(U P

Universitat
de Barcelona

Rellevancia del TNF i
I’esfingomielinasa acida en la
fibrogénesi hepatica

Nuria Tarrats Font

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacio de les seglients condicions d'Us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Diposit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual Unicament per a usos privats emmarcats en activitats
d’investigacio i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb finalitats de lucre ni la seva difusié i posada a disposicio
des d’un lloc alié al servei TDX ni al Diposit Digital de la UB. No s’autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra
o marc alie¢ a TDX o al Diposit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentaci6 de
la tesi com als seus continguts. En la utilitzaci6 o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusion de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB
(diposit.ub.edu) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual Unicamente para usos
privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se autoriza su reproduccion con finalidades de lucro
ni su difusion y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza
la presentaciéon de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta
reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacién o cita de
partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital
Repository. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not
authorized (framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or
citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




DEPARTAMENT DE MORT | PROLIFERACIO CEL-LULAR, 1IBB-CSIC

UNIVERSITAT DE BARCELONA

RELLEVANCIA DEL TNF i
L'ESFINGOMIELINASA ACIDA EN LA
FIBROGENESI HEPATICA

Nuria Tarrats Font

Barcelona 2012



DISCUSSIO

~103 ~






DISCUSSIO

% Contribucio del TNF a la fibrosi: pro- o anti-fibrogénic

Malgrat que esta ben establert que el TNF esta implicat en el desenvolupament
de nombroses malalties croniques del fetge, i fins i tot s'ha vist que en la fibrosi
hepatica és un marcador de progressié de la mateixa (Bradham etal. 1998),
(Schwabe & Brenner 2006), la seva contribucié especifica a I'activacié de les CEH i
a la fibrogeénesi hepatica no esta ben definida i segueix sent controvertida. En la
literatura podem observar la controversia en quan al paper anti- o pro-fibrogenic
que se li atorga al TNF. En aquest sentit, estudis experimentals in vivo duts a
terme amb animals deficients pels receptors de TNF després de I'administracié
de CCls van mostrar que l'abséncia tant del TNFRT (TNFR1-KO) (Sudo etal.
2005), o dels dos receptors (TNFR-DKO) (Simeonova et al. 2001), no afectaven el
dany hepatic induit per CCls pero inhibien la fibrosi hepatica acompanyat d'una
expressié reduida de pro-col-lagen tipus 1, suggerint aixi un paper pro-fibrogénic
per al TNF. D'altra banda, un estudi recent mostra que la inhibicié, amb
marismatat, de I'enzim convertidor del TNF o TACE (7NF-a-converting enzyme) i
de les MMPs atenua el dany hepatic i la necroinflamacié després del tractament
cronic amb CCls, perd aquesta menor inflamacié venia acompanyada d'un
augment de la deposicié de collagen, probablement degut a la inhibicié a llarg
termini de les MMPs (Houglum et al. 1998). En aquest mateix estudi van observar
en ratolins TNFR-DKO, pero no en ratolins deficients en MMP-9, que la
necroinflamacié derivada d'un tractament agut, no cronic, amb CCly estava
reduida demostrant-se aixi que l'efecte sobre la necroinflamacié observat amb el
tractament cronic de CCly i marismatat era possiblement mediat pels receptors
de TNF (Houglum et al. 1998). Aquest estudi perd no va analitzar qué succeia, ni
en al mal hepatic ni a la fibrosi, en ratolins TNFR-DKO després d'un tractament

cronic amb CCla.

Respecte a estudis /n vitro emprant CEH en cultiu on s'avalués la participacié del
TNF, Unicament s'ha descrit que aquesta citocina és capag d'inhibir I'expressié
genica del pro-collagen tipus 1 (Hernandez-Muroz et al. 1997; Houglum et al.
1998), a través d'un mecanisme que implica estres oxidatiu i la deplecié de
glutatié (Varela-Rey et al. 2007), apuntant aixi cap a un paper anti-fibrogeénic de
TNF.
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En vista dels antecedents, el nostre estudi, doncs, es va centrar per un costat en
valorar si el TNF i la seva unié als receptors 1 o 2 de TNF (TNFR1 i TNFR2) regula
la naturalesa biologica de les CEH, i per altra banda varem voler avaluar in vivo en
el model de lligadura del conducte biliar (LCB) si existia alguna correlacié entre
els nivells de TNF i els parametres que, segons els nostres resultats in vitro en
CEH, eren dependents de TNF. Aixi doncs, varem aillar CEH procedents d'animals
TNFR1-KO, TNFR2-KO i TNFR-DKO per analitzar el paper de TNF i els seus
receptors en l'activacié i proliferacié de les CEH, processos critics en la cascada de
successos que condueixen a una fibrosi hepatica. Els resultats que varem obtenir
indiquen que tot i que TNF no participa en trets fonamentals del procés de
transdiferenciacié de les CEH, com sén 'expressié d'a-SMA o TGF-B, si que ho fa,
i a través de TNFR1, en la proliferacié i en I'expressi6 de MMP-9 i TIMP-1, i
indirectament en la sintesi de pro-col-lagen tipus 1, com ja havien indicat estudis
anteriors (Herndndez-Mufioz et al. 1997; Houglum et al. 1998). Aquests resultats
van ser validats en la linia cellular humana LX2, on varem antagonitzar els
receptors de TNF amb anticossos bloquejants especifics. Els resultats que varem
obtenir eren molt similars als obtinguts amb el cultiu primari, excepte en
I'expressié de TIMP-1. Aixi com en el cultiu primari es veia una clara participacié
de TNF en la induccié de I'expressié de TIMP-1, en les LX2 no veiem tal induccié
en resposta al TNF. Aquest comportament diferencial podria ser explicat per
varies possibilitats com per exemple que la regulacié de TIMP-1 difereix
fundamentalment pel fet de que l'origen de les cel-lules és diferent (ratoli/huma).
Una altre explicacié podria ser el fet de que les cel-lules LX2, una linea generada a
través d'immortalitzacié amb I'antigen SV40 seguida de seleccié sota baixa
concentracié de sérum, expressen una quantitat practicament negligible de TIMP-
1 comparat amb les CEH primaries, o amb la linia parental LX1, que indicaria que
I'expressié de TIMP-1 s'hauria perdut durant la seva seleccié en condicions de

baix serum en el medi (Xu et al. 2005).

Els nostres resultats /n vitro mostren que el receptor TNFR1 és un requeriment
selectiu en alguns aspectes de I'activacié de les CEH, i per aquest motiu varem
voler complementar aquestes observacions analitzant /n vivo la rellevancia
d'aquest receptor en la fibrogeénesi hepatica. En la literatura no hi ha gaires
articles que versin sobre aquest tema, pero d'aquests pocs, la gran majoria, si no

tots, inclouen estudis in vivo duts a terme, pero, amb els models de fibrosi
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induida per toxicitat al fetge ja sigui amb un tractament de CCls (Sudo et al. 2005;
Simeonova et al. 2001; Yamada & Fausto 1998), o dimetilnitrosamina (Kitamura
etal. 2002). Per aquest motiu, i perque el dany en el model de lligadura del
conducte biliar s'ha descrit que va a través de TNF (Whiting et al. 1995; Plebani
etal. 1999), i no per radicals lliures generats pel metabolisme del CCls
(Manibusan et al. 2007), varem decidir dur a terme el nostres estudi in vivo amb
animals control, TNFR1-KO, TNFR2-KO i TNFR-DKO, amb el model de LCB.
Malgrat que els ratolins deficients en TNFR1 i els TNFR-DKO tenien menys mal o
inflamacid, i per tant menys fibrosi que els ratolins salvatges o els deficients en
TNFR2, com era d'esperar, si que varem poder observar una correlacié entre els
nivells de TNF en aquests fetges i 'expressi6 de MMP-9, TIMP-1, i pro-col-lagen
tipus 1.

Aixi doncs, en conjunt, els nostres resultats /n vitro i in vivo apunten a TNF, no
només com a inductor del dany hepatic, siné també com a factor pro-fibrogenic
en el fetge, fent que tant el propi TNF com el seu receptor TNFR1 siguin una
diana terapéutica a tenir en compte per aconseguir una preservacié de la

integritat hepatocel-lular i prevenir la proliferacié de les CEH i la fibrosi hepatica.

% TNFR1iles metal-loproteases gelatinases

En estudiar el paper del TNF en relacié amb les metal-loproteases en la fibrosi
hepatica varem observar un paper diferencial dels receptors de TNF en quan a la
regulacié de I'expressié de les gelatinases, en particular, al requeriment de TNFRT
en I'expressié de MMP-9, pero no de MMP-2. En estudis previs s'havia descrit, en
els models de fibrosi i dany hepatic induit per CCl4 o tioacetamida, que la MMP-9
colocalitzava majoritariament amb les cel-lules desmin-positives, suggerint aixi que
les CEH eren la font de MMP-9 in vivo, la seva expressié era dependent de IL-1, i
s'incrementava a mesura que augmentava la fibrosi (Salguero Palacios et al. 2008;
Gieling et al. 2009). Cal dir, no obstant, que nosaltres també hem mostrat que IL-1
és un potent inductor de MMP-9, en especial IL-1a, pero ho és en magnitud
similar al TNF, tant en CEH de ratoli com en cél-lules humanes. A més, els models
d'induccié de fibrosi per CCls o tioacetamida, s'acompanyen d'un increment de
nombroses citocines inflamatories, entre elles IL-1 i TNF. Aixi doncs, caldrien
estudis addicionals per a poder explorar la contribucié relativa de IL-1 i TNF a

I'activacié de MMP-9 in vivo. En aquest aspecte, posterior al nostre estudi, s’han
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publicat uns resultats, amb el model d’administracié cronica de CCly i fent servir
animals deficients en TNFR1, que donen suport a la teoria de que I'expressié de
MMP-9 es déna a través del receptor de TNFR1 (Hisanaga et al. 2011). Aquests
autors perd no han avaluat si el mal hepatic, en aquest model, difereix entre
animals salvatges i TNFR1-KO restant doncs el dubte de si I'efecte observat sobre
la MMP-9 és només un indici de menor mal sobre el fetge d’aquests animals.

En qualsevol cas, la importancia de la MMP-9 com a mediador pro-fibrogenic es
posa de manifest per I'observacié feta en ratolins deficients en MMP-9 els quals
mostren una proteccié parcial enfront el dany hepatic i I'activacié de les CEH
(Gieling et al. 2009).

Per altre banda, i referent a la MMP-2, tot i que aquesta gelatinasa forma
juntament amb la MMP-9 la familia de les metal-loproteases gelatinases i tindrien
aixi la gran majoria de substrats en comu, 'expressié de MMP-2 no sembla ser
dependent de TNF. Malgrat que en diversos estudis s’havia observat que la
MMP-2 estava sobreexpressada en les malalties croniques del fetge, i se la
considerava per tant un mediador pro-fibrogenic (Gardi et al. 2002; Nuriez et al.
2004; Milani et al. 1994), a dia d'avui encara no s’ha mostrat cap estudi amb un
model in vivo que estableixi de forma definitiva un paper patogenic per la MMP-2
en el desenvolupament i progressié de la fibrosi hepatica. De fet estudis molt
recents emprant ratolins deficients en MMP-2 apunten a un rol més aviat
protector que patogenic per aquesta metalloproteasa (Radbill etal. 2011;
Onozuka etal. 2011), fet que contrasta amb el paper pro-fibrogenic atorgat a
MMP-9. Aixi doncs, caldran més estudis per esclarir quina funcié concreta, i quins
mediadors participen en la induccié d'aquestes dues gelatinases /n vivo.

7

% TNFR1il'expressio de pro-col-lagen tipus 1 en les CEH

Un dels resultats més singular dels nostres estudis és la observacié de que en CEH
procedents de TNFR-DKO o TNFR1-KO hi havia una menor expressié de pro-
col-lagen tipus 1, comparat amb ['expressié basal de les CEH control. Aquests
resultats van poder ser reproduits en les LX2 usant anticossos bloquejants contra
TNFRT1. El fet que aquesta observacié sigui singular rau en el fet que I'adicié de
TNF en el cultiu primari de CEH no indueix I'expressié de pro-col-lagen tipus 1 a
nivell de RNAm (dades no mostrades), consistent amb estudis previs (Solis-

Herruzo et al. 1988; Varela-Rey et al. 2007), i descartant aixi un efecte directe de
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TNF sobre la regulacié del pro-collagen tipus 1. Aixi doncs, un fet que podria
explicar la disminucié observada en I'expressié de pro-collagen tipus 1 en les
CEH de TNFR-DKO i TNFR1-KO, seria la potencial participacié de MMP-9 en
I'activacié del TGF-B latent a la seva forma activa, com ja s'ha descrit (Yu &
Stamenkovic 2000), que el TGF-B juga un paper essencial en I'estimulacié de la
produccié de collagen en els estadis primerencs de la fibrogeénesi hepatica (Cao

et al. 2002). Com es resumeix en el seglient esquema:

pro-TGF-p
+
MMP-9+— RNAmM MMP-9+—— TNF

+
TGF-f ———RNAm pro-col-lagen tipus 1

Aquesta hipotesi explicaria perqué les CEH procedents de TNFR-DKO i TNFR1-
KO mostren uns nivells inferiors de pro-col-lagen basal, ja que al tenir també uns
nivells basals inferiors de MMP-9, el TGF-B s'expressaria normalment, perd no
seria activat en la mateixa mesura per MMP-9, resultant aixi en una induccié i

expressié inferior de pro-col-lagen tipus 1.

% Cross-talk entre la via de senyalitzacio de TNF i PDGF

Una observacié prou sorprenent va ser la disminucié de la proliferacié que
observarem en les CEH TNFR-DKO en comparacié amb les CEH control. En quan
al mecanisme d'aquesta observacié, podem dir que aquesta disminucié és
conseqiiencia d'una defectuosa via de senyalitzacié PI3K-AKT en les CEH TNFR-
DKO, que es reproduia en ratolins TNFR1-KO pero no en ratolins TNFR2-KO. En
efecte, malgrat que la unié lligand PDGF-receptor i conseqtient degradacié del
receptor (PDGFR) es donava correctament, les CEH provinents de ratolins TNFR-
DKO com TNFR1-KO mostren una menor fosforilacié d’AKT i una menor
proliferacié en resposta a PDGF (un potent mitogen de les CEH). Aquestes
observacions suggereixen que proteines o mediadors necessaris per a la
senyalitzacié de PDGF localitzades per sobre d'AKT dependrien d'una
senyalitzacié a través de TNFR1 indicant un cross-talk entre el receptor de PDGF i
TNFR1. Malgrat que estudis anteriors en cél-lules de musculatura llisa vascular
indicaven una superposicié similar de les vies de PDGF i TNF necessaries per a la

migracié i la proliferacié cellular (Peppel etal. 2005), encara no hem pogut
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establir quina proteina o proteines estan involucrades en aquest procés. En
aquest aspecte, Ceccareli et al proposaven a la proteina cinasa R (PKR, Protein
Kinase R) com a una potencial candidata per a ser el mediador del cross-talk entre
PDGF i la senyalitzacié del receptor 1 de TNF, ja que s’ha vist que aquesta
proteina esta involucrada d'alguna manera en la via de senyalitzacié de PDGF, i
que la proliferacié induida per TNF es veu suprimida en les cél-lules deficients en
PKR (Ceccarelli etal. 2011). De forma paral-lela, observacions recents també
indiquen que PKR es fosforila rapidament després de la unié dels receptors de
TNF en resposta a TNF (Sharma et al. 2011). Tot i que el grup italia argumentava
una major expressié de la proteina PKR en resposta a TNF en les LX2, nosaltres no
observarem cap diferéncia en I'expressié d'aquesta proteina en les CEH primaries
procedents de TNFR1-KO i TNFR-DKO (Tarrats et al. 2011). Aixi doncs, malgrat
que aquestes observacions inicials no donen suport a un paper critic per PKR en
els efectes proliferants de TNF en les CEH murines, altres intermediaris
desconeguts involucrats en l'activacié de NF-kB podrien participar també en el
cross-talk entre TNF i PDGF.

< L’ASMasa en /a transdiferenciacio de les CEH

La regulacié a I'alga de 'ASMasa ha estat descrita en processos tan diversos com la
diferenciacié de monocits a macrofags (Langmann et al. 1999), i la diferenciacié
induida per drogues de les cél-lules leucemiques (Murate et al. 2002). Per altra
banda, la participacié de la ceramida generada per 'ASMasa s'ha relacionat amb
multiples processos cel-lulars d'impacte fisiologic o patologic com I'apoptosi
induida per radiacié (Santana et al. 1996), la malaltia de Wilson (Lang et al. 2007),
I'hepatitis fulminant (Garcia-Ruiz et al. 2003), fibrosi quistica (Teichgraber et al.
2008), emfisema (Petrache etal. 2005), o altres malalties comuns (Smith &
Schuchman 2008). Fins i tot hi ha observacions recents que suggereixen que
I'activacié de CEH de rata per acids biliars hidrofobics vindria donada per les
NADPH oxidases de forma ASMasa i PKC dependent (Sommerfeld et al. 2009).
Tot i aixf, la contribucié per se de ' ASMasa en I'activacié de les CEH i en el procés
fibrogenic no s'havia estudiat especificament. Aixi doncs, emprant CEH /n vitro i
models /n vivo de fibrosi hepatica hem descrit un paper fins ara desconegut de
I'ASMasa en l'activacié de les CEH i la fibrosi hepatica, i hem establert una relacié
causal entre l'activitat ASMasa i les catepsines en la biologia de les CEH. Aixi, els

nostres resultats indicaven que la inhibicié farmacologica o el silenciament de
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I'ASMasa disminueixen el fenotip pro-fibrogenic de les CEH, donant suport a una
participacié de I'ASMasa en la transdiferenciacié de les CEH. A més a més, la
implicacié de I'ASMasa en l'activacié i proliferacié de les CEH va ser validada en
les LX2, indicant que la regulacié de I'activacié de les CEH per 'ASMasa podria
tenir una rellevancia potencial en la fibrosis hepatica humana. Mentre que la
participacié de les catepsines B i D en l'activacié de les CEH i la fibrogenesi ja
havia estat revelada en estudis del nostre mateix grup (Moles etal. 2009), els
estudis actuals van una mica més enlla posicionant a '’ASMasa per sobre de les

catepsines.

% La jerarquia de 'ASMasa i les catepsines en la transdiferenciacio de les
CEH

Tot i que les dianes de la ceramida derivada de I'ASMasa no estan encara ben
definides, diversos estudis previs relacionen la ceramida amb el procés de mort
cel-lular (Morales et al. 2007). Per exemple, en el dany hepatic, s'ha observat que
I'activacié de 'ASMasa promou I'apoptosi dels hepatocits mitjangant TNF (Garcia-
Ruiz et al. 2003; Mari et al. 2004), isquémia-reperfusié (Llacuna et al. 2006) o la
malatia de Wilson (Lang et al. 2007). Els nostres resultats afegeixen una altre
faceta de 'ASMasa a la fisiopatologia del fetge: ' ASMasa promou l'activacié de les
CEH i la fibrosi hepatica mitjangant la regulacié del processat de les catepsines B i
D. Toti que les catepsines, i possiblement altres proteases acides, participen en el
seu processat (Moles et al. 2009), les nostres observacions indiquen que '’ASMasa
és essencial pel processat de la CtsB/D, pero no vice versa, suggerint aixi que
I'ASMasa es troba per sobre de les dues catepsines. A diferéncia de la inhibicié
farmacologica de I'ASMasa, que impedeix la maduracié de la CtsB/D i en
conseqiiencia condueix a una menor activacié de les CEH, la inhibicié de la CtsB
no afecta a l'activitat de I'’ASMasa durant l'activacié in vitro de les CEH, indicant
que I'"ASMasa és necessaria i esta per sobre la via del processat proteolitic de les
CtsB/D, i que la regulacié a la baixa gradual de 'ASMasa, com en els ratolins
heterozigots de 'ASMasa, resulta en un menor processament i activacié de les
CtsB/D. D'aquesta manera, 'ASMasa tindria un paper directe en la fibrogenesi
hepatica determinat per la regulacié de l'activacié i proliferacié de les CEH a

través del processat de la CtsB/D.
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Es important recalcar que malgrat que ambdues catepsines, CtsB i CtsD,
participen en l'activacié de les CEH, el fet que ens centréssim en la inhibicié
unicament de la CtsB tan en els estudis in vitro amb CEH (Moles et al. 2010) com
in vivo amb pacients amb NPD, (Moles etal. 2012) ve motivada per diferents
arguments:

- L'inhibidor de la CtsB, Ca074Me, és altament especific. No hi ha pero
un inhibidor selectiu de CtsD donat que la Pepstatin A inhibeix aspartil
proteases en general.

- La inhibicié de la CtsB amb Ca074Me condueix de forma paral-lela a
una disminucié del processat de CtsD.

- Els nostres estudis in vivo amb models de fibrosi indiquen a més, que a
diferéncia de la CtsD, I'expressié de la CtsB sembla estar més subjecte i
restringida a les CEH activades, suggerint aixi que la CtsB podria ser una

millor diana per estudiar el seu paper en la fibrosi hepatica.

Aixi doncs, tot i que els resultats que presentem donen suport a un paper critic
per a la CtsB, no podem descartar una potencial contribucié d'altres catepsines

com ara la CtsD.

% Paper dual de 'ASMasa en malalties hepatiques: pro-fibrogénic i pro-
apoptotic

Com ja hem comentat, els nostres resultats obtinguts amb els ratolins heterozigots
de '’ASMasa (ASMasa™") mostren la participacié de I'ASMasa en la regulacié de
I'activacié i proliferacié de les CEH /n vitro aixi com en la fibrogénesi hepatica /in
vivo mitjangant la modulacié del processat de les CtsB/D. Tot i que el paper de
I'ASMasa en la fibrosi hepatica /n vivoinduida per LCB i CCl4 és consistent amb les
nostres observacions in vitro, Iimpacte de '’ASMasa en el dany als hepatocits
causat per la colestasi és sorprenent i inesperat i mereix ser comentat amb més
detall. L'abast del dany hepatic causat per la LCB, dany mediat predominantment
per I'acumulacié d'acids biliars toxics, era extens en animals control i acompanyat
per infiltracié de céllules inflamatories, trets que estaven clarament reduits en els
animals ASMasa heterozigots. Aixi doncs, la pérdua d'activitat ASMasa i en
conseqliencia de processat de les CtsB/D, condueixen a un fenotip protegit
davant la fibrogeénesi induida per LCB, i mostren un nou paper per a '’ASMasa en

el dany hepatocel-lular mediat per coléstasi. Recentment, un estudi avaluava el rol
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especific de 'ASMasa en les cellules de Kupffer durant la colestasi induida per
LCB. Un tant en contra de les nostres observacions, el silenciament de 'ASMasa
en les céllules de Kupffer, perd no en els hepatocits, impedia I'activacié d'AKT
mediada per LCB en els hepatocits, la qual cosa era essencial per a la
supervivencia cellular i la regeneracié hepatica (Osawa etal. 2010). Per altre
banda, s'ha descrit que l'acid deoxicolic activa la proteina c-Jun cinasa NH:-
terminal (cinasa activada per estres que regula la mort cellular) mitjangant un
mecanisme que involucra '’ASMasa i el receptor Fas (Gupta et al. 2004). Aixi, tot i
que estava fora de I'ambit del nostre estudi, les nostres observacions apunten a
un nou paper per I'ASMasa en el dany a I'hepatocit induit per colestasi produida
per la LCB.

Parallel al menor dany per colestasi observat en els hepatocits dels ratolins
ASMasa™", també observavem una disminucié significativa de l'expressié de
col-lagen i una menor fibrosi hepatica, d'acord amb la nocié de que el dany
hepatocellular és un important desencadenant de l'activacié de les CEH i d'aqui
la fibrosi observada en altres estudis com el de Canbay et a/ (Canbay et al. 2003).
Per altre banda, en el model experimental de fibrosi hepatica induida per
I'administracié cronica de CCly, els ratolins heterozigots de 'ASMasa mostren un
dany hepatic similar al dels ratolins control, pero que va acompanyat d'una menor
fibrosi, fent més forta aixi 'evidéncia de la contribucié de 'ASMasa en l'activacié
de les CEH de manera independent al dany hepatocellular. La contribucié
diferencial de I'ASMasa al dany hepatic i la fibrogénesi en els dos models de

fibrosi emprats, es resumeix en el seglient esquema:

~ 113 ~



DISCUSSIO

LLIGADURA DEL CONDUCTE BILIAR
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En general, els nostres resultats indiquen una funcié dual de 'ASMasa en la
fibrogenesi hepatica amb un paper directe principalment determinat per la
regulacié de l'activacié/proliferacié de les CEH via el processat de la CtsB/D, i un
paper indirecte a través de la modulacié de la susceptibilitat dels hepatocits a
I'apoptosi induida per coléstasi, i potser també altres formes de dany hepatic. En
vista dels nostres resultats que indiquen que '’ASMasa esta per sobre de la CtsB
en les CEH, i el paper critic de la CtsB en la mort dels hepatocits induida per LCB
(Canbay etal. 2003), la relacié funcional entre I'ASMasa i la CtsB en la
susceptibilitat hepatocel-lular a coléstasi mereix una investigacié més profunda.
Donat que en varis estudis se li atribueix a 'ASMasa un paper en el dany
hepatocel-lular (Garcia-Ruiz et al. 2003; Mari et al. 2004), i en la fibrosi hepatica
en l'estudi que presentem (Moles et al. 2010), aquest enzim seria una diana prou
atractiva per les malalties hepatiques croniques. Per tant, una terapia basada en
I'antagonisme de I'ASMasa podria induir un efecte beneficiés dual, per una banda
limitant l'activitat ASMasa en els hepatocits i protegint-los aixi del dany
hepatocel-lular, i per altre banda interferint en I'activacié de les CEH i reduint la

fibrosi hepatica.
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Finalment, els nostres resultats indiquen que pacients amb esteatohepatitis no
alcoholica (non-alcoholic steatohepatitis, NASH) exhibeixen uns nivells d'expressié
augmentats d'’ASMasa i CtsB a nivell d'RNAm, comparats amb pacients control.
Aquestes dades, malgrat ser importants, indiquen una sobreregulacié de CtsB i
ASMasa en un context patologic cronic, pero sén limitades en interpretacié
perqué no podem excloure la contribucié d'altres caracteristiques propies del
NASH, diferents a la preséncia de fibrosi, com I'apoptosi. Per tant, es necessita
aprofundir més per identificar la poblacié cellular amb I'expressié augmentada
de CtsB i ASMasa en aquests pacients i els mecanismes responsables per aquests
successos en els fetges humans, i validar si aquest augment en I'RNAm de
ASMasa/CtsB es ddna en la fibrosi hepatica de diferents etiologies, com seria una

hepatitis viral cronica, entre d'altres.

% La pérdua total d'activitat ASMasa sensibilitza a la fibrosi hepatica i

serveix com a model per a la NPD

La malaltia de Niemann-Pick (NPD) és un desordre lisosomal poc comu causat per
mutacions en el gen sphingomyelin phosphodiesterase 1 (SMPD1), que codifica
per 'ASMasa i resulta en una disminucié important en I'activitat de la mateixa. Els
pacients amb aquesta malaltia exhibeixen, en funcié del grau d'afectacio,
neurodegeneracié (la forma més severa o tipus A), disfuncié pulmonar,
hepatoesplenomegalia, i malaltia hepatica (la forma visceral o tipus B). Tot i que
totes les malalties de desordres lisosomals es caracteritzen per l'acumulacié
intralisosomal de substrats sense metabolitzar, sent aquesta la principal causa de
la malaltia, la gran varietat de simptomes indiquen que moltes vies cel-lulars i
bioquimiques secundaries poden contribuir a la sobreabundancia de diferents
fenotips (Futerman & van Meer 2004). Actualment no existeix cap tractament pels

pacients amb NPD, i el grau d'afectacié depén de I'activitat ASMasa romanent.

Els resultats de I'estudi publicat recentment al journal of Biological Chemistry
(Moles etal. 2012) contrasten amb el que haviem establert préviament per
I'’ASMasa i les CtsB/D en les CEH i la fibrosi en I'estudi anterior (Moles et al. 2010).
Sorprenentment, hem observat que I'ablacié genética de 'ASMasa, observada en
els ratolins knockout (ASMasa™), condueix a un increment paradoxal dels nivell
basals i activitat de la CtsB i CtsD, fet que confereix un potencial proliferatiu i

fibrogenic major a les CEH procedents d'aquests ratolins, conduint finalment a
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una fibrosi hepatica augmentada. Com que haviem observat que 'ASMasa és
critica pel processat proteolitic de les CtsB/D (Moles et al. 2010), aquests nous
resultats indiquen que la pérdua total d’ASMasa condueix a un guany de funcié
compensatori per part de les catepsines, les quals al seu torn, agreugen la fibrosi
hepatica després del tractament cronic amb CCly. Com esta ben descrit en la
literatura, la pérdua total d’ASMasa és patologica i serveix com a model per a la
malaltia de Niemann-Pick tipus A, i tot i que aquesta malaltia esta caracteritzada
per una rapida neurodegeneracié, aquests pacients també solen exhibir
deteriorament hepatic, amb alguns casos de pacients que moren de fallida
hepatica dins dels 3 anys abans de I'inici dels simptomes neurologics (Schuchman
2007). De manera interessant, la introduccié d'un gen parcialment funcional (~8 %
d'activitat ASMasa residual) en ratolins knockout de 'ASMasa, prevé el fenotip
neurologic, i els ratolins mostren una mitjana de vida normal (Marathe et al. 2000).
Per tant, aquestes observacions donen evidencies de que nivells molt baixos
d'activitat ASMasa sén suficients per eliminar I'estat patologic induit per a la
deficiencia total d’ASMasa, il-lustrant aixi el paper paradoxal de 'ASMasa en la
fisiopatologia (Schuchman 2007).

% La CtsB com a diana per la fibrosi en la NPD tipus A

Degut al paper critic de la CtsB en la fibrosi hepatica (Moles et al. 2009), la relacié
directa proporcional entre la regulacié a la baixa d’ASMasa i la CtsB dicta una
menor susceptibilitat dels ratolins heterozigots de I'ASMasa (ASMasa™) a la
fibrosi hepatica. Per altre banda, la pérdua d’ASMasa per sota d'un llindar critic
resulta en un augment adaptatiu dels nivells basals d'algunes catepsines i un
augment del processat proteolitic durant I'activacié de les CEH in vitro que
sensibilitza els ratolins ASMasa™ a la fibrosi hepatica /n vivo. Els resultats obtingut
en aquest estudi tornen a posar de manifest que és la CtsB, i no 'ASMasa, la
responsable de I'augment de la fibrosi hepatica observat in vivo, ja que la seva
inhibicié farmacologica, en un context d'abséncia d'activitat ASMasa, redueix la
fibrosi en el fetge (Moles et al. 2012). L'inesperat efecte “rebot” entre la perdua
d’ASMasa i I'activacié de la CtsB podria ser d'especial rellevancia pels pacients
amb NPD tipus A, ja que, si com hem observat, la inhibicié farmacologica de la
CtsB disminueix I'activacié /n vitro de les CEH procedents dels ratolins ASMasa™ i

la fibrosi hepatica in vivo, suggeriria que la CtsB podria ser una nova diana
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terapeutica pel tractament de la fibrosi hepatica subjacent dels pacients amb
NPD.

Similar al fenotip NPD, els pacients amb la malaltia de Niemann-Pick tipus CT
(NPC1), causada per mutacions en NPC1, una proteina endo/lisosomal que regula
el trafic de colesterol intracel-lular, mostra canvis bioquimics similars incloent
acumulacié de colesterol lliure, esfingolipids i bis-(monoacilglicerol) fosfat, en els
compartiments intracel-lulars com lisosomes i mitocondries dels organs afectats
com el fetge o el cervell (Yu et al. 2005; Mari et al. 2006). De manera interessant,
similar als estudis presentats en aquesta tesi, Amritraj et a/ descriuen un augment
de l'activitat CtsB en neurones de cerebel de ratolins knockout per NPC1(NPC17)
(Amritraj etal. 2009). Consistent amb la falta de degeneracié neuronal en
I'hipocamp dels ratolins NPC1", no s'observava I'activacié de la CtsB en aquesta
poblacié particular de neurones, establint aixi una correlacié entre I'augment de

I'activitat de CtsB i la disfuncié neurologica selectiva en la malaltia NPC1.

% La CtsB i la CtsD augmenten també a altres organs afectat pel fenotip
NPD

Una caracteristica important de I'estudi que presentem és que la regulacié a l'alca
de les CtsB/D deguda a la falta d’ASMasa no esta restringida al fetge sind que
també I'observem en altres organs afectats com el cervell o el pulmé en un
mecanisme edat-depenent. Cal fer esment que en el fenotip sever neurologic o
tipus A de la malaltia, hi ha un llindar d'activitat ASMasa per sota del qual
apareixen els simptomes. Com ja hem comentat, emprant el ratoli deficient en
ASMasa s'ha vist que una mutacié especifica que déna una activitat ASMasa tant
petita com un 8%, pot prevenir completament l'aparicié de la malaltia
neurologica (Jones et al. 2008). A més, mentre que l'activitat residual d’ASMasa
d'un 5% aproximadament resulta en la NPD visceral o de tipus B, una reduccié una
mica més gran, entre I'1-2% o menys, indueix el fenotip més sever del tipus A
(Graber et al. 1994). Aquestes observacions posen de manifest el fet de que tot i
que baixos nivells d'activitat ASMasa sén suficients per a mantenir intacta la funcié
neurologica, l'abséncia d'aquesta activitat té conseqliencies devastadores en el
cervell (Ledesma et al. 2011). D'aquesta manera, malgrat que la terapia ideal per
NPD seria poder restablir l'activitat ASMasa, l'extrapolacié de les nostres

observacions, un augment de CtsB secundari a la pérdua d’ASMasa a teixits
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extrahepatics, obre noves dianes o vies d'estudi en la malaltia de NPD. Consistent
amb aquest concepte de tractament d'un enzim secundari al causant de la
malaltia, s'ha vist que els defectes observats en el fenotip de la malaltia NPCT1,
incloent I'acumulacié del colesterol lliure entre d'altres, podria ser corregida
mitjangant la sobreexpressi6 d'’ASMasa, l'expressié de la qual també esta
disminuida en la malaltia NPC1 (Devlin et al. 2010).

*» Consideracions finals

En un principi, i basant-nos en estudis previs del nostre grup, la nostre hipotesi
pretenia relacionar TNF, a través de TNFR1, amb I'ASMasa i les catepsines en el
procés d'activacié de les CEH i la fibrogénesi hepatica, relacionant aixi els

OBJECTIUS 11 2 d'aquesta tesi, seguint el seglient esquema:

TNF

lTNF-Rl

ASMasa

l

TCtsB/D - T Fibrogénesi

hepatica

Pero, després de la nostra recerca, vam poder constatar que aquesta hipotesi
inicial no era valida donat que, tot i que TNF activa 'ASMasa en I'hepatocit
contribuint aixi al dany hepatic, no tenim evidéncies que aquesta activacié tingui
lloc en el context de les cél-lules estrellades hepatiques, o si més no, no ho fa de

manera directa. Aixi doncs, podriem resumir que:

TNF ASMasa
l’rm:-m 1
MMP-9 TCtsB/ D

TIMP-1

Alteracio MEC TActivacié CEH
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Les conclusions d'aquests estudis sén:

1. EI TNF participa en el procés de fibrogenesi mitjancant la induccié de
I'expressié de MMP-9 i TIMP-1 a les cél-lules estrellades hepatiques, i ho fa
a través del receptor 1 de TNF.

2. De la mateixa manera, el TNF és essencial per a la proliferacié de les

cellules estrellades hepatiques controlant I'activacié d’AKT per PDGF.

3. L'esfingomielinasa acida participa en la fibrosi hepatica mitjancant la
regulacié a l'alga del processat de les CtsB/D. La disminucié de I'activitat
ASMasa condueix a una reduccié de CtsB/D, fet que protegira davant la

fibrosi hepatica.

4. La deficiencia total d’ASMasa indueix un efecte “rebot” en I'expressié de la
CtsB, fent que s'expressi de forma exagerada, i susceptibilitza I'individu a
una fibrosi hepatica. La catepsina B, i no la ASMasa, és doncs la

responsable directe de l'induccié de la fibrogenesi hepatica.

5. L'ablacié de I'ASMasa en ratoli, model animal de la malaltia de Niemann-
Pick tipus A, condueix a una sobreexpressié de CtsB no només en el fetge
siné també en organs extrahepatics com pulmé i cervell, suggerint la CtsB

com a possible diana terapeutica per la malaltia.
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*Tots els reactius sén de Sigma-Aldrich excepte si s'especifica el contrari

1. Animals d’experimentacio

Com a animals control o wild type (WT) es van utilitzar ratolins de 12-20
setmanes de la soca C57BL/6 procedents de Charles River Laboratoris. També
varem emprar ratolins deficients pel receptor 1 de TNF (TNFR1-KO), pel
receptor 2 (TNFR2-KO) i deficients pels dos receptors (TNFR-DKO), també de la
soca C57BL/6, generés obsequi del Dr. Horst Bluethmann (Discovery
Technologies, Hoffmann-La Roche Ltd, Basel Suissa), que es van propagar
mitjangant parelles homozigotes; i ratolins salvatges, heterozigots i deficients en
esfingomielinase acida (ASMasa KO), donats pel Dr. Richard Kolesnick
(Laboratory of Signal Transduction, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center,
New York), que es van propagar mitjangant el creuament d'heterozigots.

Tots els animals van ser cuidats d'acord amb les directrius marcades en el Decret
214/1997. Els ratolins estan ubicats a I'estabulari de la Facultat de Medicina
(Universitat de Barcelona, Hospital Clinic), en un regim horari de 12 h de llum/12

h de foscor, amb disponibilitat d'aliment i aigua de beguda ad /ibitum.

2. Cultiu cel-lular

Les condicions de cultiu per tots els tipus cel-lulars van ser en incubadors a 37°Ci
5% CO,, amb medi DMEM (Gibco) complementat amb un 10% de seérum fetal
bovi (FBS, Gibco), 100 U/mL de penicil-lina (Gibco) i 100 U/mL de estreptomicina
(Gibco). Addicionalment, quan fem servir CEH primaries també s'hi afegia 0,25
pg/mL de Fungizona (/nvitrogen).

2.1. Aillament de CFH

Les CEH van ser aillades a partir de ratolins, mitjangant la perfusié del fetge
amb una bomba de flux peristaltic. Primer es neteja el fetge amb tampé
Hanks-I temperat a 37°C, complementat amb EGTA que evitara la cascada
de coagulacié, i seguidament es digereix el fetge amb tampd Hanks-lI
igualment temperat, que duu la collagenasa i el calci necessari perque
I'enzim s'activi. Un cop digerit el fetge el disgreguem en tampé Krebs i

obtenim les CEH per centrifugacié diferencial.
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Procediment:

Tot el material que s'utilitza ha d'estar autoclavat i esteril, per tal
d'evitar contaminacions posteriors en el cultiu.

Preparar els tampons Hanks |, Il i Krebs. El tampé Hanks es prepara a
partir d'una solucié mare 10X (1.4 M NaCl, 53.6 mM KCl, 8.1 mM
MgSO4x7H,0O, 6.7 mM Na;HPO4x2H,O, 8.8 mM KH,POy4), base de la
solucié 1X (10% solucié 10X, 12.6 mM Hepes, 25 mM NaHCO:s) que es
deixara bombollejant amb carbogen (95% O, 5% CO>) durant 20 min.
Al mateix temps es prepara la solucié Krebs (9.5 g/L Krebs-Henseleit
(Sigma, Cat# K3753), 16.8 mM Hepes, 24 mM NaHCO:s) i també es
bombolleja amb carbogen. Un cop bombollejats es comprovara que el
pH sigui 7.2-7.4, i si no esta dins d'aquest rang es rectificara amb
NaOH.

Es prepara la solucié Hanks-lI (Hanks 1X bombollejat, 0.5% BSA, 0.90
mM EGTA), la solucié Hanks-Il (Hanks 1X bombollejat, 160 U/mL
col-lagenasa, 4 mM CaCl), i la solucié Krebs (Krebs bombollejat, 2.7
mM CaClx2H,O). Filtrar els tampons i escalfar el Hanks-li -1l a 37°C.
Anestesiar al ratoli amb pentobarbital al 5% (dosi de 1 uL/g animal).

Un cop comprovat que el ratoli ha perdut tots els reflexes, obrir
I'animal per la zona distal del peritoneu i retirar el paquet intestinal cap
a una banda deixant a la vista la vena porta i la vena cava.

Introduir dues sutures: una per sota la vena porta, i I'altre per sota la
vena cava inferior.

Introduir el cateter per la vena porta i tancar la primera sutura.
Connectar el catéter a la bomba, tallar la vena cava per sota la sutura i
comengar a perfondre amb Hanks-I a un flux de 8-10 mL/min.

Obrir la cavitat toracica pel diafragma i tallar la vena aorta que va al cor.
Tancar la sutura de la vena cava.

Un cop el fetge estigui completament net de sang (aprox. 5min) canviar
la bomba al tampé Hanks-Il i observar el fetge fins que es fa evident la
digestié (el fetge es torna pal-lid, perd turgencia i és sensible al tacte).
Extreure el fetge i disgregar-lo amb solucié de Krebs fent sortir les
cel-lules hepatiques amb l'ajuda d'unes pinces.

Centrifugar a 4°C, 4 min a 60g. El pelet que obtenim sén les cellules

parenquimals o hepatocits, que descartarem.
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- Recollir el sobrenedant i el centrifuguem a 450 10 min a 4°C. En el
pelet que obtindrem hi haura les cél-lules no parenquimals.

- Ajuntarem 2 o 3 pelets de cél-lules no parenquimals (procedents de 2 o
3 ratolins) en una solucié Nycodenz al 17% en Krebs portant el volum
fins a 30 mL.

- Centrifugar 20 min a 1400¢ a 4°C. Les CEH quedaran en la banda
superior més terbola. Recollirem les CEH en un falcon de 50 mL i
pujarem el volum fins a 50 mL amb Krebs-Henseleit.

- Centrifugar 10 min a 450¢ a 4°C. El pelet que obtenim es resuspendra
en DMEM complementat.

2.2. Cultiu de CEH

Esta descrit que les CEH s'adhereixen al plastic, i que un cop adherides,
inicien la seva activacié (Weiskirchen & Axel M Gressner 2005). Una
manera de valorar la puresa de les CEH aillades és la observacié del seu
contingut en retinoids (Vitamina A) sota llum ultraviolada. Aquest procés
es pot observar des de l'inici de I'alllament fins al cap d'unes 24-48h. La
contaminacié amb céllules de Kupffer es determinara puntualment
mitjangant immunocitoquimica amb I'anticos F4/80. Al cap de 2 dies
aproximadament, aniran perdent els retinoids i comencara el procés
d'activacié canviant d'una forma esférica a una forma tipus miofibroblast.
La puresa de les preparacions, un cop fet el primer rentat, esta entre el 90-
95%.

Procediment:

- Resuspendre el pelet en medi DMEM complementat

- Plaquejar i deixar en cultiu de 4 a 5 h perque s'adhereixin les cel-lules.

- Rentar amb PBS 1X i canviar el medi. Repetir aquesta accié 'endema al

mati, i deixar créixer.

2.3. Linies cel-lulars
La linia cel-lular de cél-lules estrellades humanes LX2 (Xu et al. 2005), va ser
cedida amablement pel Dr. Ramén Bataller de I'Hospital Clinic de

Barcelona.
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2.4, Tractaments

Tots els experiments de senyalitzacié es van fer en condicions de

concentracié baixa de sérum, concretament amb DMEM complementat

amb 100 U/mL penicil-lina/estreptomicina i 0.5% FBS. Els productes i dosis

que hem fet servir per als tractaments van ser els aqui especificats:

- LPS (serotip 0128:B12) a 50 ng/mL

- TNF-a a 10 ng/mL o bé 50 ng/mL (PeproTech)

- PDGF-B a 10 ng/mL o bé 20 ng/mL (PeproTech)

- IL-Taa 50 ng/mL (PeproTech)

- IL-1B a 50 ng/mL (PeproTech)

- Anticossos bloquejants contra el TNFR1 (#MAB625) i TNFR2
(#MAB726) humans a 10 ug/mL (R&D Systems)

- Ca074-Me a 10 0 20 pM

3. Obtencio de proteines
3.1. Obtencic de lisats a partir de CEH

Procediment:

Aspirar el medi i rentar amb PBS 1x. Descartar el PBS.

Afegir a la placa 150-200 pL de tampé RIPA (50 mM Tris-HCI (Fluka),
1% lgepal, 0.25% Na-deoxicolat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
Na3;VOg4, complementat amb antiproteases (Complete, Roche), i rascar
la placa o els pous.

Recollir tot el volum en un eppendorf, i deixar en gel 15 min. Anar
vortejant.

Centrifugar a 120002 10 min a 4°C. Descartar el pelet.

Recollir el sobrenedant i guardar una aliquota per quantificar proteina.

La resta es congela a-20°C.

3.2. Obtencic d’homogenats a partir de fetge total

Procediment:

Pesem entre 150-200 mg de fetge i 'homogeneitzem en 1.5-2.0 mL
(mantenint la relacié 100 mg fetge per mL) de tampé Homobuffer (70
mM Sacarosa, 220 mM Manitol, 3 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, 0.1%
BSA lliure d'acids grassos, complementat amb antiproteases).

Fer unarelacié 1:1 amb RIPA i vortejar.

Deixar en gel 15 min i anar vortejant.
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- Centrifugar a 12000¢ 10 min a 4°C. Descartar el pelet.
- Recollir el sobrenedant i guardar una aliquota per quantificar proteina.

La resta es congela a -20°C.

3.3. Quantificacio de proteines

Es va determinar la quantitat de proteina pel métode de Bradford basat en
el canvi de coloracié (de vermell a blau), i per tant d'absorbancia, que
experimenta el tint Coomassie Brilliant Blue G-250 al unir-se a proteines.
L'absorbancia de la dilucié de la nostre mostra amb el reactiu Bradford
(BioRad) es llegeix a l'espectrofotometre, a 595 nm. A partir de
I'absorbancia es calcula la concentracié respecte a una recta d'estandards
de concentracié coneguda. Els estandards es preparen a partir d'una

solucié d'Albuimina bovina, i comprenien des de 0 fins a 0.5 pg/pL.

4. Deteccio de proteines per Western-blot (WB)

Les mostres s'obtenien com s'especifica en I'apartat 3, i es barregen amb tampé
de carrega 2x (4% SDS, 20% glicerol, 10% B-mercaptoetanol, 0.004% blau de
bromofenol i 0.125 M Tris HCl, pH 6.8). Es bullen les mostres durant 3-5min i es
procedeix a carregar els gels (6, 8 o 12% d'acrilamida) amb una quantitat de

proteina aproximada de 5-20 pg.

4.1. Flectroforesi en gels de SDS-poliacrilamida

Aquest és un tipus d'electroforesi desnaturalitzant ja que les mostres es

desnaturalitzen per calor en presencia d'agents desnaturalitzants, com el -

mercaptoetanol afegit a les mostres en el tampé de carrega 2x, i el SDS

(Sodi Dodecil Sulfat) que envolta les molecules de carrega negativa. Aixi

doncs les proteines es separen segons el seu pes i migren cap al pol positiu

creat per un camp eléctric a través d'una matriu porosa d'acrilamida (a %

d'acrilamida més elevat, porus més petit). Es podra doncs determinar el

pes molecular de cada proteina comparant-les amb un patré de pesos

moleculars coneguts.

Procediment:

- Preparar els gels d'acrilamida amb Solucié 1 (0.75 M Tris-HCl, 0.2% SDS
a pH 8.8), Acrilamida al 30%, Solucié 3 (0.25 M Tris-HCI, 0.2% SDS a pH
6.8), aigua destil-lada, TEMED (F/uka), i Persulfat d’Amoni (APS) al 13%.
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Resolving 6% acril. 8% acril. 12% acril. | Stacking (10%)
Sol. 1pH 8.8 5mL 5mL 5mL 0
Acrilamida 2.05mL 2.7 mL 4.08 mL 0.54 mL
H>O44 2.95mL 23mL 1TmL 1.8 mL
Sol.3pH 6.8 0 0 0 2.25mlL
TEMED 14 pL 14 pL 14 pL 11.25 L
APS 13% 50 L 50 L 50 pL 45 L

Un cop barrejades les mostres amb el tampé de carrega, les bullim
durant 4 min. Vortegem i fem un spin.

Carreguem les mostres i el marcador de pesos moleculars Novex
(/nvitrogen).

Procedir a cérrer els gels en tampé d'electroforesi (25 mM Tris, 192
mM glicine, 0.1% SDS, pH 8.3, a partir de solucié Tris-Glicina-SDS 10X
(BioRad)). Posar el voltatge a 80 V fins que el front sobrepassa el gel
concentrador o Stacking. Llavors es puja el voltatge a 110-120 V fins

que surt el front del gel separador o Resolving.

4.2. Transferéncia de proteines

Es transfereixen les proteines a una membrana de nitrocel-lulosa.

Procediment.

Fer la transferencia amb el tampé de transferencia (25 mM Tris, 192
mM glicine, pH 8.3, a partir de la solucié Tris-Glicina 10X (BioRad) amb
un 20% de metanol) préviament refrigerat a 4°C, a un voltatge de 290
mA durant 1 h.

Bloquejar la membrana amb solucié de bloqueig a base de llet (8% llet,
desnatada i en pols, en TBS-T,), o a base d'albumina bovina (BSA,;
bovine serum albumin) (5% BSA en TBS-T) durant 1 h. La solucié TBS-T
conté: 0.05 M tampé Tris (NaCl - 0.138 M; KCI - 0.0027 M), i 0.1%,
TWEEN® 20, pH 8.0.

4.3, Incubacio amb Anticossos

Aquest procés consisteix en la deteccié indirecta de proteines utilitzant

anticossos (primaris) contra les proteines transferides a la membrana de

nitrocel-lulosa. El complex antigen-anticos que es forma sera detectat per
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un segon anticos (secundari) portador de l'enzim peroxidasa que

reaccionara amb el substrat que li proporciona els liquids de revelat,

produint una reaccié de quimioluminiscéncia.

Procediment.

Incubar la membrana amb I'anticos primari o/n a 4°C o bé 2 h a
temperatura ambient, el temps d'incubacié dependra de l'anticos
emprat.

Rentar amb TBS-T, 4 rentats de 15 min, i posteriorment incubar la
membrana amb I'anticos secundari durant 1 h a temperatura ambient.
Rentar amb TBS-T, 4 rentats de 15min. Temperar els liquids de revelat.
Incubar 1 min la membrana amb el reactiu de revelat ECL (Pierce) i
revelar amb films d'autoradiografia CL-XPosure™ Film (7hermo
Scientific) o bé amb el LAS-4000.

Taula d'anticossos primaris:

Anticos Dilucié Ref. # Casa comercial
P65 Nuclear Factor 1:250 en TBS-T SC-109 Sta. Cruz Biotech.
a-SMA 1:1000 en TBS-T A2547 Sigma
Fosfo-AKT 1:250 en TBS-T + BSA SC-7985-R | Sta. Cruz Biotech.
AKT 1:250 en TBS-T + BSA SC-1619 Sta. Cruz Biotech.
PDGFR-B 1:1000 en TBS-T + BSA 06-498 Upstate
MMP-9 1:250 en TBS-T SC-6841 Sta. Cruz Biotech.
Fosfo-ERK 1/2 1:1000 en TBS-T + BSA 9101 Cell Signaling
ERK %2 1:1000 en TBS-T + BSA 9102 Cell Signaling
Fosfo-JAK2 1:1000 en TBS-T + BSA 3776 Cell Signaling
JAK-2 1:1000 en TBS-T + BSA 3230 Cell Signaling
Catepsina B 1:2000 en TBS-T 06-480 Upstate
Catepsina D 1:250 en TBS-T SC-6486 Sta. Cruz Biotech.
Col-lagen tipus 1 1:500 en TBS-T AB765P Milljpore
Pan-catepsines 1:250 en TBS-T SC-365614 | Sta. Cruz Biotech
LAMP-2 1:2000 en TBS-T AB13524 Abcam
Hsp70 1:1000 en TBS-T ADI-SPA-822 | fnzo LifeScience
LC3B 1:1000 en TBS-T + BSA 2775 Cell Signaling
B-actina-HRP 1:5000 en TBS-T A3854 Sigma
a-tubulina-HRP 1:5000 en TBS-T AB40742 Abcam
Anti-Conill (2°ari) 1:20000 en TBS-T A0545 Sigma
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Anti-Ratoli (2°ari) 1:20000 en TBS-T A9044 Sigma
Anti-Cabra (2°ari) 1:80000 en TBS-T A5420 Sigma
Anti-Rata (2°ari) 1:15000 en TBS-T 819520 Invitrogen

5. Zimografia de gelatina

Les metalloproteases MMP-2 i MMP-9 tenen activitat gelatinasa, aixi doncs, al

realitzar una electroforesi en un gel d'acrilamida complementat amb gelatina i

obtenint i tractant la mostra en condicions no desnaturalitzants, les MMP podran

degradar la gelatina. Mitjangant la tincié del

quantitativament I'activitat gelatinasa.

Procediment.

gel,

podrem observar

- Preparacié dels gels d'acrilamida complementats amb gelatina:

Resolving 6% acrilamida Stacking
Solucié 1 pH 8.8 5mL 0
Acrilamida® 2.1mL 0.54 mlL
Glicerol (5%) 500 pL 0
Gelatina (0.1%) 1 mL stock 10mg/mL 0
H2O destil-lada 1.4 mL 1.8 mL
Solucié 3 pH 6.8 0 2.25mL
TEMED 14 L 11.25 L
APS 13%® 50 pL 45 L

) Sén les mateixes solucions que s'utilitzen per fer els gels del WB.

- Les mostres es preparem amb tampé de carrega 4x (0.2M Tris-HCI pH 6.8, 4%

SDS, 40% Glicerol, 50 mM EDTA, 0.02% blau de bromofenol)

sense P-

mercaptoetanol, és a dir en condicions no desnaturalitzants. Es deixen 15 min

a temperatura ambient. No es bullen les mostres.

- Vortejar i spin de les mo

stres.

- Carregar les mostres al gel i correm I'electroforesi amb el mateix tampé que

en el WB, a 90-100 V fin

s que surti el front.

- Posar el gel en una cubeta amb Tampé de rentat (2.5% Trité X-100). Fer 2

rentats de 15 min amb agitacio, per eliminar el SDS.
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Deixar 30 min rentant-se amb el Tampé d'incubacié (50 mM Trizma Base pH
74,200 mM NaCl, 10 mM CaCl, 3.1 mM NaN3s) a temperatura ambient per
equilibrar el gel.

Incubar el gel en Tampé d'incubacié a 37°C tota la nit.

Tenyir el gel amb la solucié de tincié (40% Metanol, 7% Acid acetic glacial,
0.5% Comassie brilliant blue) durant 1 h.

Destenyir o Revelar el gel amb la solucié de destincié (40% Metanol, 7% Acid
acetic) fins que s'observin les bandes on s'ha produit la degradacié de

gelatina.

6. Assaig de proliferacic amb *H-timidina

La timidina tritiada és una analeg de la timina, marcat radiactivament, que permet

detectar les cellules que s'estan replicant, ja que al proliferar, les cél-lules

incorporen timina a la nova cadena de DNA, i al posar en excés la timidina tritiada,

la cél-lula incorporara la forma radioactiva per la seva deteccid.

Procediment:

Afegir *H-timidina (0.5 pCi/mL) i deixar incubar les cél-lules un temps fix, que
en el nostre cas serade 4 h.

Descartar el medi i rentar 2 cops amb PBS 1X.

Fixar les cel-lules amb TCA fred (5% Acid Tricloracétic), i ho deixem 30 min a
4°C.

Fer 2 rentats amb TCA.

Per solubilitzar les cel-lules, afegir 0.5 N NaOH (2.5 mL/pou per plaques de 6
pous, o 1.5 mL/pou per plaques de 12 pous). Deixar 5 min a temperatura
ambient.

Transferir 2 mL o 1 mL (en el cas de plaques de 6 o 12 pous respectivament)
en vial de centelleig que contenen 8 o 9 mL de liquid de centelleig
(respectivament).

Vortejar els vial i contar el triti, *H, incorporat en un Wallac -counterdurant 1
min per cada vial.

Els residus resultants van ser tractats/eliminats pel Servei de Medicina Nuclear

de 'Hospital Clinic de Barcelona.

7. Aillament d’extractes nuclears

Aquesta técnica es basa en les propietats d'osmolaritat molt diferent que tenen

els dos tampons emprats(A i C) per dur a terme I'aillament dels nuclis. Aixi doncs,
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les CEH s'obtenen amb el tampd A d'osmolaritat molt baixa juntament amb

detergent ionic, que ajudara a trencar les membranes de les cellules fent que

s'alliberi el contingut citoplasmatic. Després de peletejar els nuclis, aquests es
resuspendran amb el tampé C hiperosmotic que trencara la membrana nuclear
obtenint I'extracte o lisat nuclear d'interés.

Procediment:

- Rentar les cel-lules en PBS 1x. Eliminar el PBS.

- Lisar les CEH amb tampé A (10 mM Hepes, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM
EGTA, 0.5 mM PMSF, T mM DTT), 1 mL per 10° céllules, i passar-ho a un
eppendorf. Deixar 15 min en gel.

- Afegir 50 pL de 10% de Nonidet (detergent ionic), per cada mL de tampé A, i
vortejar.

- Fer un spin de 30 segons a 12000¢. Agafar una aliquota de sobrenedant (sera
el control citoplasmatic) i descartar el resta.

- Afegir de nou 1 mL de tampd A, per tal de rentar les parets de I'eppendorf de
proteines citosoliques, i fer un spin de 10 segons. Descartar totalment el
sobrenedant. El pelet obtingut conté els nuclis.

- Resuspendre el pelet amb tampé C (20 mM Hepes, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA, T mM PMSF, 1 mM DTT). Deixar en gel durant 15 min, i anar
vortejant cada 5 min per trencar els nuclis.

- Centrifugar 5 mina 12000g, a 4°C.

- Recuperar el sobrenedant on hi haura I'extracte nuclear.

8. Silenciament de proteines amb RNA/

El silenciament de proteines per RNA d'interferéncia consisteix en I'is d'RNA de
pocs parells de bases (Small Interfering RNA o RNAi (Sta Cruz Biotechnology))
que, de manera especifica, s'hibriden amb 'RNA missatger (RNAm) diana. El
producte de doble cadena resultant sera degradat per les RNAses cel-lulars, i aixi
s'aconsegueix disminuir els nivells d'expressié de la proteina que volem inhibir.
Per a la transfeccié es va escollir el métode de lipofeccié pel qual es formen, a
patir dels RNAi i lipids cationics, uns complexes amb afinitat per la membrana

que permeten I'entrada de I'RNAi al citosol de les cellules.
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Procediment:

Barrejar I'Optimem (/nvitrogen), el Plus Reagent (/nvitrogen) i 'RNAi (Sta. Cruz
Biotech)) en una relacié 4:1:2 (v/vlv), seguint les instruccions de la casa
comercial (/nvitrogen). Vortejar.

Incubar la barreja 15 min a temperatura ambient.

Afegir la Lipofectamina LTX (/nvitrogen) en una relacié 0.6 respecte 'RNAi (36
HL de Lipofectamina LTX per 60 pL d'RNAi). Vortejar vigorosament per a
facilitar la formacié dels complexes de transfeccié.

Incubar 25 min a temperatura ambient.

Afegir 200 L de la barreja a cada pou d'una placa de 6, amb 1 mL de DMEM
al 10% FBS, on el dia abans s’han sembrat 250.000 cél-lules.

La transfeccié es va portar de 24 h a 72 h, en funcié del parametre a

determinar.

9, Determinacio de 'activitat CtsB i CtsD

Tan la catepsina B com la D es van mesurar fluorimétricament mitjangant substrats

especifics per cada enzim. La hidrolisi d'aquests substrats per les catepsines

produeix una fluorescencia a una longitud d'ona (A\) determinada que es pot

detectar amb un fluorimetre. Els substrats emprats i les longituds d'ona d'excitacié

i emissiod son:

-Per la CtsB: Z-Arg-Arg-7-amido-4-metilcoumarina hidroclorada. Aex=355
nm, Aem=460 nm.
-Per la GCstD: N-Acetyl-Arg-Gly-Phe-Phe-Pro-7-amido-4-trifluorometil-

coumarina. Aex=400 nm, Aem=505 nm.

Procediment:

Escalfar a 37°C en un bany el tampé d'assaig (20 mM Hepes pH 7.4, 0.1%
CHAPS, 2 mM EDTA, 5% Sucrosa, i en fresc s'afegeix 5 mM de DTT (Fluka) i 2
mM L-cisteina per I'assaig de CtsB) amb els substrats a concentracié de 60 pM.
Posar 20 pg de proteina per pou, en una placa de 96 pous, i pujar el volum
fins a 150 pL amb el tampé d'assaig temperat.

Llegir en un fluorimetre durant 40 min, amb lectures puntuals cada 60 segons,
a37°C.

Els resultats, pendents obtingudes a la cinética, es referiran al valor obtingut a

les mostres control.
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10. Determinacio de l'activitat esfingomielinasa acida
L'activitat esfingomielinasa acida es va determinar utilitzant un analeg fluorescent
de I'esfingomielina (NBD-Cs-esfingomielina). La reaccié produida per l'activitat

esfingomielinasa és la seglient:
NBD-esfingomielina + ATP - Fosfocolina + NBD-ceramida

El producte NBD-ceramida s'extreu amb cloroform-metanol i es determinen els
seus nivells mitjangant cromatografia de capa fina (TLC). La TLC s'exposa a llum
ultraviolada per visualitzar-ne les bandes.

Procediment:

- Les mostres, 75-100 pg, obtingudes amb el tampé de lisi (250 mM acetat
sodic, 0.2% Trité X-100, pH 5.0) es van incubar a 37°C durant 60 min en 250
L de tampd d'incubacié (250 mM acetat sodic, 0.1% Trité X-100, pH 5.0) que
conté 10 pM de NBD-esfingomielina (d'un stock 5 mM en etanol), en agitacié
constant (150 r.p.m.).

- Per tal d'extreure els lipids es van afegir 250 pL de metanol i 500 pL de
cloroform. Barrejar bé (vértex durant 1min) i centrifugar 5 min a 5000¢. La
fase organica és la fase inferior obtinguda després de la centrifugacio.

- Lafase organica es va assecar en un Speed-vac.

- Els lipids es van resuspendre en 50 pL de Cloroform:Metanol (1/1, vol:vol) ,
dels quals 40 pL es van carregar en una placa de TLC. Les mostres es van
separar en una cambra de TLC préviament equilibrada (minim durant 1 h)
amb la fase mobil o eluent (solucié de cloroform: metanol: aigua; 65:25:4, v/v).

- La NBD-esfingomielina (Factor de Retencié, Rf=0.15) i la NBD-ceramida
(Rf=0.85) es van poder veure sota llum UV, i les imatges es van adquirir i
analitzar usant el Gel Doc XR System amb el software Quantity One de BioRad]

i es van quantificar amb el programa Image].

11. Estudis in vivo per induir fibrogénesi hepatica a ratolins

En aquesta tesis es va dur a terme el model d'administracié cronica de tetraclorur
de carboni (CCls) i el de lligadura del conducte biliar (LCB). Tots els protocols
animals utilitzats van ser aprovats pel Comité Etic i de Benestar Animal de la

Universitat de Barcelona.
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11.1. Modlel de fibrogénesi in vivo: CCly

Esta ben estudiat que el CCly es metabolitza al radical lliure triclorometil
(«CCI3) pel sistema enzimatic del Citocrom P450, principalment per la
isoforma 2E1. Els radical lliures produits es poden unir directament als
lipids microsomals i altres estructures macromoleculars contribuint aixi al
trencament de membranes i la disrupcié dels processos energetics dins la
celula.

Animals control (wild-type), ASMasa*" i ASMasa™ van ser tractats amb CCly
(10%, vollvol, CCls en oli de blat de moro o corn oif) a una dosi de 5 pL/g
de ratoli, que s'administrava intraperitonealment dos cops per setmana
durant 4 o 6 setmanes. Als animals control se’ls administrava el vehicle corn
oil,

En el cas de I'in vivo amb els ratolins ASMasa™, després d'una setmana de
tractament amb CCly, se'ls va comencgar a administrar l'inhibidor de la CtsB
(Ca074-Me), amb una pauta de 2 cops per setmana, 30 min abans de
punxar el CCls, durant les 3 setmanes restants. El Ca074-Me es va
administrar intraperitonealment a una dosi d'acord amb I'expressié de la
CtsB en el fetge 0.25 mg/ratoli control i 1 mg/ratoli ASMasa™).

A continuacié mostro un resum dels protocols emprats en els estudis in
vivo publicats.

1. In vivo CCl4 6 setmanes: ratolins ASMasa*’* i ASMasa™".

62 setmana

l . . . . . |
: | | | | | L

Sacrifici

Inici del tractament

2. /n vivo CClsy 4 setmanes amb o sense Ca074-Me: ratolins ASMasa*/* i

ASMasa™.
10 42 setmana
l 20 30
| s g
v
Inici CCls Inici Ca074-Me Sacrifici

~ 137 ~



MATERIALS i METODES

11.2. Model de fibrogénesi in vivo: LCB
Un dels possibles origens d'una fibrosi hepatica és la coleéstasi que es

produeix a causa de l'obstruccié dels conductes biliars. Si aquesta

obstruccié no es resol es déna una fibrosi biliar hepatica en I'espai portal

del fetge, que en cas de no ser resolta podria complicar-se en una cirrosi.

Aixi doncs, per reproduir una fibrosi biliar hepatica i obtenir un fetge amb

fibrosi d'origen biliar, el model és la lligadura del conducte biliar o LCB.

Procediment:

Per dur a terme la LCB, ratolins control (wild-type i ASMasa*) i ratolins
ASMasa*", TNFR1-KO, TNFR2-KO i TNFR-DKO, es van anestesiar per
inhalacié controlada d'isofluora (3% induccid, 1-1,5% manteniment).

Es desinfecta la pell de I'abdomen amb una solucié antiseptica de
Clorhexidina-alcohol (0.5%).

Es fa una incisi6 a pell i muscul a meitat de Il'abdomen
d'aproximadament 1 cm fins a observar I'apofisi del xifoides.

Es cobreix la zona amb una gassa esteril deixant un forat per a
visualitzar la incisi6, i es treu amb cura i amb I'ajuda d'uns hisops esterils,
el paquet intestinal.

Amb hisop mullat amb solucié salina es tiba el duodé fins a visualitzar el
conducte biliar.

Un cop visualitzat el conducte, amb una gasa estéril mullada en sali
cobrir el duode i l'intesti prim per a mantenir a la vista el conducte
biliar.

Amb unes pinces afilades, amb una curvatura de 45°, aillar el conducte
biliar del teixit connectiu adjacent. Els animals sham se'ls torna a
introduir el paquet abdominal i no se'ls secciona el conducte.

Un cop aillat el conducte, collocar dues sutures del 5-0 a una distancia
de 0,5-1cm entre elles. Lligar-les fortament.

Amb un bisturi eléctric es cauteritza el conducte biliar, seccionant-lo
entre les dues lligadures.

Introduir els budells a la cavitat abdominal, on s'administrara 250 uL de
sali (0,9%) per a rehidratar.

Cosir primer la paret abdominal amb sutura del 5-0.

Tancar la incisié a la pell abdominal amb sutura del 3-0.

Un cop tancat 'abdomen, netejar la pell al voltant de la sutura amb

solucié de clorhexidina topica.
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- Administrar un analgesic (buprenorfina a 0.05 mg/Kg, per via i.p.).

- Collocar el ratoli sobre una manta electrica a temperatura adient
durant al recuperacié (15-30 min).

- Passats 4 dies es procedira a sacrificar 'animal amb extraccié de sang i

del fetge.

A continuacié mostro un resum dels estudis in vivo.
1. /n vivo LCB 4 dies: ratolins ASMasa*’* i ASMasa*’, i ratolins control,
TNFR1-KO, TNFR2-KO i TNFR-DKO.

40 dia
l 1¢ 29 30 l
Operaci6 LCB Sacrifici

11.3. Sacrifici i recol-lecta de mostres
Els ratolins es sacrifiquen al final de I'estudi després de I'administracié de
pentobarbital i.p.. Un cop adormits es recol-lecten les mostres:
- Sérum sanguini: extraccié de sang a partir de la vena cava. Es
centrifuga i s'analitzen les transaminases i bilirubina (apartat 12.).
- Mostra per histologia: es posa un tros de 0.5-1cm de diametre
dins un cassette histologic en formalina (apartat 13.)
- Mostra per RNA: trossos petits de fetge es posen en un
eppendorf estéril amb 500 pL de RNA later (Ambion) i es
congela a -20°C. (apartat 17.2)
- Mostra per homogenat/lisat: es tallen trossets petits de fetge
que guardem en 2 eppendorfs i congelem a -20°C i -80°C.
(apartat 3.2)
Hem tingut molta cura, durant els estudis realitzats, de ser consistents
alhora de fer servir sempre els mateixos Idbuls per a la recolleccié

d'espécimens hepatics.

12. Analisi de les Transaminases
L'alanina i I'aspartat aminotransferases (ALT i AST respectivament) sén marcadors
serologics indirectes de I'estat del fetge. Un augment d'aquests marcadors en

sang indiquen dany hepatic.
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L'analisi dels serums es va fer en un analitzador bioquimic del Centre de

Diagnostic Medic de I'Hospital Clinic de Barcelona.
13. Histologia

13.1. Fixacio i Parafinat de les mostres

Procediment:

- Els teixits hepatics van ser fixats amb Formalina al 10% durant 48h.

- Posteriorment van ser inclosos en parafina en un inclusor tipus (Citade/
7000, Shandon) i es van fer els blocs.

13.2. Microtom
Es van fer talls de 5 i 7 pm amb un microtom Leica RM2755 i es van

dipositar en portes tractats préviament amb Histogrip (Zymed).

13.3. Tincions Histologiques

13.3.1. Hematoxilina-Fosina

Aquesta tincié es basa en l'afinitat de les estructures per un o altre

colorant. L'hematoxilina, és basica i tenyeix de color blau les

estructures predominantment acides com ara el nucli cellular.

L'eosina, en canvi, és acida i basofila i tenyeix el citoplasma de la

ceéllula d'un color rosat. Aquesta tincié es va fer en seccions de 7

pm.

Procediment:

- Desfer la parafina en una estufa a 100°C.

- Desparafinar amb Xilol 10 min i hidratar amb un banc d'etanols
(100%, 90%, 70%, 30%, 5 min de cada) fins a aigua destil-lada.

- Tenyir amb Hematoxilina (Sjgma Cat# HHS32) 4 min.

- Treure l'excés d'Hematoxilina rentant amb abundant aigua
corrent.

- Posar les mostres amb Alcohol/HCI 96% (480 mL alcohol absolut
(Panreac) + 20 mL HCl 12N) fins que aparegui una coloracié
vermellosa.

- Traspassar les mostres a aigua amoniacal (aigua destil-lada amb
3-4 gotes d'amoniac al 25% (Merck)) fins que torni a apareixer el

color blau.
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- Rentar amb aigua corrent durant 2 min.

- Rentar amb aigua destil-lada durant 2 min.

- Tenyir durant 1,5 min amb Eosina alcoholica .

- Deshidratar amb un banc d'etanols (70%, 90%, 100%, 5 min de
cada) i finalitzar amb 100% Xilol.

- Muntar amb medi de muntatge per a histologia DPX (F/luka).

- Observar les mostres amb llum transmesa al microscopi

13.3.2. Picro-Sirius Red

Aquesta tincié és de les més utilitzades per detectar fibres de

col-lagen. El Sirius red'tenyeix les fibres de col-lagen de color vermell

mentre que el Picric (mordent) deixa una coloracié groga en el

parenquima hepatic. Aquesta tincié es va fer en seccions de 7 pm.

Procediment:

- Desfer la parafina en una estufaa 100°C.

- Desparafinar amb Xilol i hidratar amb un banc d'etanols (100%,
90%, 70%, 30%, 5 min de cada) fins a aigua destil-lada.

- Tenyir amb solucié de Sirius-Picric al 0.1% (Direct Red 80, Fluka)
i acid Picric saturat (Fluka)) durant 1 h.

- Rentar 2 cops amb solucié d'aigua acidificada 1% (1 mL acid
acetic glacial (Panreac) en 100 mL d'aigua).

- Deshidratar amb un banc d'etanols (70%, 90%, 100%, 5 min de
cada) i finalitzar amb 100% Xilol.

- Muntar amb medi de muntatge per a histologia DPX (Fluka).

- Observar les mostres amb llum transmesa al microscopi.

13.3.3. Niss/

Aquesta tincié es va usar en seccions de cervell (cerebel) per

detectar els cossos de Nissl en el citoplasma de les neurones, que es

tenyiran d'un color blau-lilés. Aquest metode s'utilitza per

identificar estructures basiques neuronals del cervell i el teixit de la

medul-la espinal. Aquesta tincié es va fer en seccions de 7 pm.

Procediment:

- Desfer la parafina a 100°C a I'estufa.

- Desparafinar amb Xilol i hidratar amb un banc d'etanols (100%,
90%, 70%, 30%, 5 min de cada) fins a aigua destil-lada.
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- Tenyir en 0.1% Cresy/ violet préviament escalfat a 37-50°C
durant 8 min.

- Rentar rapidament en aigua destil-lada

- Diferenciar en alcohol al 95% durant 10 min.

- Deshidratar amb un banc d'etanols (70%, 90%, 100%, 10 min de
cada) i finalitzar amb 100% Xilol.

- Muntar amb medi de muntatge per a histologia DPX (F/uka).

74. Immunohistoquimica
La immunohistoquimica és un metode pel qual es poden localitzar proteines en
ceéllules de talls histologics. Aquesta tecnica es realitza mitjangant anticossos

altament especifics que reconeixen la proteina diana.

14. 1. Mieloperoxidasa o a-SMA

Aquesta immunohistoquimica és cromogenica (I'anticos conjugat amb un

enzim talla un substrat, i el precipitat que se'n forma es pot observar), i esta

basada en la reaccié del complex Avidina-Biotina. L'Avidina té una gran

afinitat per la Biotina i es formen complexes on cada Avidina té 4 llocs

d'unié per Biotina. Aixi doncs, I'anticos primari s'uneix a la proteina

d'interés i posteriorment, l'anticos secundari biotinilat s'uneix a I'anticos

primari. Es llavors quan les molécules d'Avidina conjugades amb I'enzim

HRP (Horse Radlish Peroxidase), s'uneixen amb elevada afinitat amb la

biotina. El tall del substrat tetrahidrocloruro de 3,3' diaminobencidina

(DAB) per l'enzim HRP déna una coloracié marré permanent. Aquesta

tecnica es va dur a terme en seccions de 5 pm.

Procediment:

- Desfer la parafina en una estufa a 100°C.

- Desparafinar amb Xilol i hidratar amb un banc d'etanols (100%, 90%,
70%, 30%, 5 min de cada) fins a aigua destil-lada.

- Exposar els epitops del teixit o desemmascarar les mostres a I'estufa a
120°C durant 10 min en tampd citrat sodic 10 mM. Deixar refredar.

- Bloquejar I'enzim peroxidasa endogena del teixit amb Metanol al 3% de
peroxid d'hidrogen.

- A partir d'aqui i fins a posar el DAB, després de cada pas es van

realitzant 3 rentats amb PBS 1x.
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- Bloquejar Avidina-Biotina endogena amb “Dako Biotin Blocking System’
(Dako) seguint les instruccions del fabricant.

- Bloquejar I'anticos secundari amb sérum Anti-goat (Zymed).

- Posar l'anticos primari i deixar-lo tota la nit a 4°C en una cambra
humida. Diluir I'anticos primari si és necessari amb “Dako Antibody
Diluent Background Reducing Components’ (Dako).

- L'endema, afegir I'anticos secundari biotinilat entre 30-45 min en una
cambra humida a temperatura ambient. Diluir I'anticos secundari si es
necessari amb “Dako Antibody Diluent Background Reducing
Components’.

- Afegir ABC kit Standard (Vector Laboratories), tal i com indica la casa
comercial. Deixar 30 min a temperatura ambient a la cambra humida.

- Revelar amb el DAB diluit 1/10 amb tampé peroxidasa (Dako).

- Quan puja la coloracié rentar rapidament amb aigua corrent i
contratenyir amb Hematoxilina (Dako, Real Hematoxylin, Cat# $2020).

- Muntar amb Aquatex (Merck)

- Les immunohistoquimiques van ser observades amb llum transmesa en

el microscopi.

Els anticossos que vam utilitzar van ser els segiients:

Anticos Dilucié Ref.# | Casacomercial
Mieloperoxidasa Jave preparatidiluit | AB15484 Abcam
a-SMA 1:100 AB5694 Abcam
Conill-biotinilat (2°) 1:200 550338 BD Pharmigen

15. Immunocitoquimica.

La immunocitoquimica és un metode pel qual es poden localitzar proteines de
cel-lules en cultiu. La tincié immunocitoquimica es realitza mitjangant anticossos
altament especifics que reconeixen la proteina diana. Per a aquest proposit, es
van fixar i permeabilitzar les céllules per garantir una correcta penetrabilitat de
I'anticos dins la céllula. La interaccié anticos-antigen es visualitza per
fluorescencia.

Procediment:
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- Es posen cubres autoclavats de 10 mm de diametre en pous d'una placa de
12,1 es plaquegen a sobre les CEH.

- Als 6-7 dies s'aspira bé el medii es realitzen un parell rentats amb PBS 1x.

- Es fixen les cel-lules afegint 0.5 mL/pou de formalina 10% durant 10-15 min a
temperatura ambient.

- Rentar un parell de cops amb PBS 1x.

- Permeabilitzar les cel-lules amb 0.1% saponina en 0.5% BSA/PBS durant 10 min
a temperatura ambient.

- Rentar un parell de cops amb PBS 1x.

- Bloquejar amb 3% BSA/PBS durant 45-60 min a temperatura ambient.

- Afegir I'anticos primari en 1% BSA/PBS durant 2 h a temperatura ambient.

- Rentar tres cops amb PBS 1x.

- Afegir 'anticos secundari en 1% BSA/PBS durant 1 h a temperatura ambient a
les fosques.

- Rentar tres cops amb PBS 1x a les fosques.

- Muntar amb “Fluorescent Mounting Medium" (Dako) a les fosques.

- Deixar a les fosques un minim de 4 h a temperatura ambient perqué s'assequi
el muntatge.

- Les immunocitoquimiques van ser observades en un Microscopi Confocal de
Leica SPE.

Els anticossos que vam utilitzar van ser aquests:

Anticos Dilucié Ref. # Casa comercial
CtsB 1:25 06-480 Miljpore
CtsD 1:50 SC-6486 St. Cruz
LAMP2 1:50 AB13524 Abcam
F4/80 1:50 SC-52664 Sta. Cruz Blotech.
Alexa Fluor 647 1:1000 A21245 Invitrogen
Alexa Fluor 594 1:100 A11080 Invitrogen
Alexa Fluor 488 1:100 A11006 Invitrogen

16. Quantificacio d’Hidroxiprolina

La Hidroxiprolina és un dels aminoacids més caracteristics del col-lagen juntament
amb la Hidroxilisina. Aixi doncs, la quantificacié d'Hidroxiprolina en teixit serveix
per quantificar indirectament el contingut de collagen d'aquest. La deteccié

d'aquest aminoacid es va fer mitjangant una técnica que quantifica els nivells de 4-
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Hidroxiprolina en hidrolisats de teixit. Gracies a una hidrolisi acida s'aconsegueix

alliberar la Hidroxiprolina dels teixits homogenats. La Hidroxiprolina lliure és

oxidada per la T-Cloramida produint un compost del tipus pirrole. Finalment,

I'addicié de I'agent Ehrlich resulta en la formacié d'un cromofor amb una longitud

d'ona maxima de 558 nm que podra ser quantificat per espectrofotometria.

Procediment:

1. Tractament de les mostres:

Pesem el fetge (20-50 mg) i afegim HCl 6 N en la proporcié: 50 mg de fetge-
500 pL de HCI 6N.

Homogeneitzem el fetge amb el HCl 6N en eppendorfs amb mini-embols
(Sigma-Aldrich, Cat# Z359947) a temperatura ambient.

Recollim 'homogenat i el passem a criotubs.

Incubar a I'estufa a 100°C tota la nit.

L'endema treiem els criotubs de l'estufa i esperem que es refredin.

Passem el contingut dels criotubs a eppendorfs i els centrifuguem 10 min a
12000¢a 4°C.

Agafem 50 pL de sobrenedant (intentant no agafar la fase de sobre més fosca)

i el passem a un eppendorf.

2. Determinacié de la Hidroxiprolina:

Hidroxiprolina estandards (0-10 pg) sén preparats a partir d'un stock de
Hidroxiprolina (HP) 1T mg/mL. Els estandards es dissolen en NaOH 2N en un
volum total de 50 pL.

Estandards Opg [2.5pg |5pg |7.5pg |10 pg
Stockde 1 mg/mLHP|OpL  |25uL |5pL [75pL |10pL
NaOH 2N 50pL  |47.5pL |45l [42.5pL |40 puL
Volum final 50pL |50pL  [50puL [50pL |50pL

S'incuben els estandards en criotubs 20 min a I'estufa a 120°C.

S'afegeixen a les mostres i als estandards 450 plL de la solucié T-Chloramida
(0.64 g T-Cloramida en 10 mL 50% 2-Propanol i 40 mL tampé Acetat-citrat pH
6.5 (en un volum de 100 mL posem acetat sodic trihidratat 0.88 M, acid citric
anhidro 0.23 M (Fluka), NaOH 0.85 M, 1.2 mL Acid acétic glacial (Panreac))).

Es barreja amb un vortex suau i s'incuba 25 min a temperatura ambient.
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- S'afegeixen 500 pL de solucié Ehrlich (4.5g de 4-Dimetil-aminobenzaldehid en
20 mL 2-Propanol i 10 mL de 70% Acid Percloric 70% (Merck)), i es barreja
amb un vortex suau.

- S'incuba 20 min a 65°C en un bany. S'observa un canvi de color.

- Es deixen refredar els eppendorfs i es llegeix ['absorbancia en un

espectrofotometre a 550 nm.

17. Extraccio d'RNA

L'extraccié d'RNA es va fer amb I'agent quimic TRIzol (/nvitrogen), la base del

qual és de fenol i tiocianat de guanidini, que permet l'aillament d'/RNA total de

cellules i teixits. Durant 'homogeneitzacié o la lisi el TRIzol manté la integritat de

I'RNA, mentre que trenca les cél-lules i dissol els components cel-lulars. L'addicié

de cloroform seguida d'una centrifugacid, separa la solucié en una fase aquosa i

una organica. El RNA es recupera de la fase aquosa per precipitacié amb 2-

Propanol.

En tot el procediment el material ha d'estar préviament autoclavat i els reactius

emprats, cloroform, 2-Propanol i etanol, amb qualitat per a Biologia Molecular i

per tant lliures de DNasas i RNasas.

Procediment:

1. Passos previs per I'extraccié d'RNA en CEH:

- Afegir 750 pL de TRIzol per 0.5-1x10° céllules i esperar 5 min a temperatura
ambient.

- Recollir el TRIzol juntament amb el lisat cel-lular en un eppendorf.

2. Passos previs per I'extraccié d'RNA de fetge:

Afegir 200 pL de TRIzol a 25-50 mg de fetge i esperar 5 min a temperatura
ambient i homogeneitzar amb mini-embols esterils (Sjgma-Aldrich, Cat#
7359947).

Afegir 500 pL de TRIzol i barrejar per inversio.

3. Protocol d'extraccié d'RNA per CEH i fetge:

- Afegir 200 pL de Cloroform i barrejar per inversié 15 vegades i deixar-ho 2

min a temperatura ambient.

- Centrifugar a 120002 15 min a 4°C.

- Recuperar al voltant de 500 pL de la fase aquosa.

- Afegir 500 pL de 2-Propanol i barrejar-ho bé. Deixar-ho 10 min a temperatura
ambient.

- Centrifugar a 12000 10 min a 4°C.
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- Resupendre el pelet (RNA) en 1 mL d'etanol al 70% i guardar-lo a -20°C
durant unes hores o tota la nit.

- Centrifugar a 7500¢ 10 min a 4°C, eliminar el sobrenedant, deixar secar el
pelet a l'aire uns 5 min i resuspendre 'RNA en 50 pL d'aigua esteril en el cas
de CEH i 100-150 pL en el cas de fetge. NOTA: si es deixa secar massa el
pelet, el RNA perd solubilitat.

- Es va mesurar la concentracié de 'RNA en un espectrofotometre (NanoDrop)
mesurant |'absorbancia a 260 nm i 280nm. La puresa de I'RNA es va avaluar
pel quocient A260/280 que sempre es va trobar entre 1.7-2.

18. PCR quantitativa a temps real (RT-PCR real time)
La PCR quantitativa a temps real és idéntica a una PCR convencional exceptuant la
monitoritzacié de la progressié de la reaccié gracies a una camera. Concretament
es va fer servir un marcador fluorescent (SYBR green). Aquest marcador
fluorescent només ddna fluorescéncia quan s'uneix a la doble cadena de DNA.
Aixi doncs, a mida que el nimero de copies augmenta també augment la
fluorescencia.
Procediment:
- Les reaccions es van dur a terme segons les especificacions del fabricant en
una maquina MyiQ single color real-time PCR detection System (BioRad).
- Vam fer servir el kit iScript™ One-Step RT-PCR Kit with SYBRGreen (BioRad).
Per una reaccié de 25 pL es va afegir:

o 12.5pL de 2xSYBR Green RT-PCR Reaction Mix

o 0.5 pL d'iScript Reverse Transcriptasa for One-Step RT-PCR

o 1.5 pL d’encebador (mix 5 pM) (/nvitrogen)

o 3 plL d'aigua sense nucleases

o 7.5puL d'RNA a concentracié 10 ng/pL
- Programa:

- 10mina50°C.

- 5mina95°C.

50 cicles:

* 15segonsa 95°C.
= 25segonsa55°C.
*= 35segonsa/2°C.
1 minut a 95°C.
- 10segonsa 55°C.
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Com a gen de referencia o control varem fer servir de forma rutinaria la B-actina.

El Cross Threshold (CT) es defineix com el nimero de cicles necessaris per a que

totes les mostres de I'estudi superin un umbral ( 7Areshold) o background de

fluorescencia. El valor de CT per a cada mostra és inversament proporcional a la

de RNAm o cDNA del gen en qiiestié quantitat present a la mostra, aixi quan més

petit sigui el valor de CT, més expressié del gen corresponent.
El CT de I'RNA d'analisi es va comparar amb el CT de 'RNAm constitutiu B-actina

per les CEH i el fetge. La quantificacié es va fer seguint una modificacié del

metode de Pfaffl (Pfaffl 2001), amb la segiient férmula:

Expressié del gen X d'interés=2 “(ACTexp- ACTetr)
On Ia. ACT= CTgenX'CTB_actina

Els primers o encebadors utilitzats van ser els segiients:

Gen Sentit (FW) Antisentit (RV)
Encebadors RATOLI
a-SMA (NM_007392) CCGACCGAATGCAGAAGG AAGGTAGACAGCGAAGCCAA
TGF-p (NM_011577) GTCAGACATTCGGGAAGCAG GCGTATCAGTGGGGGTCA
Procol-lagen-a1(l) (NM_007742) GAGCGGAGAGTACTGGATCG GTTCGGGCTGATGTACCAGT
MMP-2 (NM_008610) ACCTGAAGCTGGAGAACCAA CACATCCTTCACCTGGTGTG
MMP-9 (NM_013599) CAAATTCTTCTGGCGTGTGA CGGTTGAAGCAAAGAAGGAG
TIMP-1 (NM_001044384) CATGGAAAGCCTCTGTGGAT CTCAGAGTACGCCAGGGAAC
TNF (NM_013693) CTGAACTTCGGGGTGATCGGT ACGTGGGCTACAGGCTTGTCA
B-actina (NM_007393) GACGGCCAGGTCATCACTAT CGGATGTCAACGTCACACTT
Encebadors HUMA
a-SMA (NM_001613) CCGACCGAATGCAGAAGG ACAGAGTATTTGCGCTCCGGA
MMP-2 (NM_004530) ACGACCGCGACAAGAAGTAT ATTTGTTGCCCAGGAAAGTG
MMP-9 (NM_004994) GACAAGCTCTTCGGCTTCTG CTCGCTGGTACAGGTCGAGT
TIMP-1 (NM_003254) AGTGGCACTCATTGCTTGTG GCAGGATTCAGGCTATCTGG
Procol-lagenal(l) (NM_000088) CCTGGATGCCATCAAAGTCT ACCAGACATGCCTCTTGTCC
B-actina (NM_001101) GGACTTCGAGCAAGAGATGG AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG

19. Estudi en pacients amb NASH

19.1. Cohort de pacients amb NASH

Es van incloure a l'estudi pacients amb esteatohepatitis no alcoholica
(NASH) definida (n=18), o borderline (n=14) (d'acord amb la classificacid
de Kleiner (Kleiner etal. 2005)) que havien estat enviats a I'hospital per
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cirurgia bariatrica. Els pacients se'ls realitza un bypass gastric per

laparoscopia i durant aquest procés s'obté una biopsia utilitzant una agulla

Tru-Cut.

Per altre banda, els fetges control es van obtenir de donants de fetge sans

(n=3) o bé de reseccions de metastasi hepatica (n=2). Tots els controls a

més tenen nivells de transaminases i histologia hepatica normals. A més,

cap dels pacients control no tenia historia medica de malaltia hepatica,
abus d'alcohol o sindrome metabolic.

Aquest estudi va ser aprovat pel comite etic de I'Hospital Clinic de

Barcelona, i tots els pacients van donar el consentiment.

19.2. Analisi de I'expressio génica hepatica en mostres humanes

Les mostres de biopsies humanes es van conservar en un tub amb solucié

RNA later, i es van guardar a -20°C fins a I'extraccié d'/RNA.

Procediment:

- S'extreu I'RNA total amb el reactiu TRIzol.

- 500 pg d'RNA total es va retrotranscriure amb el kit Ajgh-capacity
complementary DNA Archive Kit (Applied Biosystems).

- Els gens seleccionats van ser distribuits en una placa de 384 pous (384-
well Tagman Low Density Array card), i les mostres van ser analitzades
en quadruplicats usant un ABI PRISM 7900 (Applied Biosystems).

- Es van usar assajos TagMan predissenyats pels gens diana: CtsB
(Hs00157194_m1), ASMase (Hs00609415_m1) i 18S
(Hs99999901_s1).

- Els nivells d'expressié dels gens diana es van normalitzar amb
I'expressié del 185 (gen endogen).

- Els valors de I'expressié genica van ser calculats basant-se en el metode
de la AACt. Els resultats expressats com a 24 es refereixen a

I'augment en relacié a la mitjana dels fetges control.

20. Estadlistica

Totes les imatges mostren un resultat representatiu de com a minim 3
experiments independents. L'analisi estadistic es va fer usant el software de
Microsoft Excel. La significacié estadistica de les diferencies es van determinar

usant el test t-d'Student no parameétric.
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