATTAA-
ACCcCTTGGAGGAGGAATGTTAAAAATGAACACT-3' y 5'-AGTG-
TTCATTTTTAACATTCCTCCTCCAAggGGTTTAATGCTGAATTAC-
TGA-3' (se subraya el elemento putativo; los cambios se indi-
can en letras minusculas). Las mutaciones se confirmaron
mediante secuenciacion del ADN.

Transfeccién transitoria y andlisis de actividad
luciferasa

Para la transfeccion transitoria de CMLV se utilizo
Lipofectamine™ LTX y Plus™ Reagent (Life Technologies)
tal y como se describid previamente'. Tras los tratamien-
tos se determind la actividad luciferasa (firefly y renilla)
mediante el sistema Dual-Luciferase™ Reporter Assay Sys-
tem (Promega Biotech Ibérica).

Generacion de lentivirus e infeccion de células
musculares lisas vasculares

El ADNc correspondiente al SOX9 murino se obtuvo a partir
del vector pWPXL-SOX9 (Addgene, Cambridge, MA, EE. UU.)
y se clond en el vector lentiviral pLVX-puro para generar
el plasmido pLVX/S0X9. El plasmido vacio se utilizd como
control. Las particulas virales se generaron segln el proto-
colo del fabricante (Lenti-X™ Lentiviral Expression System;
Clontech, Mountain View, CA, EE. UU.). Las CMLV infectadas
se seleccionaron con puromicina durante 6 dias.

Ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina

La inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) se realizd con
anticuerpos contra SOX9 (ab3697, Abcam, Cambridge, Gran
Bretana) o una IgG de conejo como control de la union ines-
pecifica al ADN. Los inmunocomplejos se recuperaron con
proteina A agarosa/ADN de esperma de salmon (#16-157;
Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) y tras varios lava-
dos se extrajeron en tampon de elucion (1% SDS, 100 mM
NaHCOs) a 65°C durante 15min. A continuacion se revir-
tio el cross-link, y el ADN se purifico y concentro usando
el sistema QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Venlo,
Holanda). El ADN se analizo6 mediante PCR a tiempo real
con una pareja de oligonucleotidos disenados para amplifi-
car un fragmento del gen de la FBLN5 humana (posiciones
-353 a -204bp relativas al ATG): oligonucledtido sentido,
5'- TTGGTGAGCGCTGTAATCT-3' y oligonucledtido antisen-
tido, 5-AGAGGGCTAAGCAAAACCA-3'. La reaccion de PCR a
tiempo real se realiz6 por triplicado con el kit Quantifast™
SYBR Green PCR kit (Qiagen). La abundancia relativa de
secuencias especificas en el ADN inmunoprecipitado se
determind mediante el método de AACt'®",

Andlisis por Western blot

Las CMLV se lisaron con un tampon que contenia 10mM de
Tris-HCl (pH 7,4), 1% de SDS y 1mM de ortovanadato. Los
sobrenadantes de CMLV se concentraron con filtros Amicon
Ultra 10K (Millipore Corp., Billerica, MA, EE. UU.) y se pro-
cesaron de manera analoga. Concretamente, las proteinas
se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a membra-
nas de difluoruro de polivinilideno (Immobilon, Millipore
Corp.). Las membranas se incubaron con anticuerpos contra
FBLN5 (ab66339; Abcam). La deteccion se realizé mediante
el anticuerpo secundario adecuado y el sistema de deteccion
Supersignal West Dura™ (Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific Inc.).
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Inmunohistoquimica

Las secciones se desparafinaron y rehidrataron y se trata-
ron con un 10% de peroxido de hidrogeno. Tras el bloqueo
con un 10% de suero, los portaobjetos se incubaron con anti-
cuerpos contra FBLN5 (ab66339; Abcam) o SOX9 (sc-20095;
Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Alemania) toda
la noche a 4°C. Tras los lavados, las muestras se incubaron
con un anticuerpo secundario biotinilado (Vector Labora-
tories Inc., Burlingame, CA, EE.UU.). A continuacion, los
portaobjetos se enjuagaron con PBS y se afadio el complejo
avidina-biotina peroxidasa (Vector Laboratories Inc.). El
color se desarrollo tras la adicion de 3,3'-diaminobenzidina
(DAB). En los controles negativos se omitio el anticuerpo
primario.

Analisis estadisticos

Los resultados se muestran como media4SEM. Las dife-
rencias estadisticamente significativas se establecieron
mediante t-test o ANOVA de un solo factor para medidas
repetidas, segun el nimero de grupos a comparar (GraphPad
Instat V2.03; GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EE. UU.).
En el Gltimo caso, cuando se encontraron diferencias

significativas se aplico el método de Student-Newman-Keuls.
Cuando no se siguié una distribucion normal se uso el test
de Mann-Whitney para comparar 2 grupos y el Kruskal-Wallis
para multiples comparaciones. Para determinar la asocia-
cion entre variables, los resultados se transformaron en
Logio para normalizar su distribucion y se aplico la corre-
lacion de Pearson. Se consideraron significativas diferencias
con p<0,05.

Resultados

La expresion de la fibulina-5 disminuye en el
aneurisma de aorta abdominal humano

La expresion de la FBLN5 se analizé en muestras de aorta
abdominal procedentes de pacientes con AAA y donantes
multiorganicos. Los niveles de ARNm y proteina de la FBLN5
fueron significativamente mas bajos en muestras aneurisma-
ticas frente a las de donantes (fig. 1A y B). Los analisis por
Western blot mostraron la presencia de 2 bandas principa-
les correspondientes a las formas nativa y proteolizada de
la FBLNS, tal y como se describié previamente en biopsias
de pulmén humano'®. En los estudios inmunohistoquimi-
cos, la FBLN5 se detecto en la media tanto en aortas
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La expresion de la FBLN5 se reduce en el AAA humano. A) Nivel de ARNm de la FBLN5 en muestras de AAA (n=27)

y de aorta sana (donantes; n=15). Los resultados se expresan como media+SEM (" p<0,0001 vs. donantes). B) Los niveles de
proteina de la FBLN5 se analizaron por Western blot en lisados de la pared vascular procedentes de aortas de pacientes con AAA 'y
donantes. Se muestra un gel representativo y el grafico de barras correspondiente a la cuantificacion (donantes: n=7; AAA: n=12).
Los resultados se expresan como la media=+SEM (" p<0,0001 vs. donantes). C) Analisis inmunohistoquimico de la expresion de la
FBLN5 en secciones de aorta de donantes o de pacientes con AAA contratefidas con hematoxilina. Las éreas indicadas se muestran

magnificadas (panel de la derecha). Barra: 100 wm.
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Figura 2 La expresion vascular de la FBLN5 disminuye en
presencia de estimulos inflamatorios. Las CMLV se expusieron
a estimulos inflamatorios (LPS: 100ng/ml o TNFa: 50ng/ml)
durante 24 h. El nivel de ARNm de la FBLN5 se determiné por PCR
a tiempo real. Los resultados se expresan como media 4 SEM
(n=6; " p<0,0001 vs. controles).

aneurismaticas como en las de donantes, aunque la tincion
fue menor en las muestras de AAA (fig. 1C).

Los estimulos inflamatorios disminuyen la
expresion vascular de la fibulina-5

Debido a que la inflamacion es un proceso fundamental en
el AAA, quisimos determinar si la FBLN5 puede ser regulada
por mediadores inflamatorios. Observamos que el trata-
miento de CMLV de aorta humana con TNFa o LPS redujo
significativamente el nivel de ARNm de la FBLN5 (fig. 2).
Analogamente, estos mediadores disminuyeron el nivel de
proteina y la secrecion al medio de cultivo de la FBLN5
(fig. 3Ay B).
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Los mediadores inflamatorios disminuyen la
expresion de la fibulina-5 en células musculares
lisas vasculares a través de un mecanismo
transcripcional

A continuacion analizamos los mecanismos moleculares que
subyacen a la inhibicion de la FBLN5 por estimulos infla-
matorios. La transfeccion de CMLV con un vector reportero
de luciferasa bajo el control del promotor de la FBLN5
mostré que tanto el TNFa como el LPS inhibian la activi-
dad transcripcional de esta proteina (fig. 4A). Los estudios
de deleciones seriadas del promotor circunscribieron dicha
regulacion a una region proximal de 329 pb (fig. 4A), en la
que el analisis in silico identifico 2 elementos en cis (posicio-
nes -304 y -251) con una elevada homologia con la secuencia
heptamérica consenso para SOX (Sry-related high-mobility
group box; A/T A/T CAA A/T G). Como se muestra en la
figura 4B, la mutacion del elemento situado en -304 redujo
de manera significativa la actividad transcripcional de la
FBLN5, mientras que la mutacion del elemento mas proximal
tuvo un efecto negligible.

La expresion del factor de transcripcion SOX9 se
inhibe en células musculares lisas vasculares
expuestas a estimulos inflamatorios y en el
aneurisma de aorta abdominal humano

Entre los miembros de la familia SOX, SOX9 se ha implicado
en el control de genes que participan en la sintesis y depo-
sicion de la matriz extracelular (MEX)'”'8. La expresion de
este factor de transcripcion se redujo en CMLV estimuladas
con LPS o TNFa (fig. 5A). Asimismo, observamos una dismi-
nucion del nivel de ARNm de SOX9 en muestras de pacientes
con AAA (fig. 5B) y una correlacion significativa entre la
expresion de SOX9 y de FBLN5 en estas muestras (r=0,6843;
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El nivel de proteina FBLN5 y su secrecién se reducen en CMLV expuestas a estimulos inflamatorios. Los niveles proteicos

de la FBLN5 se evaluaron mediante Western blot en lisados celulares (A) y en medio condicionado (B) tras 48 h de estimulacion.
Se muestra un autorradiograma representativo de 5 experimentos individuales realizados por duplicado. El histograma muestra el
analisis densitométrico de las membranas (panel inferior). Los resultados se muestran como media #+ SEM. (" p<0,01 vs. controles).
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con los vectores acoplados a luciferasa pFBLN5-1650, pFBLN5-635 o pFBLN5-329 y se expusieron a estimulos inflamatorios (LPS:
100 ng/ml o TNFa: 50 ng/ml) durante 24 h. Se determinaron las actividades luciferasa de firefly y renilla. Los resultados (normali-
zados por renilla) se expresan como media+SEM (n=5; * p<0,05 vs. controles. B) Las CMLV se transfectaron con la construccion
pFBLN5-1650 nativa o sus formas mutadas en los elementos putativos SOX. Los cambios introducidos por mutagénesis se resaltan en
negrita. El histograma muestra la actividad luciferasa de la construccion nativa y de sus formas mutadas (circulos tachados). Los
resultados se muestran como media+ SEM (n=5; * p<0,001 vs. CMLV transfectadas con el vector pFBLN5-1650 nativo).

p <0,0001). En concordancia, se detectd una menor tincion
para SOX9 en muestras de AAA frente a aortas de donantes
(fig. 5C).

SOX9 previene la inhibicion de la fibulina-5 por la
inflamacion

Los resultados descritos anteriormente sugieren que, bajo
condiciones proinflamatorias, SOX9 podria regular la expre-
sion de la FBLN5. Efectivamente, observamos que la
sobreexpresion de SOX9 en CMLV mediante un sistema len-
tiviral aument6 tanto el nivel de ARNm como la actividad
transcripcional de la FBLN5 (fig. 6A y B) y atenu6 en ambos
casos el efecto inhibitorio del TNFa. Finalmente, los ensa-
yos de ChIP mostraron que el TNFa redujo la interaccion de
SOX9 con el promotor de la FBLN5 (fig. 6C).

Discusion

Pese a los progresos en el estudio del AAA, actualmente
no se dispone de herramientas farmacoldgicas que limiten
la expansion del aneurisma y la Unica opcion terapéutica
en esta patologia queda relegada a la intervencion qui-
rirgica de aquellos aneurismas que presentan un elevado
riesgo de rotura®?. Con el objetivo de identificar nuevas
dianas terapéuticas en el AAA, hemos centrado nuestro inte-
rés en la FBLN5, una proteina elastogénica esencial para
el correcto ensamblaje de las fibras elasticas y que juega
un papel clave en el desarrollo, el remodelado y la repara-
cion tisular®>'". La alteracion en la expresion de la FBLNS
se habia vinculado con procesos patoldgicos como la enfer-
medad pulmonar obstructiva crénica’®, la cutis laxa', la
degeneracion macular?’, el prolapso pélvico?' y la progre-
sion tumoral?. Este estudio demuestra la reduccién de la
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La expresion de SOX9 se inhibe en CMLV expuestas a estimulos inflamatorios y en el AAA humano. A) Las CMLV se

expusieron a estimulos inflamatorios (LPS: 100ng/ml o TNFa: 50 ng/ml; 24 h) y se determinaron los niveles de ARNm de SOX9. Los
resultados se muestran como media+SEM (n=6; " p<0,001 vs. controles). B) Nivel de ARNm de SOX9 ARNm analizado en aorta
abdominal de pacientes aneurismaticos (n=17) y donantes sanos (n=15). Los resultados se muestran como media + SEM (" p<0,01
vs. donantes). C) Analisis inmunohistoquimico de la expresion de SOX9 en secciones de aorta contratefidas con hematoxilina (Bar:

100 pm).

expresion de la FBLN5 en muestras aneurismaticas huma-
nas, asocia esta inhibicion al componente inflamatorio de la
enfermedad y evidencia el papel fundamental de SOX9 en la
regulacion de la FBLN5.

La inhibicion de la FBLN5 en la aorta aneurismatica
humana se confirm6 mediante PCR a tiempo real, Wes-
tern blot e inmunohistoquimica. A priori, este efecto podria
deberse a la deplecion del contenido en CMLV de la capa
media que caracteriza al AAA humano. Sin embargo, los
resultados de los estudios inmunohistoquimicos muestran
una baja expresion de la FBLN5 en el aneurisma incluso en
areas ricas en CMLV. Ademas, los estudios en CMLV en cultivo

confirman el papel esencial de la inflamacion en la inhibicion
de la expresion vascular de la FBLNS.

Los estudios de transfeccion transitoria demostraron que
la modulacion de la FBLN5 por la inflamacion se produce
a través de mecanismos transcripcionales. Nuestros ana-
lisis delimitan esta regulacion a una region proximal del
promotor de la FBLN5 que contiene elementos imprescin-
dibles para la expresion de la FBLN5, tal y como nosotros
y otros grupos habian descrito'®?3. En esta region identifi-
camos 2 elementos putativos SOX. De hecho, la mutacion
del elemento situado en la posicion -304 disminuyo signi-
ficativamente la actividad transcripcional de la FBLN5, lo
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transdujeron con el vector lentiviral pLVX-SOX9 (barras negras) o con el plasmido vacio correspondiente (vector; barras blancas)
y se estimularon o no con TNFa (50ng/ml, 24h). El nivel de ARNm de la FBLN5 se determino por PCR a tiempo real y se expreso
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o el correspondiente vector vacio (vector; barras blancas) y se estimularon con TNFa (50ng/ml, 24h). La actividad luciferasa
(normalizada por renilla) se expresa como media+SEM (n=5; " p<0,05 vs. células vector; # p<0,0001 vs. células vector tratadas
con TNFa). C) Las CMLV se trataron con TNFa y se realizd un analisis por ChIP mediante un anticuerpo especifico para SOX9 o
una IgG inespecifica de conejo (IP). La union de SOX9 al promotor de la FBLN5 se determiné mediante PCR a tiempo real usando
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células controles). La imagen de la derecha muestra la electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR en la que se aprecia

que no existian diferencias en la cantidad de ADN total inmunoprecipitado (input) en cada condicién experimental.

que sugiere la contribucion de miembros de esta familia de
factores de transcripcion en su regulacion.

La familia de factores de transcripcion SOX comprende
un grupo de proteinas versatil implicadas en el desarro-
llo embrionario y en procesos patologicos, que poseen un
amplio abanico de funciones, entre ellas el control de la
proliferacion y la diferenciacion celular'”-?4%3, En los (lti-
mos anos se ha realizado un gran esfuerzo para identificar
genes diana de la familia SOX'°. De hecho, nuestro estudio ha
identificado a la FBLN5 como un gen diana de SOX9 en CMLV.
SOX9 regula multiples proteinas de MEX y es fundamental
en la condrogénesis'®'®. Hemos observado una disminucion
de la expresion de SOX9 en muestras aneurismaticas huma-
nas y su correlacion con la expresion de la FBLN5. Puesto
que la FBLN5 protege la integridad de la pared vascular en
respuesta al dafno'', y SOX9 es necesario para la correcta
deposicion de las proteinas de la MEX?®, su inhibicidon con-
junta podria contribuir al remodelado destructivo de la MEX
en el AAA. Ademas, la inhibicion de FBLN5 y SOX9 se ha
relacionado con un incremento de la apoptosis en células
vasculares y mesenquimales, respectivamente'®'7.27, Nues-
tros datos muestran que en CMLV SOX9 se inhibe en presencia

de estimulos inflamatorios, en consonancia con datos previos
en otros tipos celulares?®. El hecho de que que SOX9 revierta
la inhibicion de la FBLN5 por estimulos inflamatorios apoya
la participacion de este factor de transcripcion en la regu-
lacion de la FBLN5, lo que se confirmd posteriormente en
estudios de transfeccion transitoria y ChlIP.

En definitiva, nuestros resultados proporcionan informa-
cion relevante acerca de los mecanismos que subyacen al
remodelado destructivo de la MEX en el AAA. Estos resul-
tados sugieren la contribucion de la inhibicion de la FBLN5
en el AAA, su estrecha vinculacion con el componente infla-
matorio de la enfermedad y la implicaciéon de SOX9 en este
efecto. Este estudio sugiere que estrategias farmacologicas
que preserven la expresion de la FBLN5 podrian ser utiles
para prevenir la desestructuracion de la MEX inducida por la
inflamacion en el AAA.
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