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1. ABREVIACIONS

ADN: acid desoxiribonucleic

AFLD: alcoholic fatty liver disease

AFP: proteina alfa-fetal

AKT: proteina quinasa B

ALT: alanina transaminassa

Apol: apoliproteina 1

APP: proteines de fase aguda

ARIDIA, B, 2: domini ric en interaccié a A-T

AST: aspartat transaminassa

AXIN1: proteina d’inhibicio de I'axis 1

aSMA: actina muscular o smooth muscle actin

BAX: X associada a BCL2

BCL2, xl: limfoma de cél-lules B 2

BMI: index de massa corporal

CAFs: fibroblasts associats a cancer

CCL2, 5,9, 21: lligand de quimioquina amb motiu C-C
CCND1: ciclina D2

CCR2, 5: receptor de quimioquina C-C

CD4, 8, 14, 16, 68, 31, 151: glicoproteines de membrana
CDKNZ2A, 2B: inhibidor de quinasa dependent de ciclina
CE: ester de colesterol

CLC: citoquina semblant a cardiotrofina

CLD: malaltia cronica del fetge

CNA:s: variacions del nombre de copies

CPEB1-4: element de poliadenilaci¢ citoplasmatica
CSC: cel-lula mare cancerosa

CSFI1R: receptor del factor 1 estimulador de colonies

CTL: limfocit citotoxic

Abreviacions
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Abreviacions

CTNNBI: catenina B 1

CX3CLI1: Lligand de quimioquina amb motiu C-X3-C
CX3CRI1: receptor de CX3CL1

CXCL 1,9, 11, 16, 25, 32: ligand de quimioquina amb motiu C-X-C
DAMP: damage-associated molecular pattern

DC: cel-lula dentritica

DNL: lipogénesi nova

ECM: matriu extracel-lular

EGEF: factor de creixement endotelial

EGFR: receptor de factor de creixement de I'epidermis
EMT: transicio epiteli-mesénquima

eNOS: sintetasa endotelial d’oxid nitric

ESC: cel-lules mare embrionaries

FAO: oxidacié d’acids grassos

FFA: acids grassos lliures

FGEF: factor de creixement de fibroblast

FOXMI: caixa de forquilla M1 o forkhead box
GLUTT1: transportador 1 de glucosa

GPx4: peroxidasa de glutatio 4

GRASP: proteina que permet el remuntatge de I'aparell de Golgi
HCC: carcinoma hepatocel-lular

HCV: hepatitis C

HFD: dieta greixosa
HIF1a: factor induible per hipoxia

HIV: virus immunodeficiéncia humana
HSC: cel-lules hepatiques estrellades
[CAM-1: molécula d’adhesio intercel-lular
IKK: quinasa IK

IL6, 10, 13, 15, 17, 22, 27, 31, 1p: interleuquina
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INF: interferd

KC: cel-lules Kupffer

KO: noquejat

LD: gota de greix

LDL: lipids de baixa densitat

LDLR: receptor de lipoproteines de baixa densitat
LIF: factor inhibidor de leucemia

IncRNA: RNA llarg no codificant

LSEC: Cel-lules endotelials sinusoidals hepatiques
LY6C: complex 6 d’antigens de limfocit

MAL2: proteina de mielina i limfocits 2

MAMP: microbial-associated molecular patern
MHCII: complex d’histocompatibilitat

miR181b, 214-5p, 222, 199a: micro RNA no codificant
MLL3, 4: proteina de llinatge mixt de leucémia
MMP13: metal-loproteinassa

MRI: ressonancia magnética

mRNA: missatger d’acid ribonucleic

MYC: Avian Myelocytomatosis Viral Oncogen
NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease

NASH: non alcoholilc steatohepatitis

ncRNA: RNA no codificant

ND: dieta normal

NFE2L2: factor nuclear d’eritrocits semblants al factor 2

NEkP: factor nuclear kappalight-chainenhancer de cél-lules B activades

NK: assassins naturals o natural killer
NKT: limfocits natural killer
NLRP3: proteina 3 amb dominis NOD, LRR i pyrin

NO: oxid nitric
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OMM: membrana mitocondrial exterior

pl6INK4A: inhibidor de quinasa depenent de ciclines
p21: inhibidor de quinasa depenent de ciclines
PDGE: factor de creixement derivat de plaquetes
PD-L1: lligand de receptor de mort programada
PhSTATS3: factor de traduccié de senyal i activacié de la transcripcio 3 fosforil-lat
PI3K: quinasa de fosfo-inositol

PKM2: isoenzim piruvat quinasa

PIGF: factor de creixement de placenta

PRR: patern recognition receptor

PTEN: homoleg de fosfatassa i tensina

RA: acid retinoic

RB1: retinoblastoma

RME: endocitosi mediada per receptor

ROCK: quinasa associada a Rho

ROS: reactius lliures d’oxigen

SASP: fenotip secretor associat a senescéncia
SA-BGal: galactosidasa associada a senescéncia

SC: stem cell

SRB1: receptor scavenger B de tipo 1

STATS3: factor de traduccio de senyal i activacio de la transcripcio 3
TAG: triacilglicerol

TAM: macrofags associats a tumor

TERT: transcriptasa reversa de telomers

TGFp: factor de creixement transformador

Th1, 2: limfocit T helper

TIMP: inhibidors de metaloproteinasses

TNFo: factor de necrosi tumoral
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TP53:

Tregs: limfocits T reguladors

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferasa (TdT) dUTP nick end labeling
UTR: regi6 no traduida

UPR: resposta a proteines mal plegades

VEGEF: factor de creixement vascular endotelial

VLDL: lipoproteina de molt baixa densitat

XIAP: proteina inhibidora d’apoptosi lligada a X
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Resum

2. RESUM

El carcinoma hepatocel-lular (HCC) és la segona causa de mort relacionada amb cancer i
té avui en dia opcions terapéutiques molt limitades. Tot i que el HCC s’acostuma a estudiar
en estats de malaltia hepatica molt avancats, a la majoria dels casos evoluciona des d’estadis
de malaltia més primerencs com la malaltia del fetge no alcoholica (NAFLD). Aquesta té
una elevada prevalenca i estd relacionada amb malalties metaboliques derivades de
I'epidémia mundial d’obesitat. Des de I'esteatosi, fins a I'esteato-hepatitis passant per la
fibrosi, la cirrosi i finalment HCC, els hepatocits pateixen canvis en 'expressio génica que
tot i que en un primer moment tenen |'objectiu de resoldre 'acumulacio de triglicerids,
posteriorment contribueixen al desenvolupament de la malaltia. La interaccio entre les
cel-lules hepatiques i el ninxol tumoral juguen un paper essencial en el desenvolupament
de HCC. Sumat a aix0, la regulacio post-transcripcional de les proteines esta emergint com
a un regulador critic per a processos biologics com son 'expressio de citoquines, el control
temporal de la resposta immunitaria i el desenvolupament de tumors. Un mecanisme de
control clau per la traduccio i estabilitat dels mRNAs consisteix en els canvis de llargada en
la cua poly(A) i aquest procés és regulat per les proteines CPEBs (proteines d’unié a
I'element de poliadenilacio citoplasmatica). Aquestes s’uneixen a la regié 3’-no codificant
o UTR dels mRNAs que contenen 'element d’uni6 CPE (element citoplasmatic de
poliadenilacio) i poden arribar a intervenir en la divisié cel-lular, la senescéncia, la
inflamacié i per tant en el desenvolupament de cancer. La familia de proteines CPEB1-4
son cada vegada més reconegudes per les seves funciones multiples depenent del context
del microambient i l'estadi de la malaltia, aixd fa complex entendre les implicacions
especifiques en les diferents patologies. Aquest és el repte que encara esta per assolir i que
ens disposem a encarar en aquest projecte pel que fa a CPEB4, el cancer de fetge i I'obesitat.
Hem observat que la manca de CPEB4 a llarg termini estimula I'aparicié d’obesitat quan
es consumeix una dieta rica en greixos, estimula el guany de pes sense necessitat de consum
de HFD i sobretot exacerba el fenotip patologic de la malaltia cronica del fetge. En relacio
al cancer de fetge, podem dir clarament que la manca d’expressio de CPEB4 en un context
d’obesitat incrementa el nombre de lesions al fetge i el caire maligne d’aquestes. Sembla ser
que la manca de CPEB4 permet 'entrada en senescéncia de les cel-lules danyades en un
primer moment. Les cel-lules amb potencial tumoral per tant escapen el sistema
immunitari, i el fetge es manté en un estat primerament i aparentment més saludable.
Aquestes cel-lules pero, es reactiven en algun moment posterior quan el sistema immunitari
ja no sembla ser capac d’eradicar els processos tumorals que es troben en estat avancat. Tot
plegat destacaria el potencial de CPEB4 com a proteina supressora o limitant de les
propietats tumorigeéniques i inclus proliferatives de les cel-lules tumorals en el cas del cancer
de fetge, perd donat l'increment en la penetrancia del fenotip en els animals KO de tot el
cos, podem dir que CPEB4 també té un efecte en altres factors com pot ser l'evasio del
sistema immunitari i la polaritzacio tolerogénica d’aquest, que permet que les lesions
sobrevisquin més i prosperin causant HCC. Els nostres resultats aporten més evidéncies a
les funcions paradoxals de CPEB4 en el desenvolupament de cancer i per tant ressalten la
necessitat de definir un marc d’utilitzacié d’aquesta molécula en cas de desenvolupar una
terapia.
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Introduccio

3. INTRODUCCIO

El fetge, amb un pes mitja de 1500g és la glandula més gran de 'organisme i el segon teixit
més extens de tot el cos després de la pell, el seu pes ocupa aproximadament el 2-3% del
pes total del cos. Duu a terme mes de 500 funcions vitals que juguen papers essencials tant
en el manteniment de 'homeostasi com en 'inici i progressio de patologies '. Entre els
mecanismes biologics més importants en els que esta involucrat hi trobem: detoxificacio de
productes metabolics de rebuig; destruccio d’eritrocits no funcionals i absorcié dels seus
components; sintesi i secrecié de bilis al duode per mitja del sistema biliar; sintesi de
proteines plasmatiques inclosos els factors de coagulacio pero excloent les
immunoglobulines; sintesi de lipoproteines plasmatiques; i finalment, funcions

metaboliques.

A consequiencia de ser el filtre de toxines de tot 'organisme, el fetge estd constantment
exposat a estrés i malauradament, I'aparicié de malaltia hepatica cronica i cancer és cada
vegada més comu. Aquest increment en la incidéncia es deu a l'estil de vida sedentari i a
I'alimentacio rica en hidrats de carboni i greix de la cultura occidental que mantenen
lorganisme en un estat d’inflamacié cronica. Aquesta inflamacié cronica es torna
patologica en persones amb obesitat i altera 'equilibri del sistema immunitari promovent
el dany tissular i I'establiment de cel-lules amb potencial maligne a tot 'organisme pero
especialment al fetge. En aquest sentit, el carcinoma hepatocelular és un dels cancers més
mortifers a tot el mon i les opcions terapéutiques son reduides.

3.1. Anatomia del fetge

En humans, el fetge es localitza a sota del diafragma a la dreta, dins la cavitat abdominal i
conté quatre lobuls que estan units entre ells. A la part anterior del cos, s’hi troben el lobul
dret gran i el lobul esquerre petit mentre que a la regié en contacte amb les visceres s’hi
troben el lobul caudat amunt i el quadrat a sota sempre situats entremig dels lobuls dret i
esquerre. Tot el fetge huma es troba envoltat per una capsula de col-lagen anomenada
capsula de Gilsson i aquesta és continua amb l'estroma intern del fetge. El fetge es
caracteritza per estar envoltat i travessat per lligaments que li permeten mantenir la posicio
i també per la presencia adherida, a sota del lobul dret, de la vesicula biliar (Figura IB) *°.

En ratoli, un dels models animals més utilitzats en investigacio, 'estructura del fetge és
lleugerament diferent a 'huma i és més gran en proporcié a tot el cos representant un 3-
5% de tot el pes del cos. De fet, practicament tota la part superior de la cavitat abdominal
és fetge. En aquest cas no hi ha lligaments que permetin diferenciar els diferents lobuls
perd també podem trobar quatre lobuls diferenciats que son els anomenats dret, esquerra,
caudat i mitja. Els lobuls dret i mitja estan partits en dos, units per uns petita regio de teixit.
Del centre de la unio de tots els lobuls i passant entremig de les dues parts del lobul mitja
hi trobem la vesicula biliar (Figura 1A) *.
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A. FETGE RATOLI

Lobul esquerre
Vesicula biliar

Lobul mitja

Lobul
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Lobul dret

Lobul mitja Lobul esquerre
Vesicula biliar
Lobul mitja
Lobul esquerre
Lobul dret

Lobul dret

Lobul esquerre
Lobul caudat

B. FETGE HUMA

Lobul caudat

Lobul dret Diafragma

Lobul caudat
Lobul esquerre
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Lligament
falciforme Artéria
hepatica

Conducte
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biliar

Vesicula biliar
Lobul quadrat

Figura 1. Anatomia del fetge de ratoli (A) i del fetge huma (B) (extret i modificat de Tajiri et al, 2017).
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Tot i les lleugeres diferéncies en 'anatomia macroscopica, les dues espécies compartim les
vies de subministrament de sang i la micro-anatomia que atorguen al fetge la capacitat de
dur a terme la seva funci¢ vital. L'organisme requereix oxigen per al seu correcte
funcionament i en aquest sentit, I'oxigen necessari per donar suport a la intensa activitat
metabolica del fetge, prové de la sang arterial i arriba a través de I'artéria hepatica. Podem
dir llavors, que el fetge té dues fonts principals de sang; per una part la sang venosa (80%)
que sera drenada i per altre part la sang arterial (20%) per al subministrament d’oxigen i
nutrients necessaris per al funcionament del teixit (Figura 2). El drenatge venos del fetge
té lloc a través de la vena hepatica i la limfa i va a parar directament al conducte toracic.
Aixi doncs, la posicié del fetge al sistema circulatori és clau per a recollir, transformar, i
acumular metabolits a la vegada que per a neutralitzar i eliminar substancies toxiques.
Aquests processos d’eliminacio de toxics tenen lloc a la bilis, una secrecio essencial per a la
digestio de lipids.

SORTIDA
Sang desoxigenada
del fetge

Vena hepatica

Artéria hepatica

ENTRADA (25%)
Sang oxigenada de
l'aorta

Vena Porta
Conducte
biliar

ENTRADA (75%)
E?RTID(;\ id | Sang desoxigenada
fIS:plogtiida:pels rica en nutrients dels
hepatocits intestins

Figura 2. Flux sanguini al fetge

El fetge té una mico-anatomia especifica que li permet mantenir les seves funcions
polifacetiques i 'homeostasi del teixit (

Figura 3). El tipus cel-lular més abundant del fetge son els hepatocits (80%) i es
distribueixen en lobuls amb forma poligonal que permeten maximitzar el contacte entre els
hepatocits i la sang que circula a través del teixit. La resta son anomenades cel-lules no
parenquimals (20%). Als vertex dels lobuls hi ha triades portals, cadascuna amb una venula
(ramificacio de la vena porta), una arteriola (ramificacio de I'artéria hepatica) i un conducte
biliar. Els hepatocits tenen una disposicié radial als lobuls i formen una capa d’una o dues
ceél-lules de gruix organitzades com una paret de blocs de mao. L'espai que es troba entre
les capes s’anomena sinusoide hepatic i esta envoltat per una capa discontinua de ceél-lules
endotelials sinusoidals hepatiques (LSEC; liver sinusoidal endothelial cells) que contenen
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fenestres *°. Els sinusoides comencen a la periferia del lobul alimentats per les branques
terminals de les venes portals i les arterioles hepatiques de les triades portals. Les cel-lules
endotelials se separen dels hepatocits per un espai subendotelial anomenat espai de Disse
que conté els microvil:lis dels hepatocits (

Figura 3). D’aquesta manera, els fluids provinents de la sang travessen la barrera endotelial
i contacten amb la superficie dels hepatocits donant lloc a 'intercanvi de macromolécules
des del lumen sinusoidal a I'hepatocit i a l'inrevés. Aixo permet que els hepatocits
descarreguin tot el component de macromolécules que necessita I'organisme i el
catabolisme d’aquestes. A part de les LSEC, el sinusoide conté cel-lules fagocitiques
anomenades Kupffer (KC; Kupffer cells), son macrofags especifics de teixit que tenen com a
principal funcié metabolitzar eritrocits envellits, restes de la circulacio, digerir hemoglobina
i secretar les molécules necessaries per als processos immunologics que tenen lloc al fetge *
Les cel-lules hepatiques estrellades (HSC; Hepatic stellate cells) es troben a 'espai Disse i
tenen la capacitat d’emmagatzemar la vitamina A obtinguda de I'alimentacié en forma
d’esters de retinil a les gotes de greix i intervenen molt activament a la resposta immunitaria
67 Els estimuls d’estres activen les HSC i les KC donant una resposta que alterara la micro-
anatomia del teixit i per tant el seu equilibri i funcionament.
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Figura 3. Microanatomia del fetge: el sinusoide hepatic en un fetge normal (a) i un fetge fibrotic (b) (extret de Herndndez-

Gea i Friedman 2011)

3.2. Fisiologia del fetge

El fetge duu a terme les seves funcions fent servir directament els productes obtinguts de la
digestié que son absorbits per els enterocits de I'intesti i promou la biosintesi de noves
molecules. Aixi doncs, amb excepcié de la majoria de lipids que sén transportats
generalment per els vasos limfatics, els productes obtinguts del menjar ingerit,
s’absorbeixen a la sang venosa de l'intesti prim i van al fetge a través de la vena porta abans
d’entrar a la circulacio general. Per tant, la sang que entra al fetge i és alla filtrada, té un
elevat contingut d’aminoacids, sucres simples i altres productes de la digestio pero el
contingut en oxigen és pobre.

El fetge és un organ metabolic clau per a I'obtencié d’energia per a tot I'organisme i les
xarxes metaboliques implicades estan molt regulades amb intervencié de senyals que
provenen dels nutrients, d’hormones i de les neurones °. Una de les funcions més
importants del fetge és el metabolisme de lipids ja que en defineix el seu desti en funcio de
si en fa cossos cetonics, triglicerids, fosfolipids o colesterol. El greix que s’acumula al fetge
del fetus permet obtenir molta energia per a la correcta formacié de la resta de teixits °. El
metabolisme de la glucosa a través de la glicolisi és també una funcio essencial i permet
I'obtencié d’energia per a tot I'organisme. En un estat de nutricio assolida, els productes
de la glicolisi se sintetitzen per a generar nous acids grassos i aquests s’acumulen als
hepatocits en forma de LD (lipid droplets o gotes de greix) o se secreten a la circulacio en
forma de VLDL (lipoproteina de molt baixa densitat). En un estat de nutricio no assolida,
el fetge secreta glucosa a través de la digestio del glicogen i de la sintesi de noves molécules
de glucosa ®.

Ja que el fetge esta continuament exposat a toxines, aquest ha desenvolupat la capacitat de
ser tolerant perd també la d’iniciar processos apoptotics o autofagics si és necessari per tal
de mantenir '’homeostasi del teixit. De fet, 'autofagia protegeix el teixit danyat eliminant
macromolécules i organuls a través dels lisosomes que li permeten mantenir el balanc
energétic i reciclar nutrients. Tot i aixi, 'autofagia descontrolada juga un paper important
en el desenvolupament de la malaltia hepatica a tots els nivells '°.

3.2.1. Tipus cel-lulars

3.2.1.1. Hepatocits

Els hepatocits conformen el 80% del component cel-lular del fetge. Tal i com ja hem
explicat anteriorment, la seva funcié principal és captar la sang del sinusoide i filtrar-la,
pero segons la localitzacio especifica a la que es trobin dins el teixit, aquests poden tenir
diferents funcions. Les cel-lules situades a la zona peri-portal estan involucrades
principalment amb el metabolisme oxidatiu (metabolisme del glicogen, gluconeogenesi,
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oxidacié d’acids grassos i sintesi d’urea) mentre que les cel-lules situades a la zona peri-
central amb venules, estan involucrades en la glicolisi anaerobica, lipogénesi i cetogenesi
aixi com en la sintesi de lipoproteines i glutamina °.

3.2.1.1.1. Polaritzacio, transport i homeostasi

Per a poder assolir totes les seves funcions I’hepatocit ha evolucionat convertint la seva
membrana en un aparell super transportador que treballa complexa i continuadament amb
un sistema basat en la formacio de vesicules i proteines trans-membrana ''. Igual que la
resta de cel-lules epitelials, els hepatocits tenen membranes plasmatiques als dominis
apicals i baso-laterals que contenen diferents proteines de superficie, canals i receptors. Al
domini sinusoidal (baso-lateral), hi resideixen els receptors quinasa intrinsecs com EGFR,
receptors claus de lipids i ferro tals com el receptor de lipoproteines de baixa densitat
(LDLR) o el receptor de transferrina (TfR) perd també hi trobem transportadors encarregats
de captar acid biliar. Al domini canalicular (apical), hi ha transportadors de cassets ’ATP
(ABC) i altres transportadors encarregats de la sortida d’acid biliar (Figura 4B).

L’exclusivitat dels hepatocits no es deu només a tota la maquinaria que contenen sino
també a la seva estructura, ja que poden tenir diversos dominis baso-laterals i apicals a prop
els uns dels altres que els hi permeten mantenir la integritat dels sistemes secretor, excretor
i endocitic (Figura 4A). Gracies a la seva caracteristica poliploide derivada de citocinesis
incomplertes, contenen diversos parells de centriols que permeten I'existéencia de multiples
centres organitzadors de microtabuls '»". Es poden trobar Aparells de Golgi propers a
aquests centres que podrien indicar que son centres independents per a la importacio i
exportacio de proteines '*. Aixi doncs, és essencial la seva estructura tubular perd també és
essencial la seva polaritzacié mitjancant la preséncia selectiva de proteines de membrana
residents als dominis sinusoidals o canaliculars. Un bon exemple és la produccio d’acid
biliar que requereix una composicio especifica i la funcionalitat i coordinacié dels dominis
apical i baso-ateral; els components s’originen a I’hepatocit des del qual han de ser
transportats a la membrana apical fins al canalicle biliar que es forma entre els hepatocits
adjacents. Per altre banda, components de I'acid biliar que es transporten per la circulacio
son captats per I'hepatocit a través de la membrana sinusoidal.

Entre les proteines clau secretades pels hepatocits hi trobem: a-fetoproteina, albiumina,
transferrina, plasminogen, fibrinogen i factors de coagulacio .

L’hepatocit té diversos mecanismes que li permeten dur a terme endocitosi, entre ells es
troben I'endocitosi basada en caveoles, 'endocitosi que inclou la fase fluida i la més activa
i descrita que ¢és 'endocitosi mediada per receptor (RME) '°. Aquesta capacitat endocitica
esta estretament relacionada amb I'activitat metabolica i un exemple és el control de

I’homeostasi de la glucosa.

Els hepatocits, al igual que moltes altres cel-lules epitelials duen a terme el procés anomenat
transcitosi per a transportar la carrega fluida o proteica d’'un domini de la membrana a un
altre ja sigui baso-lateral cap a apical o a I'inrevés. Tot i aixi, en aquest sentit el hepatocits
també son Unics i tenen un sistema de transcitosi especific que els permet transportar les
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proteines acabades de sintetitzar des del Golgi a la membrana sinusoidal abans de ser
transportats a la membrana canalicular . Estudis suggereixen que aquest mecanisme de
transcitosi en hepatocits és dependent d’espécies de lipids tal com colesterol o
glicoesfingolipids que no tenen un efecte directe perd que alteren I'activitat del regulador
MAL2 que és una proteina de membrana anomenada proteina 2 de limfocits i mielina. Tot
i aixi, els mecanismes especifics pels quals MAL2 controla aquest procés no han estat

determinats '*".
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Figura 4. Polaritzacié i mecanismes de transport de 'hepatocit (extret i modificat de Schulze et al, 2019)

El fetge i en concret 'hepatocit és un punt critic per a 'absorcio, emmagatzematge, digestio
i secrecio de lipids. Els lipids de la dieta son secretats a la circulacié en forma de
lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL) gracies als hepatocits ''. Els acids grassos
continguts a les VLDL derivades d’hepatocits provenen de quatre fonts principals: acids
grassos units a albumina secretats pel teixit adipds a través de lipolisi; lipoproteines
romanents internalitzades derivades de la dieta; lipoproteines d’elevada densitat derivades
d’esters de colesterol (CE) que son internalitzades; triacilglicerols (TAG) sintetitzats per de
novo lipogénesi . Alguns estudis suggereixen que proteines com TANGO]1 participen en
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la secrecio de carregues de volum elevat com sén les VLDL formant canals de transport,
perd els mecanismes que ho descriuen encara son un misteri *"*%. Si que es coneix, pero,
que el mecanisme d’internalitzacio de lipoproteines és mitjancant el sistema RME
reconeguts per el receptor de lipoproteines de baixa densitat (LDLR) . Les lipoproteines
de baixa densitat (LDL) contenen a la seva superficie ApoB100 i ApoE que sén reconeguts
per els LDLR i internalitzats, posteriorment el receptor sera reciclat i retornat a la

membrana **.

Pel que fa al greix, el fetge també t¢ la capacitat d’empaquetar grans quantitats de triglicerids
en forma de gotes de lipids (LDj lipid doplets), formant un nou organul citosolic per a
I'emmagatzematge de lipids i és precisament aquest mecanisme de supervivéncia que afecta
perjudicialment a les societats Occidentals actuals que consumeixen gran quantitat de
carbohidrats i greix *°. Els LD ocupen gran part dels hepatocits alterant el seu funcionament
i provocant NASH que pot acabar conduint al desenvolupament de cancer de fetge.
Aquests LD soén catabolitzats per mecanismes variats que permeten |'obtencio d’energia,

. , . . . . 262
perd també es consumeixen a partir de lipofagia ***.

3.2.1.1.2. Funcié de barrera immunitaria

Aquestes cel-lules no son només una peca clau per al metabolisme sin¢ també conformen
una de les primeres barreres del sistema immunitari promovent la neteja de patogens i la
regulacio immunitaria mitjancant la secrecio i deteccio de molecules del sistema
immunitari innat **. Davant d’una senyal patogénica o inflamatoria els hepatocits tenen la
capacitat de secretar tota una série de proteines que han estat anomenades proteines de
fase aguda (APP). Aquestes proteines poden matar patogens directament o orquestrar la
resposta per a una neteja de patogens adequada. La produccié d’APP esta regulada per
citoquines variades tals com IL6, [L22, IL1 , interfero-y (INFy), i TNFa que activen factors
de transcripcio tals com STAT3 o NFkB 2°. També hi ha proteines reguladores que en
permeten un control estricte com son la familia de proteines potenciadores de la unio a

CCAAT (C/EBP) que estan enriquides al fetge *°.

La primera resposta de I'hepatocit davant d’una infeccio és matar els patogens mitjancant
la secrecio de components de la immunitat humoral en la que participen els limfocits B.
Perd hem de tenir en compte que els hepatocits tenen el sistema del complement activat
de manera constitutiva i molt regulada per tal de mantenir I'organisme lliure de patdogens
a la vegada que mantenen un estat d’immunotolerancia *'.

Per altre banda, és el principal productor de fibrinogen, una proteina que circula per la
sang i permet la formacio de coaguls aixi com 'adhesio de monocits, macrofags i neutrofils.
També sén productors molt actius d’inhibidors de proteases que inactiven les proteases

secretades pels patogens i les cél-lules moribundes >,

Els hepatocits tenen també capacitat de generar quimioquines per atraure cel-lules
immunitaries tals com CCL2 per als macrofags i CXCL1 per als neutrofils **. Finalment,
els hepatocits secreten una seérie de molecules immunoreguladores que permeten contenir
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la resposta immunitaria si aquesta és excessiva com PGLYRP2 (proteina de reconeixement
de peptidoglicans) que té la capacitat de trencar els peptidoglicans en petits fragments que
eviten el seu reconeixement °. També contribueixen a la immunotolerancia reduint
I'expressio de marcadors en situacions patologiques que redueixen la supervivéncia de
cel-lules immunitaries com és el cas de les cel-lules T a partir de 'expressio de PD-L1.

3.2.1.2. Component immunitari

El fetge t¢ un component immunitari especific de teixit i també te la capacitat de captar
cél-lules immunes de la circulacio, aixo li permet desenvolupar una resposta immunitaria
rapida davant dels estimuls que ho requereixin. Ja que és un organ que té com a objectiu
filtrar tot alld que ingerim abans de passar a la circulacio i estendre’s per tot 'organisme,
ha de tenir la capacitat dual de rebutjar toxics i de ser immunotolerant per a permetre
I'entrada de molécules i macromolécules externes. El canvi de fenotip immunotolerant a
immunologicament hiperactiu ha de ser rapid i aixo concedeix al fetge qualitats que el fan
vital i unic.

La cél-lula immunitaria més abundant al fetge son els macrofags. Aquests tenen la capacitat
de fagocitar patogens, cél-lules mortes, restes cel-lulars i diversos components de la matriu
extracel-lular. Els macrofags pero, no sén només importants per la seva capacitat fagocitica
sind que soén un important component de I'arquitectura de I'estroma de molts teixits i
organs regulant no només ’homeostasi siné també la remodelacio d’aquests. Tal i com ja
he anomenat anteriorment en el cas del fetge, els macrofags especialitzats s’anomenen
cél-lules Kupffer. Les KC es troben generalment als sinusoides hepatics disposats a cacar
eritrocits senescents o envellits perd també realitzen altres funcions necessaries per al
desenvolupament del teixit o la regeneracié després d’'un dany ja que tenen la capacitat
d’estimular 'angiogénesi mitjancant la secrecié de proteases i factors de creixement .
Podriem dir que les KC amb els Toll receptors son els primers guardians que s’encarreguen
de lliurar al fetge dels patogens.

Lespectre de ceél-lules immunitaries que ocupen el fetge és extens, i les més estudiades i
abundants son les KC tal i com hem dit anteriorment *°. Aquestes, presenten un patré de
reconeixement de receptors (PRR) per a la deteccié i degradacio de patrons associats a
microbis (MAMP) i també per a la deteccio de patrons associats a dany cel-lular (DAMP)
7 Lorigen de les KC del fetge pot ser variat: el sac embrionari, la medul-la ossia o cél-lules
stem (SC) hematopoetiques derivades del mur ventral de 'aorta a la regié gonadal del
mesonefres (AGM) **. Els macrofags derivats del sac embrionari i les del AGM sén tan
semblants que son generalment considerades per igual, al voltant de la setmana 5 de
gestacié del fetus, les SC hematopoétiques colonitzen el fetge i donen lloc a ceél-lules
madures. Es poden diferenciar segons l'origen ja que contenen algun marcador especific *°
. Les que provenen del sac embrionari expressen el receptor factor 1 estimulador de
colonies (CSFIR) i permet el desenvolupament de les KC especifiques de teixit al fetus
durant el desenvolupament. Els macrofags derivats de la medul-la ossia, expressen el
receptor de quimioquines C-C de tipus 2 (CCR2") i el complex limfocitic de 'antigen 6
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(LY6C") i sén reclutats al fetge on es transformaran en KC *. El reclutament de monocits
al fetge té lloc generalment com a resposta a un estimul inflamatori o dany hepatic per tal
de restablir 'homeostasi del teixit i una vegada han realitzat la seva funcio, esdevenen

apopotics.

Depenent de l'origen i el procés de diferenciacio, les caracteristiques fenotipiques dels
macrofags poden variar (marcadors de membrana i perfil d’expressio genética) aixi com la
seva funcionalitat i aquestes diferéncies també es mantenen entre les especies. Per exemple,
els monocits humans classics (CD14"CD16-) corresponen als monocits GR1°/Ly6C"#" en
ratoli que son CCR2°Cx3CR1"". El Cx3CRI1 o receptor fractalkine, és considerat un
regulador clau per a activitat dels macrofags **. A part de les KC, altres macrofags poden
presentar-se al fetge. Aquests son: macrofags derivats dels monocits, cel-lules mieloides
dendritiques, macrofags associats a ferida, macrofags associats a tumor i cél-lules mieloides
monocitiques supressores. L’adquisici6 d’un fenotip pro-inflamatori o anti-inflamatori

depen del microambient local del teixit ***"* Figura 5.

Coneixer I'espectre complert de macrofags presents i activats al fetge aixi com els
mecanismes implicats i el seu paper en el desenvolupament i progressié de malaltia hepatica
o reparaci6 de teixit és una peca clau des d’un punt de vista terapeutic. Per exemple, els
macrofags associats a ferida contribueixen positivament a la resolucié de la fibrosi
mitjancant la produccié del lligant de quimioquina 9 (CCL9) i metal-lo-proteinasa 13
(MMP13) *. Altres estudis han demostrat la importancia dels receptors especifics
responsables de l'activacio dels macrofags com la integrina alfa-beta3 *. Aquest és un
receptor per a vitronectina, i la seva inhibicio in vivo redueix I'angiogénesi perd empitjora
la fibrosi del fetge ja que promou la inflamacié en incrementar la zones hipoxiques,
indicant que participa en l'angiogénesi fisiologica d’'una manera rellevant. No hem
d’oblidar, pero, les limitacions que impliquen 1'is de models animals en investigacio,
sobretot en aquells projectes relacionats amb les xarxes immunitaries ja que poden no ser
bons predictors del que succeeix en la malaltia humana ».

ANTI-INFLAMATORI

PRO-INFLAMATORI

Figura 5. Component immunitari al fetge i el seu paper en
resolucié de inflamacio. Limfocits T, B i NKT, cel-lules
dendritiques (DC) limfocits T helpers i granulocits en forma

de neutrofils i NK. També KC.
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Altres components immunitaris minoritaris també juguen el seu paper en el manteniment
de 'homeostasi o per contra, el desenvolupament de malaltia. Generalment son reclutats
al teixit davant de senyals inflamatories provinents de les HSC, les LSEC o les KC. Els
neutrofils degraden col-lagen per a resoldre dany hepatic a través de la secrecio de MMPs i
per contra, les cél-lules dendritiques (DC) sén profibrogéniques de la mateixa manera que
alguns subgrups de limfocits com els T helpers 2 (Th2) que promouen la formacio de fibra
mitjancant la secrecio d’interleuquines tals com IL4, IL5, IL13, IL17A o a través de
Pactivacio de I'inflamasoma NLRP3 **, En aquest sentit també és important destacar el
subgrup de limfocits T helpers 1 (Th1) ja que tenen efectes anti-fibrotics a través de la
secrecio de IFN-y. Les cel-lules natural killers (NK) també juguen un paper anti-fibrotic
mitjancant diferents mecanismes com la capacitat de matar especificament HSC senescents
a través de la secrecio de IFNy o la induccié de parada de cicle cel-lular i apoptosi amb
IL15. Aquest efecte, pero, es pot veure contrarestat per els limfocits T CD4+ que poden
interaccionar amb les NK i suprimir-les promovent la supervivencia de les HSC activades
¥ Els limfocits B promouen la formacié de fibra *°. Els limfocits natural killers (NKT)
difereixen amb les NK en que aquestes ultimes son cel-lules grans granulocitiques, son les
uniques ceél-lules del sistema immunitari amb un fenotip definit com a protector davant de
les diferents malalties o danys hepatics pero les dues tenen capacitat citotoxica. Les NKT
poden reconéixer antigens de lipids i estan especialment presents als compartiments
microvasculars del fetge. Poden tenir papers pro-inflamatoris o anti-inflamatoris i son
importants per a definir el microambient de la subseqiient resposta immunitaria, s’ha vist
que hi ha dos subgrups amb papers oposats °'. Els limfocits T CD8+ poden escanejar la
superficie de les cel-lules en la cerca d’antigens externs o estranys i procediran amb la lisi
directa, tenen també capacitat de detectar cél-lules tumorals de manera efectiva. Degut a la
seva eficacia eliminant hepatocits danyats, hi ha uns nivells de control estrictes que
redueixen la preséncia d’aquest tipus cel-lular i permeten l'estat de tolerancia. El
mecanisme principal d’eliminacié del component immunitari quan ja s’ha resolt el dany,

és per esgotament amb la presentacié de PD-1 (receptor de mort programada) i el seu lligand
PDL-1 aixi com TIM-3 *%.

3.2.1.3.  Cel'lules estrellades hepatiques

Les cel-lules estrellades hepatiques (HSC) son cel-lules mesenquimatiques vitals per a la
funcionalitat i desenvolupament del teixit hepatic aixi com en la resposta a dany i la
regeneracio del teixit. Es troben situades a I'espai sub-endotelial entre el domini basolateral
dels hepatocits i la cara antiluminal de les LSEC (espai de Disse) i comprenen
aproximadament el 15% de totes les cél-lules no parenquimatiques '. Tenen una estructura
allargada amb un nucli ovalat i tenen protuberancies o projeccions que li permeten allargar-
se i contactar amb un major nombre de LSEC aixi com incrementar la seva sensibilitat a
senyals quimiotactics i desenvolupar forces contractils . Quan les HSC s’activen es tornen
més allargades i els organuls per a la produccié de proteines com el Golgi i el reticle
endoplasmatic rugds incrementen la seva mida. Normalment romanen en estat quiescent
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pero davant de 'estimul adequat de les cél-lules adjacents, comencen a proliferar i pateixen
una trans-diferenciacio cap a miofibroblasts contractils **.

3.2.1.3.1. Activacié i formacié de matriu extracel-lular

Els estimuls d’activacio solen derivar de KC, hepatocits, plaquetes, leucocits i LSEC pero
el rang de cel-lules i senyals implicades és molt ampli com mostra la Figura 7. Les citoquines

més abundants provenen de les KC com son TGER, IL1, TNF, ROS i peroxidases derivades
dels lipids. Aquestes ultimes pero, son majoritariament secretades per els hepatocits quan

Hepatocytes Biliary Liver Liver sinuseidal
epithelial cells progenitor cells Platelets endothelial
@ ? O O cells
ROS IL-6 Notch PDGFB FGF1
Hh MCP1 TGFa Serotonin CXCR4
Nucleotides TGFp HGF 5-HT,,
Lipid peroxides PDGF EGF cxcla
Cytokines CTGF IL-6
(VEGF, IGF1) ET1 Hh

Cell death signals

/ TGFB MMP9 ROS IL-4 IFNy
Ueeae: o MMP12 NOS IL-13 | | Killing Activated
m . IGF1 Cytokines Hh of HSCs stellate
ce Galectin 3 » PDGF cell
o, 1o
* MCP1
CCL18
Pro-fibrotic Pro-fibrolytic Kupffer NK cells NKT cells B cells
macrophages macrophages cells
|
Ly6-C= Killing of early or Absence of B cells
M2ZA/Gr1ki (CD11b"/ F4/80™/Ly6-C'") senescent activated H5Cs attenuates liver fibrosis

Figura 6. Mecanismes involucrats en l'activacié de les HSC (extret de Tsuchida & Friedman 2017)

el fetge esta malalt. Les plaquetes secreten factors de creixement pro-fibrogenics com PDGF,
TGEFp i EGF. Els neutrofils sén una important font de ROS i els limfocits de citoquines
pro-fibrogéniques . El factor de creixement endotelial vascular (VEGF) també indueix la
proliferacio de les HSC a part de 'angiogenesi del parénquima i és alliberat per les LSEC i
les HSC, tot i aixi, és sabut que juga un paper dual ja que a la vegada que activa les HSC,
és necessari per a la resolucié de la fibrosi *. Diversos estudis mostren la importancia
d’altres factors en I'activacié de les HSC i I'inici de processos fibrogenics com és el cas de
STAT3 **°". Una vegada les HSC han fet la seva funcié, poden revertir a un estat quiescent
o esdevenir senescents o apoptotiques. Les funcions principals de les HSC son la secrecio
de laminina, proteoglicans i col-lagen de tipus IV per a formar estructures semblants a
membranes basals que donen suport al teixit. El col-lagen, que conté glicina, lisina i prolina
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se sintetitza en un primer moment com pre-col-lagen °. Per a que es formin les fibres de
col-lagen madur caldra que maduri al reticle endoplasmatic formant estructures amb forma
de triple helix i ser posteriorment tallat per peptidases a I'espai extracel-lular per a convertir-
se en estructures insolubles que tindran tendéncia a combinar-se per a formar les fibres *’.

Les HSC no només tenen capacitat de generar ECM sin6 que amés poden inhibir I'activitat
de les metal-loproteases (MMP) de matriu amb la secrecio d’inhibidors (TIMP) tals com
adamalisines i meprines .

Una de les caracteristiques més uniques de les HSC és 'emmagatzemament de vitamina A
(acid retinoic) al seu citoplasma en forma de gotes lipidiques (LD) quan es troben en estat
quiescent. La quantitat i distribucio d’aquestes gotes varia en funcio de I'espeécie i I'estat del
teixit. Aparentment, és un tret vital que s’Tha mantingut al llarg de I'evolucié com a un
recurs energetic °'. Quan s’activen, perden la capacitat d’emmagatzemar acid retinoic i
passen a proliferar, contraure’s i generar components de la matriu extracel-lular **.

Es important tenir en compte pero, que les cél-lules estrellades son molt heterogenies i aixo
les fa dificils de distingir: poden presentar o no desmina, podem trobar alguna sense
vitamina A i el millor marcador fins ara a-SMA (sisena isoforma de I'actina) s’expressa
també a les cel-lules musculars que envolten els vasos . Les HSC poden induir el
reclutament de leucocits mitjancant la produccio de citoquines i receptors d’aquestes tals
com CCL2, CCL21, CCL5 i CCR5. Poden funcionar també com a cél-lules presentadores
d’antigen estimulants la proliferacio dels limfocits o la seva apoptosi. També poden atraure

neutrofils. Tenen amés, la capacitat d’expressar TLR4 i per tant d’interaccionar amb LPS
(lipo-polisacarids) i activar les vies de JNK i NFkpB .

3.2.1.3.2. Metabolisme

Els canvis que tenen lloc en una HSC per a permetre la sortida de quiescéncia sén
principalment canvis metabolics.

El retinol o acid retinoic (RA) és necessari per a la vista, 'embriogénesi, la diferenciacio
cel-lular, el manteniment dels epitelis i moltes altres funcions. L'obtenim de la dieta i és
retingut a les HSC en forma de LD després de ser captats pels enterocits a 'intesti i
hidrolitzats als hepatocits. La proteina d'unié a retinol (RBP) transporta el retinol a les
HSC i alla es converteix en esters de retinil a partir d’'una acil-transferasa leicitin:retinol
(LRAT), les HSC quiescents expressen elevades quantitats de RBP i LRAT. Si el cos té
demandes de retinol, aquests LD emmagatzemats son hidrolitzats i reenviats als hepatocits
des dels quals se secretaran a la sang pero els LD de retinoic de les HSC s6n majorment
catabolitzats **®. Tot i que el paper del RA en la fibrosi no esta del tot clar, si que s’ha vist
que 'exposicié de les HSC activades a RA reverteix el fenotip cap a quiescent i promou la
parada del cicle cel-lular ®'. Alguns estudis suggereixen que tot i que no es pot dir que
reverteixi de manera directa la fibrosi, 'abséncia de LD de retinol a les HSC pot disminuir
la carcinogeénesi al fetge .
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Els canvis metabolics que pateixen les HSC son semblants al canvis que pateixen les
cel-lules canceroses ja que l'objectiu comu és activar la proliferacié, els processos de
biosintesi i la produccio de citoquines que alteren el microambient extracel-lular . Aquests
canvis metabolics es resumeixen en el conegut efecte Warburg que consisteix en la
conversio de glucosa a través de la glicolisi aerobica per a l'obtencié d’energia
independentment de la preséncia d’oxigen i tot i que el rendiment energétic sigui inferior.
També es produeix una gran quantitat de lactat derivat de la fermentacio de la glucosa que
sera utilitzat per a la generacio de biomassa, modificar el microambient i reprogramar el
metabolisme de HSC veines. El procés de glicolisi permet I'alliberament de molts atoms de
carboni disponibles per a la biosintesi necessaria per a la proliferacio ®*. Aquest canvi de
metabolisme genera addiccio a la glutamina que requerira que les cel-lules tinguin la
necessitat de captar-ne més per a tenir prou nitrogen per a la biosintesi, el manteniment de
I’homeostasi redox i el cicle de Krebs i que conduira a una activa glutaminolisi. L’activitat
glutaminolitica permet I'anaplerosi necessaria per a suplir la demanda elevada de vies
bioenergetiques i biosintétiques per a adquirir el fenotip miofibroblastic ©.

L’activacié de les HSC i la fibrogenesi determinen l'inici del canvi metabolic i les vies més
implicades inclouen TGEp, PI3K/AKT, MAPK, Hedgehog (Hh), HIFla, i Wnt **. En
aquest sentit, cal destacar el treball del nostre laboratori sobre el paper de 6-fosfofructo-2-
quinasa/fructosa-2,6-bifosfatassa-3 (PFKFB3) en [Dactivacio de les estrellades i el
metabolisme °. PFKFB3 i la glicolisi incrementen a les HSC activades i aixo va seguit d'un
increment en marcadors de fibrosi. Amés, PFKFB3 esta regulada a nivell traduccional per

CPEB4.

Els reactius lliure d’oxigen (ROS) i els del nitrogen (RNS) son produits per les HSC i juguen
un paper clau en la seva activacio, proliferacio i apoptosi i son productes dels processos
metabolics que tenen lloc en I'activacio de les HSC .

3.2.1.4. Cel'lules endotelials sinusoidals hepatiques

Les cel-lules endotelials sinusoidals (LSEC) son cel-lules endotelials altament
especialitzades que fan de barrera permeable entre la sang i els hepatocits i representen al
voltant del 15% de les cel-lules hepatiques. Son considerades les cel-lules més permeables
del cos de tots els mamifers i es caracteritzen per tenir fenestres i abséncia de diafragma i
membrana basal. Amés, tenen una capacitat endocitica mes elevada que la resta de tipus
cel-lulars humans que els permet, mitjancant I'activitat lisosomal, la neteja de productes de
rebuig presents a la sang i el transport de molécules de mida elevada. Els receptors que li
permeten tenir una endocitosi molt activa son els anomenats receptors scavenger (SR), el
receptor de manosa i el receptor Fc gamma IIb2 7. Els receptors de manosa els hi atorguen
capacitats de barrera immunitaria per a la neteja bacteriana.

Son les principals encarregades de mantenir una pressio portal baixa independentment dels
canvis al reg sanguini deguts a la digestio mitjancant la regulacio del to vascular. També
tenen la capacitat de regular altres tipus cel-lulars presents en el teixit, de fet tenen una
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estreta relacio amb les HSC; mantenen la quiescéncia d’aquestes per tal d’inhibir la
vasoconstriccio i el desenvolupament de fibrosi. Interaccionen amb les cel-lules
immunitaries i les plaquetes per a respondre davant de dany tissular i col-laboren en la
resolucio d’aquests 2. En situacions patologiques, les LSEC es capil-laritzen i perden les
seves propietats protectores promovent l'angiogénesi i la vasoconstriccio de manera que
juguen un paper important en el desenvolupament i progressié de la malaltia hepatica.

Les seves fenestres estan organitzades en clusters i varien de mida i nombre depenent de la
seva localitzacio al fetge de manera que a les regions peri-portals sén menys abundants pero
més grans i a les regions centrilobulars son més abundants i més petites . Amés, tenen la
capacitat de variar de manera dinamica adaptantse a l'estat de nutricié i salut de
I'organisme. Una explicacié per aquesta distribucio seria la disminucié progressiva de
'oxigen al llarg del lobul que incrementa la necessitat d’intercanvi amb la sang perod també
podria tenir relacié amb la maduresa de les LSEC al llarg del lobul. El citoesquelet juga un
paper essencial en la formacié de fenestres i estudis demostren que VEGF es un factor

. ., 573
important en la regulacio d’aquestes .

En estat fisiologic, les LSEC retenen els eritrocits mentre que altres components de la sang
entren a I'espai de Disse. Les molecules petites i els gasos difonen lliurement a través de les
fenestres i les grans ho fan mitjancant la formacié de porus a la membrana de les LSEC.

Les LSEC es troben normalment en un estat quiescent amb vides llargues i baix nivell de
proliferacio, tot i aixi, han de ser renovades per al manteniment de la funcionalitat del
teixit. Les fonts de les que procedeixen aquestes noves LSEC son altres LSEC madures,
LSEC progenitores residents o intra-hepatiques, o progenitores derivades del moll d’os,
aquestes ultimes rarament participen en la renovacié de les LSEC al fetge sa pero son les
que lideren el procés davant d’'un dany. VEGF i FGF son alguns dels factors que estimulen
la renovacio de les LSEC ™.

Una caracteristica unica de les LSEC és la seva capacitat de reaccionar davant de l'estres
mecanic que suposa la forca fisica del fregament o friccié del reg sanguini '. Aquesta forca
depen de la intensitat de la circulacio pero també de la viscositat de la sang i al radi cubic
del vas ”. L’endoteli t¢ la capacitat de secretar factors vasodilatadors o vasoconstrictors per
aregular la pressio sanguinia i la manca d’aquesta capacitat s’anomena disfuncié endotelial.
Un dels factors principals involucrat en la resposta a 'estrés per friccio és el factor Kruppel
2 (KLF2) que incrementa la secrecio de factors vasodilatadors com I'oxid nitric (NO) per
part de les LSEC a través de I'activacio de la sintetasa endotelial d’oxid nitric (eNOS) ™.
També inhibeixen factors vasoconstrictors com I’endothelin-1 o mantenen les HSC en

quiescéncia evitant el seu efecte constrictor de sinusoides quan es troben actives '".
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3.2.1.4.1. LSEC, les portes de la immunitat al fetge

Les cel-lules que formen el sinusoide han de tenir la capacitat de diferenciar entre les
molécules nocives i aquelles inofensives. Per a aixo, presenten com a primer pas critic
I'habilitat d’activar la resposta immunitaria innata com sén els receptors TLR per al
reconeixement de LPS i la neteja de patogens microbians *°. També contenen tota una
col-leccio d’altres receptors cacadors que fan a aquestes cél-lules excepcionals i que
destaquen el seu paper a la inflamacio del fetge. Expressen ICAM-1/3 (LSIGN) i la proteina
vascular d’adhesio 1 (VAP-1) que permeten l'adhesié de leucocits i la seva migraciod
transendotelial. Amés, tenen la capacitat de modular el comportament de la resposta
immunitaria adaptativa mitjancant lactivacio6 de limfocits cap a tolerants induint

expressio de CD8+ o induint la diferenciacié de les Tregs cap a immunosupressores .
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Figura 7. Paper de les LSEC en la resposta immunitaria adaptativa i innata (extret i modificat de Shetty et al, 2018)
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Altres receptors s’han estudiat com stabilin-1, stabilin-2, CD32, SRB1 i lectines de tipus C,
aquestes ultimes molt reconegudes per el seu paper davant d’infeccions per Ebola, HIV i

HCV.

Podriem dir llavors que a part de ser la primera barrera cap a l'interior del parénquima que
permet la resposta immunitaria, també tenen capacitat de modular la resposta immune que
circula per el sinusoide amb la seva capacitat presentadora d’antigen. La reaccio de
tolerancia activant les cel-lules T CD8" la duen a terme amb I'increment d’expressio del
lligand 1 per a la mort programada (PDL1) que activa els eu receptor PD1 a les cel-lules T
nadiues. El canvi a resposta efectiva i no tolerant permetent el canvi de les cél-lules T cap a
efectores, és a través del receptor de cel-lules T activades (TCR) que pot sobrepassar la
resposta mediada per PD1. En aquesta canvi de tipus de resposta hi estan involucrades les
interleuquines 1L2 i IL6 ®*2. Estudis han demostrat també el paper de les LSEC en
I'expressio del complex d’histocompatibilitat II (MHC II) i el desenvolupament de cel-lules
T CD4"®. Quan les LSEC no estan estimulades, expressen nivells baixos de quimioquines,
perd quan s’estimulen poden expressar CXCL9-CXCL11, CCL25, CX5CL1 i CXCL16.

3.3. Patologia del fetge

La malaltia cronica del fetge (CLD) és un problema important a la salut mundial ja que hi
ha més de 800 milions de persones afectades i la mortalitat és d’aproximadament 2 milions
d’individus a I'any *.

Les diferents malalties que pateix el fetge tenen lloc en diferents etapes de desenvolupament
i les causes principals soén I'obesitat, I'alcohol, la diabetis i les infeccions virals . La malaltia
evoluciona des de fetge gras (NAFL) ja sigui per alcohol (AFLD), o per altres causes
relacionades amb la dieta, problemes metabolics o malalties genetiques (NAFLD) cap a
fibrosi que en estats avancats sera considerada cirrosi i pot en alguns casos derivar a cancer
de fetge. El carcinoma hepatocel-lular pot créixer en fetges afectats per patologies amb
etiologies diverses, perd acostuma a ser I'tltima etapa de la malaltia després de la cirrosi ®

Figura 8.

El risc de malaltia hepatica incrementa amb I'edat i la seva incidéncia és diferent segons el
sexe de manera que és més comu en homes amb edats a partir dels 50-60 anys *'.
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Figura 8. Progressio de la malaltia hepatica (extret i modificat de Hobbs et al., 2011)

3.3.1. NAFLD i NASH

La malaltia del fetge no alcoholica (NAFLD) i la malaltia del fetge alcoholica (AFLD) es
diferencien en la seva etiologia, perd comprenen el primer pas de la malaltia hepatica que
consisteix en I'acumulacié de triglicerids als hepatocits. Sovint la causa més comu és la
resisténcia a insulina i 'obesitat. L’acumulacio excessiva de lipids altera la funcionalitat dels
hepatocits i promou la inflamacié del teixit que es traduira en 'avenc de la malaltia i el
desenvolupament d’esteato-hepatitis no alcoholica (NASH) *. Podem diferenciar entre
NAFL que seria simplement acumulacié de greix al fetge, i NASH, que seria I'aparicié
d’esteato-hepatitis. Aquesta diferéncia radica en que mentre que NAFL es caracteritza per
la preséncia de greix en més d’'un 5% del parénquima sense necessitat de dany als
hepatocits, el NASH compren alteracions necro-inflamatories en el que els hepatocits
pateixen un dany intens en un microambient d’esteatosi ¥.

Hi ha quatre processos principals encarregats de mantenir ’homeostasi dels lipids que es
veuen afectats en NAFLD aquests son: I'absorcio de lipids circulants, la lipogenesi de novo
(DNL), l'oxidacio d’acids grassos (FAO) i l'exportacid en VLDL Figura 9. En estat
patologic, 'absorcio i el DNL es veuen incrementats mentre que l'elevacié de FAO no és
suficient per a compensar el dany *°.

Les conseqiiencies principals del NAFLD sén una desregulacié del control de la ingesta
que sol resultar en una sobrealimentacio, disbiosi i disfuncio intestinal, resisténcia a
insulina, secrecio anormal d’adipoquines i hormones gastrointestinals i activacié de factors
pro-inflamatoris. A mida que la malaltia evoluciona cap a NASH, aquests mecanismes
adquireixen importancies diferents. Es considera que el desenvolupament d’aquesta

malaltia requereix dos hits o cops: acumulacié de TAG primer i acumulacio d’estres
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oxidatiu (ROS) després. Aquest segon hit té, perd, processos variats involucrats que
inclouen la resisténcia a insulina, la peroxidacio de lipids, inflamacio i estrés del reticle
endoplasmatic *'.

Teixit adipos
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Figura 9. Processos involucrats en I'acumulacié de greix al fetge i el desenvolupament de NAFLD.
FFAs: acids grassos lliures, FA: acids grassos,

EI NAFLD representa la causa més comu de malaltia al fetge als paisos occidentals i s’esta
difonent a tots els paisos desenvolupats amb una prevalenca del 25% en adults creixent en
paral-lel amb la incideéncia de diabetis i obesitat **. Fins ara, el millor métode de diagnosi
més utilitzat requereix biopsia i la patogenesi és complexa, multifactorial i involucra factors
geneétics, metabolics i mediambientals. Altres metodes no invasius serveixen per a fer una
valoracio de l'estat del fetge i també son utilitzats de manera generalitzada: triglicerids,
gamma-glutamil transferasa, insulina, amino-transferases en sérum, perd també la

circumferéncia de la cintura, el BMI, preséncia de sindrome metabolic o diabetis de tipus
2%

Tot els tipus cel-lulars del fetge juguen un paper en I'esteatosi, i en especial les HSC ja que
I'acumulacio de greix als hepatocits promou la seva activacié a través de la produccio
incrementada de TGFB. La saturacié de triglicerids als hepatocits contribueix a la
produccié de factors lipotoxics que provocaran la mort cel-lular derivada de disfuncio
mitocondrial i acumulacié de ROS. Aixo s’ha demostrat amb el tractament d’hepatocits en
cultiu amb acid palmitic que no nomes indueix apoptosi sind que activa la secrecid
d’exosomes que activen directament les HSC ****. Altres tipus cellulars importants
pertanyen al sistema immunitari com son els limfocits CD8+T i les NKT que estimulen la
reprogramacio metabolica dels hepatocits i indueixen un fenotip secretor de citoquines que
ajuden a lestabliment de NASH i HCC. En aquest sentit, les plaquetes també
contribueixen a I'establiment de fetge gras, principalment la carrega, I'activacio i 'adhesio
d’aquestes provoquen 'activacio de la resposta immunitaria a través de la seva interaccio
amb les KC i el conseqiient reclutament de limfocits T citotoxics *.
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Aixi doncs, en un estat patologic amb NAFLD trobariem un increment de citoquines
inflamatories com TNFa, interleuquines com IL1, IL6 al fetge tot promovent l'activacio
de KC, HCS i les cascades inflamatories que duran al desenvolupament de fibrosi *'.

3.3.1.1. L’obesitat i el fetge gras

La incidéncia de I'obesitat incrementa de manera preocupant a la cultura occidental a on
es consumeix un dieta molt rica en greixos i carbohidrats. La incidéncia de NAFLD és del
10% superior en persones amb sobrepés i de fet es creu que ens els proxims 20 anys pot ser
la principal causa de morbiditat i mortalitat relacionades amb el fetge aixi com la causa més
comu de transplantament de fetge.

El teixit adipds és molt actiu a nivell endocri i produeix hormones i citoquines de manera
continuada, sén les anomenades adipoquines o adipocitoquines. Aquestes adipoquines
tenen la capacitat de modular la inflamacio, les interaccions immunitaries i la resisténcia a
insulina. En aquest sentit, 'adiponectina i la leptina juguen papers protectors en |'esteatosi
i la sintesi de triglicerids; I'adiponectina amb un efecte invers i la leptina incrementant en
paral-lel amb la malaltia. Estan alterades en NAFLD de manera que la produccio
Padiponectina esta molt reduida i la de leptina molt elevada °'. Les regions
d’emmagatzematge de greixos son anomenades fat depots, aquests es troben fora del fetge
envoltant els organs vitals, al peritoneu, les gonades i el mesenteri, o també a nivell
subcutani i poden contribuir a agreujar la malaltia hepatica. Els fat depots viscerals drenen
el seu contingut a la vena porta i per tant al fetge, de manera que contribueixen al dany
hepatic incrementant la quantitat d’acids grassos lliures i citoquines pro-inflamatories.

La dieta és responsables de 'acumulacié del 15% de triglicerids totals del fetge en NAFLD
% Se sap perd, que més que el consum de greix, els carbohidrats son els principals
responsables del desenvolupament de NAFLD ja que proporcionen acetil-CoA per a
I'entrada al cicle de Krebs que proporciona I'esquelet per a la formacio dels triglicerids. 1
en aquest sentit, la fructosa és més perjudicial que la glucosa. S’ha demostrat I'eficacia de
canvis en la dieta i I'increment d’exercici fisic pel que fa a la disminucié de marcadors de
dany hepatic i inflamacié. L'obesitat pot derivar en resisténcia a insulina. La insulina
estimula el consum de glucosa i per tant 'acumulacio de greix sobretot al muscul, el teixit
adipos i el fetge. Si hi ha resisténcia a insulina, la lipasa sensible a hormones no és suprimida

i el teixit adipos secreta acids grassos a la circulacio que s’acumularan al fetge i al pancreas
%

No hem d’oblidar el paper de I'eix fetge-intesti que juga un paper més que destacable en el
desenvolupament de malaltia al fetge i cancer en un context d’obesitat. Les alteracions en
la microbiota intestinal derivades de I'obesitat incrementen els nivells d’acid deoxicolic
(DCA), un metabolit bacteria que causa dany al DNA. Amés, el DCA indueix un fenotip
secretor senescents en les HSC que contribuiran a generar un ambient inflamatori pro-
tumoral al fetge *".
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Molts estudis han descrit la relacio de 'obesitat amb el desenvolupament de cancer de fetge
i entre ells destaca 'estudi realitzat pel grup de recerca d’en Michael Karin que demostra
com la inflamaci6 derivada de I'obesitat, indueix 'expressio de citoquines com 1L6 i TNF
que activen l'expressio de I'oncogen STAT3 i amb aquest, els processos oncogénics **.
També s’ha vist que alteracions en el metabolisme dels lipids modifiquen la infiltraci¢ de
cél-lules inflamatories al tumor de manera que les cél-lules TCD4+ i les CD8+ no fan la

s . PR Y . . 2
seva funcio d’immunovigilancia anti-tumoral *.

3.3.2. Fibrosi

La progressié de la CLD, independentment de l'etiologia, es caracteritza per un dan
prog p g p Y
parenquimatic cronic aixi com per una activacié continuada de senyals inflamatories que
porten a una activacio de la fibrogénesi per a intentar resoldre el dany (wound healing). Aixi
doncs, el procés de fibrosi té com a principal objectiu la regeneracio del teixit hepatic
p p p ] g P
després d’'un dany i es caracteritza per 'acumulacié de teixit connectiu a la matriu
p y p

extracel-lular (ECM) sintetitzat per els fibroblasts del fetge (HSC).

El problema o malaltia esdevé quan el dany és cronic i els processos de fibrogénesi
s'allarguen en el temps generant un excés de matriu extracel-lular que alterara la
funcionalitat del teixit . Llavors, el dany hepatic s’acumula de tal manera que condueix a
una disfuncié del teixit que es veura reflectit en secreci¢ alterada de proteines del serum o
factors de coagulacio aixi com descontrol de glicémia, metabolisme d’aminoacids, secrecio
biliar i colestasi . En el procés de coleéstasi substancies que normalment son secretades del
fetge a través de la bilis, s’acumulen i promouen un ambient toxic que indueix apoptosi als
hepatocits cosa que promoura l'activacié de les HSC des d’un fenotip quiescent a un de
miofibroblastic acumulant matriu extracel-lular de manera excessiva. La fibrosi va
normalment acompanyada d’alteracions en larquitectura del teixit, infiltracio
immunitaria, reduccié d’elasticitat i deteriorament de 'estructura i funcionalitat de I'organ.
L’estat de sobre activacié de fibrogenesi, pero, és reversible si 'estimul que causa el dany

.95
desapareix .

Quan aquesta malaltia es troba en estats molt avancats i no reversibles, passa a anomenar-
se cirrosi i es caracteritza per la formacié de noduls a on el teixit sa es troba envoltat per
teixit connectiu *'. L’activacié del component immunitari i altres tipus cel-lulars del fetge
com les HSCs i les LSECs donen lloc a 'acumulacio de fibra extracel-lular (col:lagen i altres
components de la matriu) conduint d’aquesta manera a fibrosi hepatica que, amb la
persistencia dels estimuls, evolucionara cap a cirrosi degenerant tot el funcionament i
homeostasi del teixit i generant un ambient propici per al desenvolupament de cancer.

Els reactius lliures d’oxigen sén un factor important en la induccié de fibrosi i en totes les
etapes del desenvolupament de la malaltia hepatica. Els ROS i I'estrés oxidatiu causen dany
als hepatocits que derivara en mort cel-lular i senyalitzaci¢ inflamatoria que activara les
HSC. De fet, I'alteracio de la senyalitzacié redox com disfuncié mitocondrial o les oxidases
NAPDH, ¢s considerada una diana interessant per al tractament de la fibrosi '®. De la
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peroxidacié de lipids per part dels hepatocits o ceél-lules immunitaries activades també en
deriven altres radicals oxidatius com els 4-hidroxil-2,3-nonenal (HNE). Els HNE
col-laboren en la perpetuacio de dany i mort cel-lular i 'activacié de cel-lules i senyals pro-
fibrogeniques ''.

L’angiogénesi és un procés estretament relacionat amb la fibrogenesi, ja que s’estimulen
mutuament, contribuint a I'evolucié de la malaltia a través de les LSEC i la seva secrecio
angiocrina; factors paracrins produits per les cel-lules endotelials que mantenen
I’homeostasi del teixit aixi com I'equilibri de I'auto-renovacié cel-lular, la diferenciacié de
les cel-lules mare i que poden afavorir la regeneracié del teixit perod també el creixement de
tumors. Les LSEC sota situacions fisiologiques tenen activa la via del CXCR7-Id1 que
produeix factors angiocrins de regeneracié pero davant de dany cronic, aquesta via queda
inhibida i s’activa la del CXCR4 que és profibrogenica '®*. En la relacié entre angiogénesi
i fibrogeénesi també hi intervenen les HSC ja que produeixen factors com VEGF del que
elles mateixes en tenen receptor (VEGFR2). Formen un loop positiu d’auto-activacié que
contribueix a 'activacio de I'angiogeénesi patologica amb la formacio de vasos mals formats
que agreujaran la malaltia a través de I'increment de zones hipoxiques que desproveiran als
hepatocits d’oxigen i nutrients amb la conseqiient necrosi hepatica, increment d’inflamacié
i amplificacio del dany hepatic.

Altres components del teixit afecten a I'avenc de la fibrosi com son els TIMPS anomenats
en apartats anteriors. Durant la CDL, aquests incrementen la seva expressio i els encarregats
de remodelar la matriu extracel-lular no ho poden fer de manera eficient. Amés, hi ha un
reemplacament de col-lagen IV per col-lagen [ i III fibril-lar a 'espai de Disse que promoura
'activacio de les HSC i a la capil-laritzacio dels sinusoides. La formacio dels septes fibrotics
marcaran el precedent de l'inici de la cirrosi '°'.

Ja que la fibrosi fomenta I'estat cronic d’inflamacié i és el procés que permet I'avenc de la
malaltia i la degeneracio del teixit, és una peca clau en la troballa de tractaments per la
prevencio de cirrosi i cancer. Estudis han trobat alguna diana interessant que permet la
reduccio de la fibrogenesi com és el cas de STAT3 que en ser inhibit a les cel-lules
estrellades per una droga especifica (HJCO0123), aconseguia reduir el cicle cel-lular,
incrementar 'apoptosi i reduir 'expressié de proteines com la fibronectina i el col-lagen
tipus I i per tant, disminuint les propietats fibrogéniques . La inhibicio de vies
metaboliques que activen les HSC tamb¢ és una estratégia puntera que presenta potencial
terapeéutic. El nostre grup ha demostrat I'eficacia de la inhibicio de PFKFB3 fent servir un
antagonista anomenat 3-(3-piridinil)-1(4-piridinil)-2-prope-1-ona (3PO). En inhibir la
glicolisi, la gravetat de la fibrosi es veia reduida en experiments amb HSC humanes, de rata
i de ratoli .

3.3.3. Cirrosi

La cirrosi és el factor de risc més important per al desenvolupament de carcinoma
hepatocel-lular i de fet sol ser la causa de mort més comu d’aquests pacients. La prevalenca
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de la cirrosi és de entre el 4,5 i el 9% a tot el mon sent, molt probablement, una malaltia
amb una subestima derivada de que molts pacients son asimptomatics. El risc de mortalitat
el trobem quan la cirrosi es descompensa o evoluciona cap a HCC, cosa que s’estima que

succeeix en el 20-25% dels casos **.

La cirrosi és una CLD en estat molt avancat amb la preséncia de necroinflamacié molt
estesa per tot el teixit i que es caracteritza per 'alteracio de 'estructura cel-lular del fetge de
manera que es formen noduls regeneratius de parénquima envoltats per septes fibrotics.
També es caracteritza per canvis importants en I'arquitectura vascular de I'drgan que poden
donar lloc a hipertensio portal i complicacions relacionades com sagnat de varius,
encefalopatia hepatica, ascites, sindrome hepato-renal, i altres '®. Afegit a tot aixo, la
preséncia d’obesitat molt comu en aquests pacients, incrementa el risc de descompensacié

o aparicié de HCC.

Pel que fa a 'arquitectura vascular alterada, parlem concretament de la defenestracio de les
LSEC i de 'aparicié de membrana basal. Tant la defenestracié com la capil-laritzacié del
parénquima sén promotors actius de la fibrosi que ajuden a establir un quadre de cirrosi.

Basicament, en a un fetge cirrotic hi trobariem tots els mecanismes de la fibrosi presents de
manera continuada i una disfuncio hepatica creixent. Algunes de les citoquines i factors
principals involucrades en les complexes xarxes que orquestren les vies de senyalitzacié que
activen les HSC i la fibrogénesi son PDGF, TGFB, TNFa, IL1 i IL17 . Altres tipus de
molecules s’han vist involucrades en el desenvolupament de cirrosi com sén els acids
ribonucleics microscopics (miRNAs); petites seqiiencies de RNA capaces de regular la
transcripcio i la traduccié de molts gens i poden jugar un paper en la fibrogénesi com sén

el miR-181b, miR-214-5p, miR-221, miR-222 i miR199a '*~'%.

3.3.4. Cancer de fetge

El cancer de fetge i en concret el carcinoma hepatocelular (HCC), acostuma a emergir en
un context de malaltia cronica al teixit, és un procés que requereix diversos passos o hits
per a evolucionar des de lesions pre-canceroses fins a cancer avancat. Té una incidéncia de
800.000 casos anuals a nivell mundial, és el 5¢ cancer més comu i la 2a causa més comu de

\ 84,10
mort per cancer * 9.

Al fetge hi poden haver diferent tipus de lesions carcinogéniques depenent del tipus
cel-lular en el que s’inicia el procés. Podem parlar de cancer primari si s’inicia al teixit del
fetge o cancer secundari si ha arribat al fetge des d’algun altre organ. En aquest cas ens
centrarem en les lesions primaries.

Les lesions benignes son les més comuns degut al dany continu que pateix el teixit, aquestes
no son canceroses i no acostumen a evolucionar a malignes, per tant no necessiten
tractament. En podem trobar amb forma d’hemangioma, d’adenoma o d’hiperplasia
nodular.
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El carcinoma hepatocel-lular o HCC és la forma més comu de cancer de fetge i deriva del
principal tipus cel-lular del fetge que son els hepatocits. Es el més comu en pacients amb
cirrosi o altres lesions hepatiques com hepatitis B, C o abus del consum d’alcohol i és del
que hi ha més investigacio i informacio enregistrada. La incidéncia és més elevada en homes
que en dones i és mes comu en persones d’edat avancada. El carcinoma fibrolamel-lar ¢s
un tipus poc freqiient de HCC que apareix en persones amb 20-30 anys i no esta lligat a
cap dany hepatic conegut. Al 2010 la OMS va publicar una subclassificacio morfologica
que a part d’incloure el fibromel-lar, també incloia el cirrotic, carcinoma desdiferenciat,

carcinoma semblant al limfo-epiteloma, i HCC sarcomatos ''°.

S’han diferenciat altres lesions tumorals al fetge en funcio de lorigen cel-lular. El
colangiocarcinoma és un cancer que s’origina als conductes biliars per on passa la bilis que
ajuda al fetge a fer la digesti¢ i 'angiosarcoma o hemangiosarcoma s’inicia a les cel-lules
dels vasos sanguinis. Aquest ultim és poc comu i acostuma a aparéixer en persones d’edat
molt avancada. També existeix 'hepatoblastoma, que por tenir origen cel-lular divers i

apareix en infants entre O i 3 anys, la causa és desconeguda .

3.4. Carcinoma hepatocelular (HCC)

El carcinoma hepatocel-lular tal i com hem anomenat anteriorment, és un procés que té
lloc en multiples passos que suposen l'acumulacid successiva d’alteracions moleculars
requerides per a la conversié maligna. La supervivéncia mitjana del és de 6 a 20 mesos ''.
Curiosament, la incidéncia del cancer de fetge s’ha triplicat des de 1980 a escala mundial i
es creu que 'obesitat epidémica present a la societat actual n’és la major responsable. De
fet al voltant del 80% de les persones amb obesitat presenten evidencies de NAFLD.
Aquesta obesitat i les seves conseqiiéncies s’han convertit en un problema major que
amenaca la salut de milions de persones a tot el mon i la implementacio de modificacions
a lestil de vida per a promoure la pérdua de pes amb activitat fisica i dieta saludable
consisteixen un repte d’interés general. La relacio causal entre 'obesitat i el cancer de fetge
és clara i té un gran impacte socio-economic ja que les complicacions que deriven del cancer
de fetge acostumen a ser molt recurrents i requereixen moltes estades als hospitals derivat
de la manca de tractaments efectius.

3.4.1. Factors de risc

Els risc de desenvolupar cancer de fetge depén de molts factors que inclouen I'edat, la
genetica, el sexe, l'estil de vida i el medi ambient Figura 10.

La majoria de persones diagnosticades tenen edats per damunt dels 60 anys i aixo té sentit
ja que en ser una malaltia que requereix dany acumulat, necessita temps per a establir un
microambient propici per al desenvolupament del cancer. Tal i com hem descrit
anteriorment, la cirrosi és el factor de risc més important per al desenvolupament de cancer
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al fetge (sobretot HCC) independentment de la causa d’aquesta, que pot derivar
d’infeccions viriques, consum d’alcohol, factors genétics, fetge gras o problemes biliars.

A. Estimade laincidéncia mundial de cancer de fetge al 2018 corregit per I'edat

ASR (World) per 100 000

284
5.8-8.4

4.7-5.8
3.3-4.7
<33

- No aplicable

No hi ha dades

B. Estimade la mortalitat mundial per cancer de fetge al 2018 corregit per I'edat

ASR (World) per 100 000

Figura 10. Estadistiques globals del cancer de fetge: incidéncia i mortalitat. Informaci¢ i grafic extret de GLOBOCAN
2018: https://gco.iarc.fr/today/home).

282

B Noaplicable

No hi ha dades

Estudis epidemiologics defensen que les hepatitis virals B i C sén la causa del 80% dels

casos a tot el mon P

. HIV és també un virus que pot causar cancer de fetge ja que el cos es
troba en un estat constant d’'immunosupressi6 que no li permet defensarse contra

infeccions que poden ocasionar lesions al fetge.
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Altres factors relacionats amb ’estil de vida occidental juguen un paper clau en I'increment
d’incidencia de HCC. Estudis han demostrat que el consum de tabac incrementa el risc de
cancer de fetge aixi com molts altres tipus de tumors '*. El sobrepés o I'obesitat també
incrementen el risc ja que causen diabetis, sindrome metabolic, NAFLD i NASH i manté
'organisme en un estat continu d’inflamacié i dany '*. El consum d’alcohol causa cirrosi i
per tant incrementa el risc a les cél-lules d’esdevenir canceroses, perd també pot tenir un
efecte directe causant mutacions al DNA de les cel-lules del fetge i provocar una
transformacié maligna '°.

Toxines que es troben al medi ambient o als productes que consumim com I'aflatoxina
present en cacauets, blat, soja, mongetes, i arros son hepato-carcinogéniques i incrementen
la probabilitat d’aparicié de HCC """, Agents quimics com el vinil de clor que conforma el
PVC o l'arsénic i el triclor-etile també s’han estudiat i relacionat amb HCC.

3.4.2. Simptomes

El cancer de fetge, igual que la majoria de cancers, no és particularment dolorés almenys
en els primers estadis. Hi ha alguns simptomes, pero, que si poden suggerir que la persona
te un tumor al fetge i aquests son: ictericia, mal a la part abdominal superior, perdua de

pes inesperada i perdua de gana '**.

Aquesta manca de dolor en els estadis primerencs, és la causa de que molts dels casos
detectats es trobin en estat avancat i possiblement irreversible. De fet, sovint el cancer de
fetge és detectat en els pacients que acuden a fer-se estudis rutinaris per altres motius com
pot ser un altre tipus de cancer. Un escaner complert de tot el cos revelara els llocs a on el

cancer primari ha pogut metastatitzar. Molts dels pacients sén diagnosticats massa tard.

3.4.3. Diagnostic

Degut a l'increment de la incidéncia i de la gravetat dels casos detectats, és primordial
invertir recursos en trobar metodes de diagnostic precoc.

Els nivells d’alfa-fetoproteina (AFP) en sang és una de les mesures que es prenen en els
pacients dels que se sospita la preséncia de cancer de fetge. AFP és un marcador tumoral
elevat en el 60-70% dels pacients amb HCC i tots els pacients amb nivells elevats
(>10ng/ml) haurien de ser escanejats amb ultrasons abdominals, tomografia computacional
(CT) o una ressonancia magnética (MRI). Generalment la mesura del AFP es un bon
indicador de malaltia si els nivells estan per damunt de 400 ng/ml pero s’haurien de
descartar falsos positius deguts a altres cancers. Els nivells d’AFP poden arribar a doblar-se
cada 2-3 mesos i per aixd és recomanable mesurar els nivells cada 3 mesos en pacients de
risc per HCC tot i que de rutina se sol monitoritzar cada 6 mesos en aquests pacients de
risc '°. La proteina C reactiva és també utilitzada per a valorar el prognosi del pacient,
estudis demostren que nivells >10mg/L poden indicar reduccié de la supervivencia i
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increment de la recurréncia '®°. Per a mesurar el dany hepatic també s’analitzen els nivells
de transaminases a la sang ALT i AST (ALT: alanina transaminasa, AST: aspartat
transaminasa).

El diagnostic radiografic per ultrasons abdominals, CT, MRI o angiografia depenen molt
de I'equipament i I'experiéncia en la interpretacio. Per a tumors més grans de lcm la
precisié en el diagnostic es del 60-80% i incrementa amb la mida del tumor .

El diagnostic per biopsia i estudi histologic estd indicat quan el diagnostic per altres
metodes no és clar. En aquests casos, hi ha unes categories definides per I'Organitzacio
Mundial de la Salut (OMS) que estableixen uns tipus de HCC histologics en funcio de
'organitzacié estructural de les cél-lules tumorals i també '’han caracteritzat i classificat en
funcié del nivell de diferenciacié de les cel-lules des de moderat a poc diferenciat. Altres
metodes de classificacio han estat definits per entitats com la Unio Internacional Contra el
Cancer (UICC) que es basa en el nombre de tumors, mida, invasié vascular i metastasi. Es
sempre important tenir en compte I'estat general del fetge a part de la lesié maligna ja que
el tractament pot variar en pacients amb cirrosi molt avancada. Per a valorar la salut general
de I'organ es mesura I'albumina al sérum, la bilirubina, la protrombina, les ascites i
I'encefalopatia. S’han descrit algunes molécules utils per a ajudar a la diferenciacié d’una
lesi® maligna de benigna, sobretot quan la lesio aparentment no sembla haver-se
desdiferenciat: CD34 mostrant capil-laritzacio sinusoidal difusa, panell de glutamina
sintetasa, glipican-3, la proteina de xoc per calor 70 o mesurar la reticulina ja que mentre
que les lesions benignes en solen retenir, les malignes generalment en perden I'expressic''°.

3.4.4. Tractament

El HCC és molt dificil de classificar i és per definicié molt heterogeni. Per aquest motiu, la
terapia dirigida que tan bons resultats ha donat amb altres tipus de cancer, és poc efectiva
en fetge i les investigacions indiquen que és poc probable que es pugui aconseguir una
terapia amb una diana unica per a tots els casos de HCC. Aquest tipus de cancer requereix
terapia personalitzada amb combinacié de dianes terapeutiques. Tot i aixi, alguns dels gens
més comunament mutats son: TERT, TP53 o CTNNBI '*.

El HCC primerenc pot ser tractat amb ablaci¢ local, reseccio quirurgica o transplantament
de fetge. L'eleccio del tipus de tractament depeén de les caracteristiques del tumor, de 'estat
i funcionalitat general del fetge, I'edat, comorbiditats, la disponibilitat d’aparells medics i
I'experieéncia de 'especialista '*'. Per a pacients amb HCC en estadi intermedi es recomana
el tractament mitjancant cateter dirigit a la regio d’interés o embolitzacid trans-arterial
(TACE) que consisteix en la injeccié d’una gent citotoxic per l'artéria que alimenta el
tumor'*'. Finalment, algunes drogues s’han utilitzat per al tractament de HCC avancat, un
bon exemple és el Sorafenib, un inhibidor de tirosina quinasa 3 que a ofert resultats
modestos, especialment en pacients amb hepatitis C. Altres exemples son Lenvatinib,
Reforafenib, Cabozantinib i Nivlumab que han donat bons resultats com a tractaments de
segona linia '’ Figura 11.
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Figura 11. Estratégies terapeutiques per al tractament de cancer de fetge en funcio de 'estat de la malaltia i dels recursos
disponibles (extret de Yang et al, 2019).

3.4.5. Mecanismes moleculars involucrats en HCC

Evidéncies mostren la importancia del metabolisme en el cancer de fetge perd també el
paper del microambient tumoral aixi com marcadors de superficie i modificacions
epigenetiques. Aixi doncs, hi ha tota una série de factors genétics i no genétics que alterats,
atorguen a les cel-lules danyades del fetge la capacitat de sobrepassar totes les barreres i els
controls i desenvolupar-se complint els trets distintius d’una cel-lula tumoral. Aquests trets
distintius s’han descrit i classificat ampliament com: inflamacid, resisténcia a apoptosi,
senescéncia, proliferacid, evasio de supressors del cicle cel-lular, angiogénesi, metabolisme,
invasié i metastasi, canvis epigenétics i inestabilitat genomica.

3.4.5.1. Inflamacio

El 90% dels casos de HCC es desenvolupen a conseqiiéncia d’'un ambient inflamatori
cronic del qual els macrofags son el tipus cel-lular inflamatori més abundant. Aquests
macrofags, tant els especifics de teixit com els infiltrats, contribueixen tant al creixement
cel-lular com a 'angiogénesi i per tant tenen un paper clau en la metastasi del carcinoma
hepatocel-lular. En un primer moment sén els encarregats de la immunovigilancia i per
tant son la primera barrera davant de processos carcinogens. Tot i aixi, poden fer un canvi
de fenotip i convertir-se en els anomenats macrofags associats a tumor (TAM), aquests son
altament pro-inflamatoris i generen les senyals necessaries per a fomentar un ambient pro-
tumorigenic que inhibeix la resposta immunitaria encarregada d’eliminar cel-lules mutades.
Aquesta conversié maligna es veu afavorida pel microambient tumoral ric en factors pro-
tumorals i també pro-angiogenics com VEGF, PDGF, TGFp (factor de creixement tumoral
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B) i FGF (factor de creixement de fibroblasts). La interleuquina 6 (IL6) i TGF3 promouen
el creixement tumoral i la IL6 en conjunt amb TNFa promouen la invasié i la metastasi
PHIB Froura 12, La funci6 de les KC també es veu alterada i dirigida cap a la promocio de
HCC a conseqiiencia de la preséncia de cel-lules supressores derivades de cel-lules
mieloides CCR2+ reclutades per les citoquines associades a hepatocits senescents '*°. Hi ha
una xarxa de factors que es combinen per a facilitar el desenvolupament dels processos
oncologics de manera que també podem trobar TGFf en conjunt amb la interleuquina 10
(IL10) suprimint la resposta immunitaria que ataca el tumor. Aquestes cascades de
senyalitzacié tenen fins i tot la capacitat d’activar altres tipus cel-lulars com els limfocits T
helpers de tipus 2 (Th2) que a la vegada reclutaran limfocits T reguladors (Tregs) involucrats

) « . 127,128
en la immunotolerancia "%,

Els TAMS tenen una expressio elevada del receptor del factor de creixement epidérmic
(EGFR) que és considerat un factor promotor de tumors ja que activa la via de senyalitzacio
de IL6 i amb aixo el creixement dels hepatocits '*°. En condicions normals, IL6 s’expressa
després de patir un dany hepatic per tal de restablir 'homeostasi com a resposta a la
interleuquina 1P secretada (IL1PB) per els hepatocits moribunds, perd en cancer aquesta
senyal esta constantment activa. Amés a més, EGFR s’ha trobat amb expressio elevada en
els teixits del voltant dels tumors de pacients indicant la preséncia de cirrosi i una mala
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Figura 12. Relacio entre la inflamacié cronica i el desenvolupament de HCC (extret de Ringelhan et al, 2018)

En aquest sentit, la via de senyalitzacio del factor nuclear kappalightchain-enhancer de
ceél-lules B activades (NF-kB) també juga un paper important en el desenvolupament de
cancer a través de la inflamacié amb 'activacio de gens que codifiquen per a citoquines
(IL1, IL2, IL6, IL12, TNF i d’altres), quimioquines (IL8, MCP1, RANTES, etc) molécules
d’adhesié (ICAM, VCAM, E-selectin) proteines de fase aguda i enzims efectors induibles.
NE-kp és segrestat per quinases IKB (IKK) al citoplasma i no sera alliberat fins que les IKf3
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siguin degradades per senyals pro-inflamatories com TNF o IL1B. Es secretat principalment
per hepatocits i KC, participant activament en la progressio dels tumors"""**. La llista de
factors involucrats en el desenvolupament de cancer lligat a inflamacié és molt extensa i
formen xarxes complexes relacionades les unes amb les altres permetent I'adaptacio i
compensacio de senyals amb 'objectiu final de permetre la supervivencia i evolucio de les
cél-lules tumorals. Un altre factor relacionat amb un mal prognosi és el factor de traduccid
de senyal i activacio de la transcripcid 3 (STAT3) que forma part també de la via de
senyalitzacié de IL6 pero que s’ha relacionat amb altres factors com EGF o I'acumulacio de
reactius lliures d’oxigen (ROS). STAT3 s’expressa sobretot en macrofags i tot i que la
senyalitzacié inicial pretén evitar o prevenir la inflamacio cronica, una vegada el teixit es

troba alterat i la malaltia ja s’ha establert, STAT3 promou I'oncogénesi a partir de I'oncogen
Sre 133134

Un tipus cel-lular essencial en Destabliment del microambient inflamatori son els
fibroblasts associats a cancer (CAFs) que deriven principalment de les HSC. Aquest tipus
cel-lular roman actiu secretant components de la matriu extracel-lular i interaccionant de
manera activa amb les cel-lules canceroses promovent la invasio i creixement i inhibint
I'apoptosi. També s’ha relacionat amb la promocié d’'un microambient immunosupressor
reduint la infiltracié de cel-lules T als tumors '°. La identificacio d’aquest tipus cel-lular és
complexa degut a que molts dels marcadors que expressen son compartits amb altres tipus
cel-lulars. Els marcadors principals son: a-SMA, proteasa d’activacio de fibroblasts (FAPa),
proteina especifica de fibroblasts 1 (FSP-1), Tenascin-C, Periostin, antigen 2 neuronal-glial
(NG2), Podoplanin i proteina 5 associada a microfibril (MFAPS5). Els pacients amb un perfil
elevat de CAFs tenen un ambient inflamatori exacerbat que incrementa el risc de metastasi
¢ S’han relacionat també amb la promocié d’EMT a causa de la induccié de la secrecio

de TGE-BY.

Pel que fa als limfocits de la resposta adaptativa i innata, s’ha vist que els limfocits T CD8+
tenen rols duals oposats ja que promouen la inflamacio i neteja de ceél-lules danyades pero
a la vegada poden promoure una resposta tolerant. S’ha vist que quan estan actius
promouen la produccié de citoquines mitogéniques entre les quals es troba la limfotoxina-
B que causa dany als teixits i que s’ha relacionat amb la promocié de HCC ', A la vegada
pero, els limfocits T CD8+ sén el principal grup de limfocits dins del grup de limfocits
infiltrants de tumor (TILs) que sén considerats anti-tumorals ja que secreten granuls litics
de membrana que contenen perforines i granzimes i degraden les cél-lules alterades. Calen
més estudis per definir els rols oposats de CD8+T i en quins estadis es duen a terme; aquests
estudis podrien revelar 'existéncia de subgrups dins dels CD8+T '%. Les cel-lules CD4+T
també tenen papers oposats i poden oscil-lar des de cel-lules efectores a cel-lules reguladores
P9 En models de NASH s’ha observat que la perdua de les cél-lules CD4+T derivada de
I’alteracié del metabolisme per excés de lipids promou el creixement de HCC*. En relacio
a les CD4+ T, el subgrup Th17 i la interleuquina IL17 produida per aquestes, s’ha descrit
com a pro-tumorigénica en NASH per I'estimulacio de I'alliberament de FA que danyen el
DNA dels hepatocits '*°. Altres subgrups son les anomenades anteriorment Th2 amb un
rol protumoral i les Thl que s’han relacionat amb bon pronostic i participen en
Pestimulacio de la resposta citotoxica'*!. El paper dels limfocits B en el desenvolupament
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de HCC és tamb¢ un tema de controversia, tot i que els resultats d’un estudi en el que en
causaven la seva delecio, suggerien un comportament dependent de I'estadi de la malaltia
en el que les cel-lules T prevenen l'aparicio inicial de tumors mentre que les B limiten el
creixement de les cél-lules tumorals ja establertes '*. Les cel-lules NKT poden promoure
I'absorcié de lipids per part dels hepatocits a partir de la proteina LIGHT, i contribuir
d’aquesta manera a la inflamacié i al HCC pero el seu paper encara s’ha d’aclarir ja que
també s’ha vist que juguen un paper important en la vigilancia anti-tumoral. A diferéncia
de tots els altres tipus cel-lulars, sembla ser que les cel-lules NK si que tenen un clar efecte
protector davant de NAFLD, NASH i el desenvolupament de HCC. D’acord amb aixo,
s’ha vist que en casos de HCC i a través de la via de STAT3 i la sobre-expressio de IL10 i
TGEB, les NK s’esgoten i es redueixen facilitant d’aquesta manera el desenvolupament de

\ 1
cancer 43.

3.4.5.2. Resisténcia a apoptosi

Pel que fa a 'apoptosi, aquesta té una relacié estreta amb la malaltia del fetge subjacent, el
tipus de dany hepatic i la predisposicié individual del tipus de lesié. L’objectiu principal de
I'apoptosi és I'eliminacié de cel-lules infectades, danyades o senescents i per tant és una
barrera de seguretat essencial per al manteniment de ’homeostasi de 'organisme que quan
es troba en desequilibri és també essencial per al desenvolupament de lesions malignes com
HCC. Hi ha diferents vies per les quals es pot desenvolupar I'apoptosi i aquestes sén la via
extrinseca per receptors de superficie, via intrinseca a través del mitocondri i el reticle
endoplasmatic i per ultim la via que utilitza les cel-lules NK o limfocits T i la seva secrecid

. . 1
de perforina o granzimes'**.

Hem de tenir en compte que qualsevol estimul que causi dany hepatic activara les vies de
senyalitzacié de mort cel-lular i aquesta pot donar-se de maneres diferents com autofagia,
necroptosi, piroptosi, ferroptosi o la combinacié d’aquests '*°. Sembla ser, que davant de
processos carcinogenics al fetge, sobretot aquells relacionats amb NASH, les causes més
directes de dany als hepatocits son Pestrés oxidatiu i la disfuncié mitocondrial. Aquests
estimuls portaran a I'activacié de la mort cel-lular a través de la via de senyalitzacié de la
familia de proteines anomenades cél-lula B limfoma 2 (BCL-2) i la conseqiient activaci6 de
les caspasses, i les quinases N-terminals c-Jun '*.

Aixi doncs, durant CLD I'apoptosi es veu regulada per les proteines BCL-2 a la membrana
mitocondrial exterior (OMM). Tenim les BCL-2 pro-apoptotiques que sén proteina X
associada (BAX), i la killer antagonista 1 (BAK) que son les encarregades d’activar les
cascades de senyalitzacio de les caspasses al citoplasma mitjancant la permeabilitzacio de la
OMM i la secrecio de citocrom ¢ entre d’altres'*"'*. Per altre banda tenim les proteines
BCL-2 de supervivencia (BCLxL) que limiten la permeabilitzacio de la OMM i que no
permeten que la cascada de senyalitzacié sigui suficientment elevada per a aconseguir que
la cel-lula esdevingui apoptotica i per tant promovent la supervivéencia de ceél-lules
danyades'®.
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El que s’observa en nombrosos casos d’'HCC son alteracions en el programa anti-apoptotic
i pro-apoptotic de BCL-2 com per exemple la baixada d’expressié de BAX i alteracions a
p53 o alteracions més avall de la via de senyalitzacié en forma d’inhibici¢ de les caspasses
per XIAP. TEG- s’ha vist també involucrat en l'alteracié de I'apoptosi a les cel-lules
tumorals "*°.

Estudis han demostrat que la inhibicio de 'apoptosi pot ser un ingredient clau per a I'inici
dels processos carcinogeénic i de fet aquesta caracteristica s’ha relacionat amb la resisténcia
a quimioterapia. S’ha vist que Apol, un inductor potent de la via mort cel-lular per receptor
i el mediador d’apoptosis p53 (PUMA), inductor de la via apoptotica mitocondrial, poden
ser promotors de tumorigenési '**. L'explicacio d’aquest succés requereix més investigacio
pero es creu que Apol en estadis primerencs podria reclutar alguna proteina que reguli
l'activacié de JNK i Pautofagia, reprimint el seu potencial pro-apoptotic i funcionant com
a iniciador de tumor. Aquest estudi destaca la importancia de considerar que cada etapa
del desenvolupament tumoral pot requerir vies de senyalitzacid oposades i que una
molécula amb un paper anti-tumoral per a la iniciacié de tumors pot tenir un rol pro-

tumoral per a la promocié d’aquest.

La via de senyalitzacio de NF-kP és important ja que amés d’estar associada a les vies del
metabolisme i la resposta inflamatoria, promou la supervivencia cel-lular davant de senyals
d’estrés com ROS amb activacio de vies semblants a les de p38 MAPK. Aquesta proteina
esta relacionada amb proteines anti-apoptotiques com cIAP, XIAP, BCL2 anti-
apoptotiques, cFLIP, TRAF1, TRAF2 i GADD45B1%, Un regulador molt important de
NF-kp és la quinasa 1 que interacciona amb el domini de mort cel-lular (RIPK1). Una altre
que relaciona el sistema immunitari amb 'apoptosi és la quinasa 1 activada per MAP3 i
TGEFB (TAK1) amb un paper clau en I'activacié de la resposta immunitaria adaptativa. La
seva activacio a les cel-lules parenquimatiques inhibeix 'apoptosi a través de la secrecio de
TNEF i lactivacio de la via de NE-kp. Aixi, doncs, RIPK1 i TAK1 son dianes terapéutiques

. 151
Interessants 5.

Les vies per les que 'apoptosi pot obrir-se cami sén molt més amplies de les que s’havien
definit fins al moment, de fet, un estudi en leucémia limfocitica cronica (CLL) va demostrar
que els nivells d’algunes molécules poden atorgar a aquestes rols duals. Es el cas de STAT3,
que tot i haver-se demostrat el seu paper anti-apoptotic i oncogenic, sembla ser que nivells
molt elevats activen directament caspassa-3 i per tant I'apoptosi, tornant STAT3 una
molecula pro-apoptotica en CLL*.

La ferroptosi és un mecanisme de mort cel-lular que s’ha descobert recentment i té lloc a
conseqiiéncia de 'acumulacié de peroxid de lipids dependents de ferro. La induccié de la
ferroptosi pot deure’s a molecules petites de classe 1 (inhibidors del sistema Xc) o a
inductors de classe 2 (inhibidors de GPx4)"*. La ferroptosi no causa els canvis morfologics
observats en I'apoptosi com la condensacié de la cromatina sind que es manifesta amb
Pencongiment de les mitocondries i I'increment de la densitat de les seves membranes .
Estudis han demostrat que la ferroptosi és un mecanisme important en HCC i que aquest
esta regulat per la proteina retinoblastoma (RB) de manera que la baixada d’expressio de

RB, fa les cél-lules del HCC més susceptibles a ferroptosi *°.
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La caspassa-3 és un membre de la familia de proteases d’acid cistein-aspartic i juga un paper
central en l'execucid de l'apoptosi cel-lular. S’expressa a tot l'organisme i manté
I'homeostasi de la renovacio de cel-lules danyades als teixits perd també sha vist
incrementada en alguns cancers com HCC "', Un estudi ha relacionat aquesta caspasa3
amb l'increment d’incidéncia de HCC promogut per DEN. Contrariament al que
s’esperaria, a conseqiiéncia de la delecid de caspassa-3 i 'administracio del mutagen dietil
nitrosamina (DEN), les cel-lules incrementen la MAP quinasa p38 a través de la secrecid
de [L1a i TNFa per part dels hepatocits amb el resultat d’'una incrementada mort cel-lular
i la conseqiient proliferacié compensatoria que es pot descontrolar. Aixd podria indicar
que el paper de la caspassa-3 en la inhibicié de 'hepatocarcinogenesi induida per DEN és
a través de la supressio de p38 i de la mort dels hepatocits i per tant amb un rol diferent al
que la sol definir "**.

3.4.5.3. Senescéncia

La senescéncia és un procés biologic que té lloc a les cel-lules envellides o danyades de tot
I'organisme amb l'objectiu d’aturar el cicle cel-lular i evitar la progressi¢ de cel-lules amb
potencial canceros. També succeeix davant d’un estimul d’estres per a evitar que les cel-lules
inverteixin la seva energia en dividirse. Les cel-lules mieloides sén les encarregades de
detectar i eliminar les cél-lules senescents, perd en HCC ens trobem amb aquest procés
alterat de manera que els hepatocits danyats romanen al teixit sense ser eliminats i
promouen els processos de carcinogeénesi a través del seu secretoma pro-inflamatori. Les
cel-lules senescents son dificils d’identificar perd acostumen a expressar almenys dos o tres
dels segiients marcadors: SA-BGal, p16INK4A, p21 i IL6 o IL1al59. Les vies moleculars
principals involucrades son la de p53 i RB i els estimuls que inicien 'entrada en senescéncia
acostumen a ser dany al DNA, alteracions als telomers, estrés oxidatiu i expressio
d’oncogens. Altres gens importants son els relacionats amb el cicle cel-lular com CDKNZ2A,
CDKN1A i LMNB1 '°, Una altre que també s’han relacionat amb la regulacié negativa de
la senescencia és IL6/STAT3/TERT'®". Cal ser prudents, perd ja que interleuquines com
IL6, s’han vist jugant papers duals en relacio a senescéncia en funcio de I'estadi de malaltia
i de si és una secreci6 de tipus paracrina o autocrina.

Les cel-lules senescents desenvolupen un fenotip secretor anomenat SASP que té un efecte
directe sobre les cel-lules veines i que conté factors com IL6, IL1a, CXCL1, CXCL2 pero
el contingut en citoquines, quimioquines, factors de creixement i proteases és molt ampli.
Estudis han demostrat la importancia del SASP secretat per HSC senescents en el
desenvolupament i progressi6 de HCC en ratolins obesos i destaquen el paper de la
comunicacié entre els intestins i el fetge en aquest procés °'*%. En estadis inicials de CLD,
la senescéncia de les HSC per la via de ATM-ATR permet 'expressio de NKG2D a la seva
superficie i aixi redueixen la fibrosi al fetge a través del I'eliminacié d’aquestes cel-lules
senescents per part de les cel-lules NK ',

El SASP pot tenir llavors un paper pro-tumoral perd també anti-tumoral ja que per una
part evita 'entrada en cicle cel-lular de cel-lules amb mutacions al DNA i recluta el
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component immunitari per a la seva eliminacid, perd també pot propiciar un ambient
inflamatori perjudicial. De fet, la preséncia d’'un estroma senescents s’ha relacionat amb
baixa supervivéncia en pacients amb HCC degut, possiblement, a la induccioé d’'un ambient
immunosupressor que permet el creixement tumoral. En aquest sentit, un estudi va
demostrar que els hepatocits senescents secretaven CCL2 que reclutaven ceél-lules mieloides
immadures CCR2+ que tenien la capacitat de diferenciar-se en macrofags i eliminar les
ceél-lules senescents pre-canceroses, pero a la vegada, aquestes inhibien les cel-lules NK de
manera que permetien la proliferacio de les cél-lules canceroses ja establertes al teixit '*°.

3.4.5.4. Proliferacio i evasié de supressors del cicle cel-lular

Entre alguns dels canvis primerencs detectats a les lesions pre-canceroses estan aquells
relacionats amb un increment de proliferacié i disminucié de proteines supressores de
tumors. Estudis han relacionat aquests canvis amb la induccié de factors de creixement
com el factor 2 semblant a insulina (IGF2) i TGFa i la disminucio de p53 i pRb '**.

Analisis de transcriptomica han demostrat la sobre-expressio d’alguns gens especifics
relacionats amb la proliferacio cel-lular. Els exemples més destacables son CENPF (proteina
F del centromer), una proteina essencial per a la formacié i funcionalitat del fus mitotic i
FOXM1, un factor de transcripcio que regula el cicle i la proliferacio cel-lular aixi com la
reparacié de TADN'®. Altres vies que s’han relacionat estretament amb la supervivencia i
proliferaci6 tumoral en HCC s6n EGF/EGFR, HGFE/MET, IGF/IGFR,
PI3K/AKT/mTOR i RAS/MAPK '. Tot i aixi, el HCC s’ha definit per ser molt
heterogeni i multifactorial i trobar mutacions definitories comuns a tots els casos és encara
un misteri per resoldre.

STATS3 és un factor de transcripcio de la familia de la quinasa Janus i participa en un gran
nombre de processos destacant per el seu per en 'activacio de factors de creixement i
citoquines. De fet és considerada una diana amb molt potencial terapéutic ja que es veu
usualment activa i incrementada en cancer i s’ha demostrat que la seva inhibicié disminueix
la progressié de tumors in witro, in vivo i inclus a estudis clinics °*'*". Es considerat un
oncogen que atorga resisténcia a apoptosi tot i que com ja hem descrit anteriorment, pot
tenir funcions contraries depenent de la seva concentracié. Entre les citoquines i factors de
creixement que I'activen hi trobem IFN, IL6, IL1, alsoneuropoietina (NP), factor neurotofic
ciliar (CNTF), cardiotrofina 1 (CT-1), citoquina semblant a cardiotrofina (CLC),
oncostatina M (OSM), factor inhibidor de leucemia (LIF), IL27, IL31, IL5, proteina 2
morfogenetica (BMP2), EGF, HGF, PDGF i altres'®. El seu paper en la supervivéncia
cel-lular es demostra en estudis que relacionen a STAT3 directament amb la proteina anti-

apoptotica BCLxL de la familia de les BCL2 '®°.
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3.4.5.5. Angiogeénesi

L’angiogénesi és el procés biologic que permet la formacioé de nova vasculatura a partir de
vasos ja existents i té lloc de manera natural a tot el cos perd també és un mecanisme que
participa de moltes malalties amb 'anomenada angiogénesi patologica. L’angiogénesi és en
general un procés estrictament regulat ja que I'activacio excessiva promou la formacio de
vasculatura anormal que altera el funcionament fisiologic dels teixits i que pot donar lloc a
patologies' . En el cas del fetge, 'angiogénesi patologica té lloc sobretot a nivell extra-
hepatic generant vasos porto sistémics colaterals i amb aixo l'agreujament de les
pertorbacions hemodinamiques a nivell esplancnic i la hipertensié portal. Aquest procés
de formacié de nova vasculatura és també considerada un tret distintiu dels processos
carcinogens permetent no només |'alimentacio del tumor i el seu creixement sind també la
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seva disseminacio a altres organs'’.

Els noduls displasics reben sang preferiblement de la vena porta de manera semblant als
noduls de regeneracio, pero hi sol haver un canvi a sang arterial quan el nodul avanca cap
a HCC tempra. Les LSEC perden els seus marcadors i incrementen els nivells d’integrines,
incrementant la capacitat angiogénics, pro-coagulant i fibrinolitiques'’”. Les LSEC

peritumorals s’han vist incrementant la secrecié de factors pro-tumorals tals com IL6'".

Els mecanismes que permeten els processos d’angiogénesi patologica i fisiologica son
bastant semblants; mentre 'angiogénesi fisiologica forma vasos funcionals i recoberts de
pericits que permeten 'equilibri homeostatic, 'angiogénesi derivada de tumors atorga a les
cel-lules tumorals la capacitat de sobreviure, propagar-se i envair altres teixits. Normalment,
en situacions patologiques aquests vasos son immadurs i filtrants. Quan una cel-lula
tumoral creix de manera descontrolada, queda una regi¢ interior en el microambient
tumoral a on hi manca el subministrament de sang i per tant es formen zones hipoxiques
amb falta de nutrients que seran un dels principals estimuls per a la formacio de nous

VaSOSIM’lH.

L’angiogénesi tumoral és un procés que segueix quatre passos: primer, la membrana basal
dels teixits resulta danyada; segon, les cel-lules endotelials migren; tercer, les cel-lules
endotelials creixen i s’estabilitzen; i quatre, factors angiogénics romanen actius i presents
promovent I'angiogénesi continuament 1, Aquest procés es tan important en cancer que
sovint, s’han relacionat els nivells dels factors pro-angiogénics amb I'agressivitat de les
cel-lules tumorals i s’han fet servir per a identificar pacients d’alt risc amb mal

«opr 1761
pronostic' ',

En el context de malaltia hepatica, hi ha tres factors principals promovent 'angiogénesi
patologica: factor de creixement vascular endotelial (VEGF), factor de creixement de la
placenta (PIGF) i el factor de creixement derivat de plaquetes (PDGF) '"®. L'increment del
nombre de vasos sanguinis al fetge pot arribar a incrementar el reclutament de cel-lules
inflamatories que poden estimular, en un loop positiu, la inflamacié del teixit activant els
miofibroblasts profibrogenics que donaran com a resultat l'inici de processos de
fibrogénesi. Amés a més, aquesta nova vasculatura té una estructura diferent de
I'especialitzada vasculatura intrahepatica amb capacitat de formar xarxes sinusoidals
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perfectament interconnectades. Soén desorganitzades, caotiques i filtrants de manera que
en comptes de millorar la perfusio dels hepatocits, comprometen la distribucio de 'oxigen
i els nutrients per tot el parénquima generant dany hepatic i hipoxia '™. Quan els
miofibroblasts estan sobre activats i en procés de fibrogénesi, I'efectivitat de la resposta
immunitaria es troba compromesa i el teixit queda descompensat exposat a senyals
excessives d’inflamaci6 i de factors pro-angiogénics que poden arribar a tenir un efecte de
transdiferenciacié en els mateixos miofibroblasts i promoure processos de proliferacio,
quimiotaxi i produccié de matriu extracel-lular . Per aquest motiu, I'angiogénesi s’ha
convertit en un dels tractaments més interessants en totes les patologies hepatiques no
unicament aquelles relacionades amb processos carcinogens; per exemple, el Sorafenib, un
inhibidor multi-quinasa que actta sobre VEGFR, PDGF i Raf, ha permeés una disminucio
marcada de neovascularitzacio intrahepatica, fibrosi i inflamacié en models animals de

1

cirrosi '*!. Leficacia del Sorafenib s’ha demostrat també en estudis clinics, millorant la

supervivencia de pacients amb HCC avancat'™.

[’angiogénesi juga un paper amb una relacié molt estreta amb la resposta immunitaria. El
HCC sovint porta a la trans-diferenciacio endotelial que implica la perdua de marcadors
de LSEC i presentacio de quimioquines CXC i CC aixi com expressié de [ICAM1, CAP1 i
CD151 que promouen el reclutament de limfocits. La proteina stabilin1 també s’expressa
i pot promoure el reclutament de cel-lules Treg incrementant la immunotolerancia del
teixit i I'evasié de la mort per part de les cél-lules tumorals **%.

Quan parlem de I'angiogénesi com a diana terapéutica és important considerar sempre que
és un procés requerit per al manteniment de I’homeostasi i que per tant només ens interessa
reduir angiogénesi patologica i aquells factors elevats de manera excessiva. Aixo és
especialment important en el context de malaltia hepatica ja que els pacients sovint tenen
problemes de coagulacié i varius molt sensibles al trencament i sagnat.

3.4.5.6. Metabolisme

La importancia del metabolisme en la transformacié maligna radica en I'adquisicio de la
capacitat de sobreviure en un microambient hipoxic o hostil. D’aquesta manera, les
cel-lules canceroses poden proliferar formant grans masses sense perdre tota la part cel-lular
que queda lluny de vasos sanguinis fins que han tingut lloc els processos d’angiogénesi
patologica. Aixi doncs, hi ha un canvi metabolic ja descrit en apartats anteriors que és
I'anomenat efecte Warburg, en el que mitjancant la glicolisi aerobica les ceél-lules tumorals
obtenen I'energia i biomassa necessaries per a la proliferacio cel-lular'®.

La induccio de la glicolisi a partir de HIF-1 esta associada amb una elevada agressivitat de
tumors. En aquesta via, hi ha un jugador molt important que és el transportador de glucosa
1 (GLUT1) ja que permet que les cel-lules absorbeixin la glucosa '**. Aixi doncs, HIF-1
indueix 'expressio de GLUT1 perod també hi ha altres reguladors que participen en aquest
increment de GLUT1 com son PI3K, AKT i p53. L'expressio GLUT1 s’ha vist associada a
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tumors més avancats i proliferatius .
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Una altre molécula important en relacié al metabolisme en HCC és 'isoenzim piruvat
quinasa M2 (PKM2) ja que estudis in vitro i in vivo han demostrat que el seu silenciament
inhibeix la glicolisi aerobica. En relacié amb PKM2, s’ha vist que el miR-122 el regula
negativament unint-se a la seva regio no traduida 3’ (3>-UTR). Altres reguladors de la via de
PKM2 son considerats importants en el metabolisme de HCC com son PARP14, PIM1 i

Spry2 en forma d’activadors '%'7,

Un estudi recent destaca el paper del metabolisme lipidic en el desenvolupament de HCC.
Durant la progressié de NAFLD, el metabolisme lipidic es veu alterat i indueix 'ablacio
selectiva de les cel-lules CD4+ intra-hepatiques de manera que la funcié mitocondrial
queda deteriorada, generant elevats nivells de ROS i per tant dany oxidatiu amés d’una

. e 1 . . . 2
immunovigilancia inefectiva®.

La identificacio de marcadors per la glicolisi en HCC podria ser una de les estratégies més
interessants per al disseny de dianes terapeutiques.

3.4.5.7. Invasid i metastasi

En HCC, la invasioé microvascular és un marcador de pronostic aixi com la mida del tumor
i els marcadors de proliferacié tot i que és dificil de mesurar abans del transplantament. La
invasio de la vena porta és un tret que té lloc en molts casos de HCC i que juga un paper
essencial en I'expansié intrahepatica del tumor, de fet, les metastasis intra-hepatiques tenen
una incidéncia de més del 80%. Es poden donar també metastasis extra-hepatiques i es
troben normalment als pulmons, als ossos, als noduls limfatics i al cervell '**.

L’adquisicié de la capacitat de fer EMT és essencial per a assolir el fenotip invasiu i es
caracteritza per I'increment d’expressié de vimentina i la reduccio de E-caderina. En HCC
la EMT esta controlada per diversos factors, alguns dels més importants son ZEB1 i ZEB2

i facilitada per factors de la matriu extracel-lular com periostin "**'*°.

Un component molt important de la poblacio tumoral i que permet la iniciacio del tumor
i la recidiva clinica és la preséncia de cél-lules iniciadores o cél-lules mare tumorals (CSC).
Aquesta subpoblacio té la capacitat de renovar-se a si mateixa, diferenciar-se i desdiferenciar-
se de manera que sén un recurs essencial per a la resisténcia a quimioterapia i radioterapia
¥ Aquestes CSC del fetge es poden iniciar a partir d’hepatocits diferenciats, hepatoblasts
o progenitors hepatics adults. Els gens relacionats amb la transicié epitelial-mesénquima
(EMT) i les cel-lules mare embrionaries (ESC) solen estar incrementats en les poblacions
de CSC. Estudis han demostrat que les vies de senyalitzacié de Wnt/B-catenina i STAT3
son responsables de la regeneracié del fetge i per aixo s’han relacionat amb el manteniment
de les CSC en cancer”*'’. Un altre factor important en el fenotip metastatic ve derivat de
la capacitat de dur a terme mimetisme vascular de les cel-lules tumorals, formant canals que
permeten l'expansi¢ de les cel-lules des-diferenciades. Molts factors han relacionat amb
aquest fenomen, alguns d’ells sén Twist1, Slug, ROCK i Notch1 ',
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3.4.5.8. Inestabilitat genomica

La inestabilitat genomica és un jugador clau a la majoria de cancers humans inclos el HCC,
normalment es veu representada amb variacions al nombre de copies (CNAs) amb guany o
perdua als cromosomes perd també en forma de mutacions somatiques. Les técniques
novedoses de seqiienciacié massiva d’ultima generaci® han permés mapejar totes les
alteracions cromosomiques especifiques mes abundants en pacients amb HCC ', També
s’han pogut localitzar amplificacions d’oncogens com el MET, MYC, TERT, CCNDI i
FGF19 i delecions de supressors de tumors com PTEN, TP53, CDKN2A i CDKN2B ",

Algunes mutacions s’han pogut associar a HCCs derivats d’etiologies especifiques. Per
exemple, CTNNBI s’ha associat al consum d’alcohol mentre que TP53 s’ha associat a casos
derivats de HBV. Hi ha encara moltes preguntes que necessiten resposta, perd gracies a la
investigacid integrativa que compren diferents disciplines, s’han pogut relacionar
mutacions amb vies especifiques. De manera que alguns d’aquests gens que guien el
desenvolupament de HCC estan associats amb la reparacié de '’ADN (TP53, CDKN2A,
RB1), via de Wnt/B-catenina (CTNNBI, AXIN1), remodelaci¢ de cromatina (ARIDIA,
ARID1B, ARID2), activacié de quinases mitogeéniques (RPS6KA3), estreés oxidatiu (NFE2L2,
KEAPI) i modificacié d’histones (MLL, MLL3, MLL4)">"°.

3.4.5.9. Canvis epigenétics

Els canvis epigenétics son modificacions reversible al genoma que no afecten la seqiiencia
de ’ADN. Aquestes modificacions séon capaces de modular la transcripcid génica
mitjancant la metilacio, del ADN, modificacions a les histones o remodelacié de la
cromatina perd també poden regular a nivell posttranscripcional a partir de RNAs no
codificants (ncRNAs). Aquest tipus de regulacio actua de manera que per exemple, la
metilacié de la regié promotora d'un gen pot afectar directament la seva transcripcio

reduintla o incrementantla'®’.

L’alteracio dels patrons de metilacié del ADN és un tret que s’observa de manera comu en
molts cancers i entre ells, HCC. Aquestes alteracions actuen promovent la inestabilitat

198

genomica i el silenciament de gens supressors de tumors . Estudis han demostrat patrons

d’hipo-metilacio generalitzats en regions canceroses indicant una possible desdiferenciacio

199

cel-lular™. La troballa de gens especifics amb patrons alterats de metilacio pot ser una eina

de pronostic i diagnostic que ajudi al tractament de pacients. Altres grups de recerca han
trobat gens hiper-metilats com EMILIN2, WNK2, TM6SF1, TLX3, HIST1H4F, TRIM58 i
GRASP en pacients amb HCC associat a hepatitis B **. El més interessant, pero, és la
validacio mecanistica d’aquests gens com van fer en aquest estudi *', en el que van buscar
quin dels seus gens hiper-metilats eren gens supressors de tumors i van trobar-ne dos: el
polipeptid de neurofilament pesat (NEFH) i la fosfodiesterasa 3 esfingomielina (SMPD?3).

69



Introduccio

L’organisme conté proteines que permeten regular I'estructura de la cromatina i els seus
patrons epigenétics que estan alterats en HCC com I'activador de 'homoleg de zeste 2

(EZH2)™.

3.5. Familia de proteines CPEBs

La familia de proteines d’unio als elements de poli(A)denilacio citoplasmatica (CPEBs) son
proteines que s'uneixen al acid ribonucleic (RNA) per a regular la traduccié de proteines
especifiques que contenen a la seva seqiéncia elements de poliadenilacié citoplasmatica
(CPEs) a la regi¢ 3’-UTR del seu RNA missatger (mMRNA) la seqiiéncia consens de la qual
¢s UUUUUAU.

La cua poly(A) dels mRNAs permet la regulacié de la traduccié de manera que quan aquesta
cua és curta, els mRNAs queden retinguts al citoplasma i quan sén requerits, la seva cua
poly(A) s’allarga mitjancant els elements adequats i la seqiiencia és alliberada per a poder
ser traduida 2. El control de la traduccio a partir de canvis a la cua poly(A) al citoplasma
es va descriure originalment com un mecanisme clau per a expressio génica durant la
meiosi i la mitosi ja que hi ha molts mRNAs amb caixes CPE relacionats amb el control
del cicle. Avui en dia se sap que 'espectre de mRNAs regulats per les CPEBs es molt ampli

4

i pot arribar a cobrir fins al 20% del genoma®* amés, la regulacio pot ser tant de repressio

com d’induccio.

La proteina descrita inicialment va ser CPEB1 i aquesta és la més llunyana a nivell evolutiu,
perd s’han descrit tres membres més d’aquesta familia (CPEB2-4) que denoten la
importancia biologica de les seves funcions. Totes les CPEBs comparteixen els elements

d’unio al RNA pero difereixen en els dominis reguladors i els patrons d’expressio’®.

3.5.1. Funcié y mecanismes

Aixi doncs, la importancia de les CPEBs radica en la regulacio de la traduccio de mRNAs.
Aquesta regulacio pot ser dividida en tres nivells; la iniciacio, I'elongacio i la finalitzacio, i
etapa més complexa i que requereix més factors reguladors és la iniciacio™. Les CPEBs
poden actuar com activadores o repressores en funcio dels components associats a ells i del
context cel-lular i també tenen capacitat de gestionar la localitzacié del mRNA.

L’estructura dels transcrits de RNA esta dissenyada per 'evolucié per tal de permetre un
estricte control de manera que a 'extrem 5’ de tots els transcrits eucariotes s’hi troba una
sequiencia anomenada Cap 5’ i 'altre extrem, el 3’, es troba bloquejat per una llarga cadena

)*°7. Aquest extrem 3’ és

de 200 a 500 nucleotids, concretament adenines (la cua poli(A)
essencial per al transport, 'estabilitat i la traduccio de quasi tot els mRNAs eucariotics.
Tant el Cap 5’ com la cua poli(A) sén reconeguts per els factors iniciadors de la traduccié
(eIFs) que permeten el reclutament de la subunitat 40S dels ribosomes. Aquesta subunitat

escaneja la regio 5’UTR en direccioé 5’23’ fins a trobar un codé d’iniciacio en el context
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adequat. Faltara llavors la unié de la subunitat major del ribosoma (60S) per a formar un

ribosoma 80S que sigui cataliticament competent.

La iniciacié requereix que s’associi el complex elF4 al Cap 5’; aquest complex conté el
factor elF4E, I'helicassa de RNA elF4A i la proteina de bastida elF4G. La uni¢ d’aquest
complex a la proteina d’unié a la cua poli(A) de 3’ (PABP/ePAB) permet el reclutament de
elF4F i la pseudo-circularitzacio del mRNA de manera que el extrems queden propers ['un
de Paltre. Es llavors quan el complex de pre-iniciacio 43S, que inclou la subunitat 40S i els
elFs associats, és reclutat després de la interaccio de elF3 amb elF4G i escaneja 'extrem
5'UTR per a trobar el codd d’inici. Una vegada tot aixd ha tingut lloc, la subunitat
ribosomal 60S s’unira a la 43S per a formar un ribosoma 80S competent que llegira tot el
marc de lectura (ORF) del transcrit per a produir el polipeptid codificat™**®” (Figura 13).

3"UTR
(5) Elongation
AUG
ORF
J \
elF4F (1) 43S recruitment RN AStrcire Release of elFs
to the 5" cap unwinding

G1P)

@ ! fTernary complex (2) 43S scanning

(3) 48S initiation
complex formation

il i @) 60S joining and
43S pre-initation complex 80S formation

Figura 13. Mecanismes d'iniciacié de la traduccié (extret de Leppek i Barna 2018)

La familia de proteines CPEB, regulen la circularitzacié del mRNA unint-se a la caixa CPE
a 'extrem 3’ i evitant la poliadenilacié del transcrit bloquejant la unié de PABP o
promoventla. CPEB s’uneix a Maskin i aquesta s’uneix a eIF4E. Quan la proteina quinasa
Aurora fosforil-la CPEB, aquesta s’activa i incrementa I'afinitat per el factor especific de
tall i poliadenilacié (CPSF) que reclutara la polimerasa poli(A) i allargara la cua poli(A)
(Figura 14). Aixi doncs les CPEBs son factors que bloquegen la traduccié perd també
indueixen la poliadenilacio requerida per a que els transcrits es tradueixin *'°.
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Figura 14. Mecanismes d'iniciaci¢ de la traducci¢ per CPEB1 (extret d'Ambrogio 2013)

En el cas de CPEBI sabem que la repressio de la traduccié requereix d’una distribucio
especifica de les caixes CPE que consisteix en la preséncia d’almenys dues CPEs separades
per menys de 50 nucleotids que probablement impliqui la formacié d’'un dimer. Aquest
dimer altera el complex que permet la circularitzacié del mRNA amb dos mecanismes; per
una part evita la unié d’ePAB a la cua poli(A) ja que recluta PARN la qual redueix la mida
de la cua i per l'altre, bloqueja o trenca la unio entre eif4E i eiF4G amb intervencié d’una
proteina intermitja que encara no s’ha definit amb certesa. Els models que s’han descrit
parlen de la proteina Maskin o de eiF4E-T pero es requereix més investigacio per a definir
el procés. Per lactivacid, es requereix de la preséncia de dos motius d’hexanucleotids
(AAUAAA) anomenats Hex i la CPE per a la unié de CPEB i CPSF; a conseqiiéncia de la
fosforil-lacio de la CPEB1, la cua poli(A) sera allargada per el reclutament de la polimerasa
GLD?2. Finalment lactivacio requerira de I'expulsio de PARN per a que GLD2 pugui ser

efectiva i de P'estabilitzacio del complex per symplekin >

La classificacio de la funcié especifica de cada CPEB és un repte i no ha estat encara
establerta. Els dominis per a la unio de les CPEBs estan molt conservats amb la potencial
conseqiiéncia de solapament en el reconeixement de seqiiéncies, pero les diferents funcions
descrites indiquen que els processos de substitucié i compensacié no acostumen a succeir
21 Un estudi va revelar les funcions seqiiencials i no redundants de les CPEBs en el cicle
cel-lular i aquest es podria, possiblement, extrapolar a molts altres mecanismes biologics.
En aquest cas, CPEB3 és I'inic membre dispensable per a la divisio mitotica mentre que
els altres tres son essencials; CPEB1 és necessari per a I'entrada en profase, CPEB2 'entrada
a metafase i CPEB4 per la citocinesi *"

Els 4 membres de la familia comparteixen la seqiiéncia de la seva terminacio carboxil pero
'extrem regulador amino-terminal és molt variable, el que els hi permet exercir mecanismes
reguladors diferents. Per exemple, CPEB1 i CPEB4 acostumen a regular iniciacio de la
traduccié mentre que CPEB2 s’ha relacionat amb I'elongacio®”. CPEB1 i CPEB4 son les
principals involucrades en la regulacio mitotica i meiotica i en la transformacié maligna **.
A la regio carboxil-terminal que és la conservada, hi ha els llocs que reconeixen el mRNA i
dues seqiiencies de dit de zinc. A la regié amino-terminal hi ha dominis reguladors variables
entre les diferents CPEBs i en concret a CPEBI s’hi troba una caixa o domini anomenada

PEST que participa de la destruccio de la proteina per mitja del proteosoma.
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A part del paper en malignitat, també s’ha vist la influéncia de CPEBI en altres tipus de
malaltia ja que té la capacitat de regular el desenvolupament de cel-lules germinals,
plasticitat sinaptica, senescéncia cel-lular i estudis han mostrat una estreta relacio amb
proteines que participen de les vies de senyalitzacio de la insulina. De fet s’ha vist que la
manca de CPEB1 incrementa PTEN i STAT3, dos reguladors negatius de la insulina i
incrementa el desenvolupament de resisténcia a insulina en un context de HFD demostrant

que CPEBI regula la traduccio d’aquestes dues proteines i que per tant és clau 2.

3.5.2. CPEB4 a la malaltia hepatica

CPEB4 juga un paper primordial en el desenvolupament de resposta adaptativa davant de
I'acumulacio de proteines mal plegades (UPR) al reticle endoplasmatic (ER), un procés
necessari per al manteniment de ’homeostasi dels teixits i especialment en el fetge que esta
continuament sotmes a estimuls d’estrés. De fet, s’ha vist que CPEB4 es necessaria per a
I'adaptacio a estres al ER degut a dieta greixosa (HFD) i a envelliment que promouen
'esteatosi hepatica. En aquest sentit, CPEB4 esta regulada de manera dual, destacant la
importancia del seu paper. Per una banda, la transcripcio del mRNA de CPEB4 esta
controlada per un rellotge circadia que consisteix en la regulacio seguint les hores de llum
en cercles de 24h. Per altre banda, la seva traduccio esta regulada pel UPR a partir de
regions a la sequiencia del CPEB4 en el seu 5’UTR. D’aquesta manera, CPEB4 se sintetitza
només a conseqiiéncia de senyals d’estrés i només seguint el seu rellotge circadia. Quan
s'activa, CPEB4 té la capacitat de regular proteines del UPR tals com la proteina
d’interaccié amb tioredoxina (TXNIP), proteina 1 sobre-regulada per hipoxia (HYOU1), la
subunitat 3 dolicol-fosfat manosil-transferassa (DPM3), transportador 2 d’ATP (TAP1),
oxigenassa de heme 1 (HMOXI1), proteina rica en cisteines i dominis semblants a EGF 2
(CRELD2) i membre A de la familia de torsines (TOR3A) entre altres, amb l'objectiu de
restablir la funcionalitat del ER i ’homeostasi mitocondrial. La participacié de CPEB4 en
la resolucio de I'estrés és tan important que la seva manca facilita el desenvolupament i

establiment de NASH 26,

En el nostre laboratori s’ha demostrat el paper de les proteines CPEB en la regulacio de
VEGF i la seva implicacié en la malaltia hepatica. En aquest cas, el mecanisme de regulacié
involucra tant a CPEB1 com a CPEB4 i es dona en un context de cirrosi en el que hi ha
una sobre-regulacio d’Aurora quinasa A, que s’autofosforil-la al mesenteri i al fetge i que és
I'encarregada de fosforil-lar i activar CPEB1. Basicament, i donada la funcio de VEGF,
I'efecte té una relacié directa amb I'angiogénesi patologica que tants simptomes causa en la
malaltia del fetge. Aixi doncs, CPEB1 promou un processament nuclear alternatiu del
3’UTR de VEGF i CPEB4 de manera que els elements repressors de la traduccié queden
eliminats. La sobre-expressio de CPEB4, a la vegada, promou la seva propia activacié unint-
se als seu mRNA i la poliadenilacié citoplasmatica del mRNA de VEGF incrementant la
seva traduccio i per tant promovent l'increment de proteina VEGF de manera molt activa
i participant d’'un bucle de regulacio positiva. El més interessant de tot aixo és que sembla
ser que CPEB4 només regula 'angiogénesi patologica sense afectar la vascularitzacio
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fisiologica necessaria per al manteniment de '’homeostasi *'7. També hem vist el seu paper
regulant la proliferacié de les cél-lules mare de la paret vascular dels vasos sanguinis que
son les principals encarregades de diferenciar-se i iniciar processos de neovascularitzacio en
malaltia com és el cas de la hipertensio portal cronica. Aquestes caracteristiques atorguen
a CPEB4 potencial terapéutic ja que la seva inhibicio afectaria només a 'angiogénesi
patologica *'®. Per altre banda també hem vist que CPEB4 juga un paper important en
Iactivacio de HSC a través de la regulacio traduccional de PFKFB3 i la glicolisi . Els fetges
fibrotics de pacients i rosegadors (ratolins i rates) incrementen els nivells de glicolisi i
PFKFB3 pero aixo es veu alleugerat en inhibir o silenciar CPEB4.

El procés de diferenciacio d’eritrocits terminal té lloc al fetge del fetus i aquest procés s’ha
vist estretament relacionat amb CPEB4. Alteracions en CPEB4 poden provocar un
desequilibri en la diferenciacio d’eritrocits i en I'’homeostasi del ferro i l'oxigen a
I'organisme. CPEB4 és induida durant el procés de diferenciacié per Gatal i Tall,
adquirint una expressi6 molt elevada i jugant un paper clau en la finalitzacio de
eritropoesi. A la vegada que la seva transcripcio incrementa, CPEB4 s’uneix al complex
d’iniciacio de la traduccio elF3 i reprimeix la traduccio d’'un gran nombre de mRNAs aixi
com el seu propi als eritrocits, permetent la terminacio del procés (Hu et al., 2014). Aquesta
capacitat de CPEB4 de reprimir-se a ell mateix en un bucle negatiu és essencial per a aquest
procés del desenvolupament.

S’ha descrit el seu paper en diversos tipus tumorals, sempre amb certa controveérsia ja que
té efectes oposats depenent del teixit i 'estadi de la malaltia; CPEB4 és una proteina en la
que la seva funcié depén completament del context en el que es trobi.

3.5.3. CPEB4 en cancer

CPEB4 participa en processos cancerigens en tipus de teixits molt variats i té efectes
pleiotropics que comprenen proliferacio, invasid, metastasi i evasié del sistema immunitari.

Estudis amb cél-lules tumorals del tipus cel-lula pulmonar no petita (NSCLC) mostren que
CPEB4 promou la migracio i invasio d’aquest tipus tumoral per la via d’Akt amb regulacio
també de Snail i MMP3. En aquest estudi també veuen que la producciéo de ROS que es
veu incrementada quan CPEB4 no hi és fent relluir la implicacié complexa d’aquest a

220 . \ .
. Un altre estudi, pero, va demostrar que en pacients

proteina en I'aparicié de malaltia
amb cancer pulmonar avancat, CPEB4 ¢s un marcador de curta supervivéncia i per tant de

\ . 1
mal pronostic**.

El cancer de pancreas, aixi com la majoria de lesions malignes, és una malaltia complexa a
nivell genetic que resulta de l'alteracié de Pexpressio de molts gens i I'alteracio de vies de
senyalitzacié variades. S’ha vist que la sobre expressio de CPEB4 en cancer de pancreas i
concretament en adenocarcinoma del conducte pancreatic (PDA) és molt clara donant
suport al creixement tumoral, la vascularitzacié i la invasio. CPEB4 activa mRNAs que
estan generalment silenciats, entre ells destaca I'activador de plasminogen de teixits (tPA)
que tot i que els nivells de mRNA no varien entre teixit normal i teixit tumoral, si que ho
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fa la proteina. Moltes altres proteines es van veure incrementades en PDA, pero les més
significatives estaven relacionades amb factors de traduccié (proteines ribosomals, factors
d’iniciacio de la traduccio i subunitats del complex d’iniciacio) 22

CPEB4 s’ha vist incrementada durant la progressi¢ primerenca de melanoma i sembla ser
que aquestes cel-lules es tornen dependents de CPEB4 per a la prevencié de les aberracions
mitotiques i el pas de Gl a S durant el cicle cel-lular. S’ha vist que els principals
responsables d’aquest efecte i que son regulats per CPEB4 sén 'oncogen anomenat factor
de transcripcié associat a microftalmina (MITF1) i el modulador del transit de vesicules

RAB7A **.

S’han dut a terme també diferents linies d’investigacid pel que fa al paper de CPEB4 en
tumors del cervell. La tendéncia general és que CPEB4 incrementa en el diferents tipus de
lesions tumorals i promou lagressivitat d’aquestes aixi com la proliferacio i la
vascularitzacio **%. L'astrocitoma és un dels tumors més comuns i més agressius del sistema
nervios central i 'expressié de CPEB4 s’ha vist elevada en aquestes cél-lules tumorals. De
fet, aquest increment d’expressié s’ha relacionat amb una major agressivitat tumoral en
relacié a la capacitat de proliferacio, clonicitat i invasio i és considerat un marcador de mal
pronostic. Un dels principals participants en aquest increment de malignitat és la pujada

224

de Vimentina™. CPEB4 s’ha descrit també com un bon marcador de mal pronostic en

pacients amb glioblastoma i s’ha vist com la seva supressio redueix la proliferacié de cel-lules

225

derivades d’aquest tipus de tumor~”. També s’ha vist un increment en invasié i migracio

que podria estar relacionat amb 'increment d’expressié de MMP9 i MMP2 derivats de la
sobre expressio de CPEB4 **°.

En relaci6 amb CPEB4 i Vimentina, estudis corroboren la seva interaccié i la seva
participacié en cancer de mama. En aquest tipus de cancer també s’observa un increment
d’expressio de CPEB4 i s’associa a increment de metastasi en pacients. El mecanisme pel
qual CPEB4 assoleix un increment en el potencial metastatic i de fer EMT de les cel-lules
es basa en I'increment d’expressio de Vimentina promogut per CPEB4 *.

Altres estudis han relacionat CPEB4 amb carcinoma colorectal i han vist que és un bon
marcador de pronostic reduint la supervivencia dels pacients quan es troba sobre-
expressada “*°. Aixo podria ser degut a que durant el cancer colorectal, la sobre expressio
de CPEB4 incrementa Bclxl i redueix Bax, disminuint d’aquesta manera I'apoptosi de
cél-lules aberrants i promovent la progressio de cél-lules tumorals. Aixo s’ha relacionat en
part amb U'expressié reduida del miR-203, que és un regulador negatiu de CPEB4 **.

En el cas del cancer gastric, s’ha observat també una pujada en 'expressio de CPEB4 en els
teixits amb conversio maligna i s’ha provat com a un factor relacionat amb increment de
metastasi i pronostic desfavorable. S’ha demostrat que aquest efecte de CPEB4 és a través

de 'EMT mediada per ZEB1 **.

CPEB4 també s’ha relacionat amb el cancer de cél-lula escamosa de coll i cap pero en
aquest cas ha estat considerat un gen supressor de tumors. En el grup d’en Tao van observar
disminucié en 'expressio de CPEB4 en mostres de pacients d’aquest tipus tumoral i ho
van considerar també un bon marcador de pronostic ja que estava negativament associat
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amb els graus histologics de les mostres. La hiper-metil-laci6 de CPEB4 pot ser el
responsable de la seva disminucio **'.

L’ osteosarcoma és un tipus tumoral maligne poc comu de I'os associat a elevada agressivitat
i a metastasi primerenca amb un perfil genétic molt heterogeni. Aquest s’ha relacionat amb
CPEB4 a través dels RNAs llargs no codificants (IncRNAs), concretament el RP11-
361F15.2 que promou la tumorigénesi estimulant la polaritzacio dels macrofags en TAMs
que permeten la immunotolerancia del teixit i per tant la migracio i invasié dels tumors.
En aquest sentit, aquest IncRNA activa 'expressio de CPEB4*”.

El cas del fetge sembla diferent a la resta ja que CPEB4 t¢ funcions dependents de I'estadi
de la malaltia. Estudis han demostrat que CPEB4 es veu disminuida en molts casos de
HCC, els investigadors suggereixen que la baixada de CPEB4 es deu parcialment a la pujada
del miR-550a i que aquest axis incrementa el potencial migratori i invasiu de HCC **. El
paper de CPEB4, pero, sembla ser complex i depenent de 'estadi del tumor i de fet s’Than
arribat a mostrar resultats paradoxals, ja que en altres estudis s’ha vist incrementada en
estadis primerencs i disminuida en estadis avancats *. Per aquest motiu van classificar
I'efecte de CPEB4 en HCC com a bifasic i associat a estadi tumoral amb possibilitat
d’exercir funcions oncogéniques i supressores.

El paper de CPEB4 a la metastasi s’ha revisat en molts estudis i tots semblen anar en la

mateixa direccid indicant que CPEB4 promou invasié i metastasi per regulacio de
vimentina o TGFB?%®.

3.5.4. CPEB4 com a diana terapéutica

El HCC és un tipus tumoral molt resistent a quimioterapia i sol ser diagnosticat en estadis
molt avancats, fet que dificulta les opcions de tractament i incrementa la mortalitat. Hi ha
una necessitat sense precedents per al desenvolupament d’estratégies terapéutiques
efectives i segures que permetin alleugerar el patiment dels pacients. Per tal d’assolir aquest
objectiu és essencial entendre els mecanismes moleculars i cel-lulars involucrats en el procés
de malignitat i relacionar-los amb els riscos més presents a la nostra societat com és
I'obesitat.

En aquest sentit, CPEB4 és una proteina que juga en paper tant protector com promotor
de malaltia i per tant és essencial definir el marc en el qual aquesta pot ser utilitzada com a
estratégia terapeutica.

D’entrada podriem afirmar que en HCC, aquesta proteina no seria una bona diana
terapéutica ja que juga un paper mes aviat protector segons els nostres resultats. Aixo esta
recolzat per altres dades del nostre laboratori i altres publicacions que descriuen un paper
de CPEB4 en la resposta a estrés a través de la via de UPR *°. En aquest cas, CPEB4
incrementa als hepatocits per a restablir 'homeostasi cel-lular com a resposta primerenca a
un estrés. Una vegada CPEB4 ha realitzat las seva funcio, els nivells de la proteina baixen,
pero podriem dir que es requereix per a confrontar |’esteatosi del fetge. També és important
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seu paper activador de la traduccié i expressi6 de PFKFB3 la relaciona amb el
70

desenvolupament de fibrosi i amb cancer
CPEB4 juga un paper important en el creixement tumoral i la neovascularitzacié d’aquests
en altres tipus de tumors com pancreas, adenocarcinoma, glioblastoma, melanoma i cancer
de mama. També s’ha relacionat amb malalties neurodegeneratives.

El desenvolupament d’inhibidors petits de CPEBs o de terapia virica dirigida a cel-lules que
sobre expressin CPEB4 en certs tipus de tumors podria ser molt interessant.
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4. OBJECTIUS

La nostra hipotesi és que les proteines CPEBs i en concret la proteina CPEB4 juga un paper
fonamental en I'evolucio de la malaltia cronica del fetge i 'aparicié de lesions associades a
obesitat o inflamacié cronica. Creiem que CPEB4 pot tenir funcions duals, protectora i
perjudicial, depenent de la fase de la malaltia en la que es trobi 'individu. Amés a més, la
regulacid post-transcripcional de I'expressié dels gens, podria estar re-programada de
manera aberrant degut a 'exposicié persistent a estrés nutricional (derivat de 'alimentacio
greixosa) i I'obesitat o sobrepés. Com a conseqiiéncia, els animals romanen predisposats a
presentar fenotips anormals i alteracions cel-lulars que podrien accelerar la progressié de la
malaltia hepatica cap a cancer de fetge.

Els objectius del projecte son:

o Identificar els mecanismes pels quals CPEB4 contribueix al desenvolupament de
malaltia hepatica i lesions al fetge des dels estadis inicials fins al final.

e Identificar els mecanismes biologics que relacionen I'obesitat o sobrepés amb el
cancer de fetge.

e Estudiar el microambient inflamatori de les lesions hepatiques en relacio a la manca
de CPEB4 i 'obesitat.

e Estudiar el potencial tumorigénic de les cél-lules tumorals hepatiques quan manca
CPEB4.

e Intentar definir o acotar un marc d’accio terapéutica per a farmacs que podrien
utilitzar CPEB4 com a diana.
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5. METODES

5.1. Models animals

5.1.1. Generacio de les linies Knock out (KO) de ratoli

Per a generar els animals transgénics per a CPEB4, primer vam haver de generar el ratoli
que contingués la seqiiencia que permetés el tall de la proteina d’interes (CPEB4"/), per
aixo, cél-lules mare embrionaries de ratoli portadores del casset Bgeo (el gen B-galactosidasa
unit al gen de resisténcia a neomicina) a 'intré 1 de Cpeb4 i seqiiencies loxP flanquejant
I'ex6 2 (clon EPD0060_4_E10; Sanger Institute) van ser microinjectades en blastocits en
desenvolupament. El ratoli quimeéric resultant (CPEB4 ') va ser creuat amb ratolins
C57BL6/]. Posteriorment, el casset Bgeo va ser eliminat creuant aquests ratolins amb
d’altres expressant la recombinassa FlpO (Tg.Pcag-Flp), obtenint com a resultat animals KO
condicionals CPEB4"*/*, Per a obtenir els animals amb la delecio ubiqua i constitutiva de
CPEB4, els CPEB4'/"* es van creuar amb animals que expressaven la recombinassa de
DNA Cre sota el control del promotor huma del citomegalovirus (B6.C-Tg(CMV-
cre)1Cgn/J). La delecio de I'exd 2 del gen de Cpeb4 va causar un desplacament del marc de
lectura del mRNA i la generacio de diversos codons stop prematurs que donava com a
resultat animals deficients per a la proteina CPEB4 a tot el cos (CPEB4*°). La descendéncia
va ser mantinguda i barrejada amb linies de ratolins CD57BL/6]-129S. Els animals amb la
delecié especifica de CPEB4 als hepatocits (CPEB4"%°) va ser obtinguda mitjanant

lox

Pencreuament dels animals CPEB4"*/'* amb animals transgénics per a Cre-albimina. La

descendéncia va ser creuada durant 5 generacions amb els CD57BL/6]. Per a la generacié
dels animals amb la delecio de CPEB4 a la linia mieloide (CPEB4™*°) els animals
CPEB4"/"* van ser encreuats amb linies de ratolins transgenics amb LysM-Cre"" (de
Jackson Laboratory). La descendéncia va ser també creuada amb la linia CD57BL/6]. Per
a obtenir animals amb delecio induible de CPEB4 es van creuar els animals CPEB4"/
amb animals transgénics amb Cre-ERT2 que requereix tractament amb tamoxifé per a
esdevenir actiu i delecionar el gen. La dosi intra-peritoneal injectada de Tamoxifé (Sigma;
H6278) era de 9mg/40g de pes del animal. Els animals amb Cre van ser sempre comparats
amb el seu WT homoleg que també tenia Cre (sense lox). El genotipatge es va realitzar amb
PCRs rutinaries amb mostres de cua. Els animals immunodeprimits van ser obtinguts de

Charles River i eren del tipus Athymic.

5.1.2. Genotipat

Per a extreure el material genétic a analitzar, es van tallar un petit fragment de la cua de
cada animal (" 5mm) i es van recollir en un eppendorf en 400ul de buffer de lisi de teixit
(50mM Tris-Cl pH=8; 10mM NaCl; 10mM EDTA; 1% SDS; H,Od) al que s’afegien 5ul

de proteinasa K (Sigma). Es deixaven incubant durant la nit a 55°C. Al dia segiient es va
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netejar la mostra amb una centrifugacié 15min a maxima velocitat i 4°C. Posteriorment es
recollia el sobrenedant en un tub nou i es precipitava I'hélix I’ADN fent servir 400ul
d’isopropanol. Aquest fil es va centrifugar 10min a 4°C i es va treure el sobrenedant deixant
només ’ADN que era llavors rentat amb 500ul d’etanol al 70% i tornat a centrifugar 5min
a 4°C. Finalment, s’extreia I'etanol, es deixava assecar i es re-suspenia amb 200ul d’aigua
destil-lada durant 2h a 55°C. Aquestes mostres van ser llavors amplificades per PCR amb
els primers adequats per als gens del Cre, CPEB4 o Lox i analitzats mitjancant llum UV en
un gel d’agarosa al 2%. El kit utilitzat per a lamplificacié de la seqtiencia era GoTag® G2
Green Master Mix (Promega). Els primers van ser demanats a Sigma. Condicions PCR:

94°C 4min/x35: 94°C 30s, 60°C 30s, 72°C 60s/72°C 7min/4°C infinit. Taula de primers:

Cre-albimina

CPEB4 Directe GTGAGGAAAGCAGTATCTAGGGTC
Revers ACATAGTCACTAACAAACTTGAGG
Directe GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC
Revers GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT

Directe_control

CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT

Revers_control

GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC

Directe CACCCGTTCTGTTGGCTTAT
CreERT2 Revers ATGTTTAGCTGGCCCAAATG
Directe_control CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
Revers_control GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC
Directe CCCAGAAATGCCAGATTACG
Cre-Lisina Directe CTTGGGCTGCCAGAATTTCTC
Revers TTACAGTCGGCCAGGCTGAC
Directe CGCGTCGAGAAGTTCCTATT
Lox Directe AGTGCTCTGCTGCTGTGCTA
Revers TGGCATCCATGCTTGTGTAT

5.1.3. Estudis animals

Els animals es van mantenir sota les condicions estandards en cicles de llum i foscor de 12h
a 21°C i amb accés a menjar i aigua en caixes de maxim 5 animals. El menjar va ser
monitoritzat i canviat setmanalment mantenint 200g per caixa. A partir de setmana 6
d’edat, els animals mascles van ser assignats de manera aleatoria i es van dividir en dos
grups, uns sotmesos a dieta greixosa (HFD: 60% greix, 20% proteina i 20% carbohidrats;
D12492, Research Diets) i els altres a dieta normal (LFD: 13% greix, 20% proteina i 67%
carbohidrats: 2014S, Envigo). A setmana 16 tots animals van ser injectats el mutagen
dimetilnitrosamina (NO756, Sigma) a una concentraci6 de 80mg/kg per via intra-
peritoneal. Alguns animals van ser sacrificats a les 48 hores després del tractament. Vam
afegir Fenobarbital en I'aigua al 0,05% des de la setmana 20 fins al final del protocol. A
setmana 26 vam extreure sang per a tots els animals per tal d’analitzar marcadors de dany
hepatic. Aquests animals van ser sacrificats a setmana 50 per sobredosi d’anestésia i posats
en condicions de deju el dia previ a la necropsia. Els animals immuno-deprimits van ser
estabulats en condicions de total esterilitat al SPF de la Facultat de Medicina de la UB amb
ventilacio controlada i aigua i menjar ad libitum. Tots els protocols van ser aprovats per el

Comite d’Etica d’Experimentacié Animal (CEEA) de la UB.
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5.1.4. Al-lografts

Ratolins nude i C57BL van ser injectats cél-lules tumorals de fetge de ratoli obtingudes de
ratolins KO induibles amb tamoxifé per a CPEB4, les anomenades 2020B4. Concretament
vam injectar 50.000 cel-lules diluides en 200ul de PBS. Vam injectar cel-lules WT al flanc
dret i cel-lules KO al flanc esquerre i van ser sacrificats a les 6 setmanes. Els tumors extrets
van ser pesats i mesurats i guardats per a fer estudis amb proteina congelada i amb teixit
parafinat.

5.2. In vitro

Si no s’especifica el contrari, els productes quimics van ser comprat a Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Els medis de cultiu i els suplements son de Gibco-Invitrogen (Carlsbad,
CA, EUA) i els plastics de TTP (Trasadingen, Suissa). El medi de cultiu contenia DMEM
4,5¢/1 de glucosa, mix de nutrients F-12, serum fetal bovi, 100U/ml de penicil-lina,
200mM de L-glutamina, aminoacids no essencials i NaPyr 100mM. Les cel-lules de ratoli
2020B4 i 2020B3 van ser obtingudes de tumors de fetge en els ratolins KO induibles amb
tamoxifé per a CPEB4. Les 2020B4 contenien el Cre i el Lox i per tant eren ceél-lules a les
que es podia induir el KO.

5.2.1. Proliferaci6

Per a quantificar la proliferacio cel-lular es va fer servir I'assaig de cristall violeta (Sigma
Aldrich) que marca el DNA. El cristall violeta va ser pesat i diluit en una solucié d’etanol
al 2% per aconseguir una dilucio final de 0,2%. Les cel-lules 2020B4 van ser plantades a
una densitat de 5000 cel-lules per pou en plaques de 12 pous (Corning). L’assaig de
proliferacio tenia una durada de 4 dies, i per cada dia hi havia una placa independent
plantada a la vegada que va ser extreta de I'incubador 24h després que 'anterior. Aixi
doncs, posteriorment a les primeres 24 hores, els medi va ser extret dels pous i aquests van
ser rentats amb PBS (Reactiva). Una vegada extret el PBS, 500ul de cristall violeta van ser
introduits a cada pou i incubats durant 15min al shaker a temperatura ambient. El cristall
violeta va ser rentat amb aigua de I'aixeta i diluit en 500ul de SDS al 1% durant 15 minuts

al shaker. Finalment, una vegada la densitat colorimeétrica era homogenia, I’absorbancia va
ser llegida a 520nm i 570nm a la maquina EPOCH.

5.2.2. Colonies en agar

El test de colonies en agar és una prova dependent de la capacitat d’ancoratge en agar tou
de les cel-lules tumorals i serveix per a detectar la conversié maligna de les cel-lules. Les
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cél-lules romanen en cultiu amb agar durant 10-30 dies i les colonies formades eren
posteriorment fotografiades amb una escaner i quantificades per image]. Es van fer servir
plaques p60 amb 3ml de volum d’agar a la base (0,8%) i a la superficie (0,7%), un volum
de 1,5ml de medi adequat per a les cél-lules tumorals esmentat anteriorment i una quantitat
de 7500 cel-lules per placa. Les plaques van ser conservades a 37°C i les cel-lules
alimentades 2 vegades per setmana. Tot el procés requereix condicions d’esterilitat.

5.3. Monitoritzacid de colonies d’animals

Totes les linies d’animals transgénics i salvatges (WT) van ser mantinguts i encreuats a
I'estabulari de medicina de la UB. Els encreuaments estaven formats per dues femelles i un
mascle en edat reproductiva (a partir de setmana 8) en una mateixa caixa. Aquests
encreuaments eren monitoritzats setmanalment. Els embarassos tenien la durada estandard
de 21 dies i els animals eren genotipats a els 14 dies i deslletats als 21 dies d’edat. Tots els
animals que no complien els requisits per a entrar a estudi eren sacrificats amb sobredosi
d’anestesia.

5.4. Necropsies i recollida de mostres

Tots els animals van ser sacrificats per sobredosi d’anestésia (isofluorane inhalat) i la mort
va ser corroborada per tall de diafragma. De cada animal vam recollir sang per a hemograma
i per obtenci6 de plasma a través de puncio intra-cardiaca. La melsa, els pulmons i el fetge
van ser extrets de cada animal i mantinguts en sérum fisiologic fred fins al processament de
la mostra. El fetge i la melsa van ser pesats i mesurats amb un regle. Els pulmons van ser
injectats amb formol per la traquea per a la correcta conservacid de lestructura i
posteriorment, una vegada extrets, introduits a un casset i conservats en formol. Les mostres
van restar en formol durant la nit fins al dia segiient que eren rentades amb PBS i incloses
en parafina. Pel que fa al fetge, aquest tenia un processament més complert ja que també
va ser ultra-congelat amb nitrogen liquid i guardat a -80°C per a extraccioé de proteina i
RNA i fixat en OCT congelat tal i com es descriu en I'apartat 5.6.

5.5. Estudi macroscopic

L’estudi macroscopic consistia en el pesat dels organs i I'observacid amb un regle, de
manera que vam poder valorar la mida, el pes i I'aspecte. El teixit més estudiat va ser el
fetge, ja que préviament a la fixacio del teixit, realitzavem fotografies de tots els lobuls per
davant i per darrere i després talls en rodanxes de tots els [obuls. L’objectiu era trobar petites
lesions que es poguessin diferenciar a ull nu i en cas de la seva preséncia, realitzar fotografies
més especifiques amb un regle al costat. D’aquesta manera vam poder quantificar i mesurar
la mida de les lesions. Aquest estudi es va realitzar en cec per dos persones del grup.
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5.6. Estudi histologic

Els teixits van ser fixats de dues maneres diferents per a I'estudi histologic. Per una part,
alguns talls de fetge van ser sotmesos a un tractament amb PFA 4% 2h + PBS 2h + Sucrosa
20% durant la nit i després fixats en OCT (compost per tallar a temperatura optima),
congelats fent servir isopenta refrigerat amb nitrogen liquid i finalment guardats a -80°C.
Per altre banda, la resta de teixits, van ser fixats en formol durant 24h i posteriorment
rentats amb PBS i fixats en parafina. Es van realitzar talls de teixit de 4um. De tots els teixit
es van realitzar hematoxilina-eosina (H&E) i de totes les immuno-histoquimiques es van
realitzar escaners amb Nanozoomer 2.0HT — Hamamatsu i Nanozoomer Digital Pathology Image
Software. Després van ser visualitzades amb el programa NDPviwer.2 i quantificades amb el
programa QuPath; la quantificacio es feia sempre amb els mateixos parametres fixats en el
programa i es corregien per el grup control. Els nameros obtinguts podien estar en pixels
per pm?, en nuclis per pm’ o en percentatge. Els teixits estudiats en cec per el Servei de
Patologia del IRB van ser fetge, pulmons i melsa de tots els animals. Es va fer servir un
sistema de valoracié semi-quantitatiu: O abséncia d’alteracions; 1 lleu; 2 moderat; 3 intens
i 4 molt intens. També es van quantificar el nombre de lesions i van ser classificades segons
si eren hepatocits alterats, noduls hiperplasics, adenomes, hepatocarcinomes o
hemangiosarcomes. Fent servir les imatges escanejades de les H&E i el programa del
QuPath, vam poder quantificar les lesions microscopiques aixi com la seva superficie. La
técnica de Sirius Red es va realitzar per a determinar I'acumulacio de col-lagen; la solucié
de tinci6 conté (acid picric saturat amb 0,1% de Direct Red 80). L’esteatosi va ser valorada
amb la tincié d’Oil Red (Sigma Aldrich) a talls de fetge congelats en OCT de 10 um. Les
gotes lipidiques eren indicatives d’acumulacié de greix. Segons el model i degut a 'aspecte
final de la tincio, hem pogut fer quantificacio i obtenir resultat amb percentatge o hem
hagut de fet valoracio semi-quantitativa per tres membres del grup en cec (amb puntuacions
de 0 a 4). La tincio TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferasa (TdT) dUTP nick end
labeling) detecta trencaments a TADN i marca els extrems 3’OH lliures amb la reaccio
enzimatica TdT. Aquesta técnica es va realitzar al Servei de Patologia del IRB. Les tincions
d’immunohistoquimica (IHQ) de ki67 (Abcam; ab16667), CD68 (Abcam; ab76308),
CD31 (Abcam; ab28364), phSTAT3 (Cell signaling; #9145) es van realitzar fent servir les
gradetes de Sequenza (Thermo Scientific) amb els protocols definits per a cada anticos.
Anticos primari, anticos secundari corresponent a l'isotip del primari, rentats amb PBS i
exposicio de I'antigen amb el kit de deteccié Dako Real Peroxidase/DAB +. La contra-tincio
es va fer amb Hematoxilina Gil.

5.7. Analisis de sérum

La sang va ser centrifugada a 10000rpm durant 10minuts a 4°C i el sérum recollit i guardat
a-80°C. Els nivells ’ALT i AST aixi com de triglicérids i colesterol van ser mesurats per la
instal-lacié especifica de I'Institut de Recerca Biomeédica (IRB). Els nivells de 1L6, KC,
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CXCR2 i CXCL9 van ser mesurats amb el kit Milliplex Map mouse cytokine panel
(MCYTOMAG-70K; Merck Chemicals).

5.8. PCR quantitativa a temps real

El RNA total de teixit va ser extret amb TRIzol (Invitrogen). El RNA cel-lular va ser extret
fent servir el kit de RNeasy mini (Quiagen). Un microgram de RNA va ser retro-transcrit
fent servir el QuantiTech reverse transcription kit (Quiagen) sempre seguint les indicacions
del fabricant. La PCR quantitativa a temps real va ser realitzada a 'aparell ABI Prism 7900
HT cycler (Applied Biosystems) i fent servir PowerUp SYBR Green Mater (ThermoFisher)
o Tagman Universal Mastermix (Applied Biosystems). Totes les quantificacions van ser
normalitzades per el seu control endogen corresponents i dutes a terme per duplicat; IL6
(Mm00446190_m1), TNF (Mm00443258_m1) CPEB1 (MmO01314928_m1), CPEB2
(Mm00616239_m1), CPEB3 (MmO01204299_m1), HPRT (Mm03024075_m1). Els
parametres dels cicles de la PCR van ser 95°C per 10’ seguit de 40 cicles a 95°C per 15” i
60°C per 1. Els resultats es van obtenir amb el programa de Applied Biosystems Sequence
Detection System 3.2 i analitzats amb el metode 224", Els resultats es van mostrar a canvis
es mostraven amb nombre de vegades mes que el control.

5.9. Hemogrames

La sang extreta era guardada en tubs anti-coagulants (Thermo Fisher; microvette 500
EDTA) i portada immediatament als laboratoris del Core de I'Hospital Clinic a on van
realitzar hemogrames complerts.

5.10. Western blot

Les proteines extretes van ser analitzades per Wester Blot (WB). Els anticossos utilitzats van
ser: CPEB4 (CNIO 149C monoclonal 1/500), TGFB (Abcam: ab61213), p16 (Abcam:
ab211542), IL1B (Santa Cruz: sc-12842), MCP1 (Thermo Fisher: MA5-17040), phSTAT3
(Cell signaling: #9145), STAT3 (Abcam: ab76315), Caspasa3 (Cell signaling: #96645), p21
(Santa Cruz: sc-6246), aSMA (Abcam: ab7817), CD31 (Abcam: ab28364), VEGF (Abcam:
ab1316). Com a control de carrega vam fer servir GAPDH (Santa Cruz, 1/1000), o-tubulina
(Sigma, 1/1000) o B-actina (xx). Les imatges van ser adquirides amb l'aparell LAS-4000
(Fujifilm, TDI, Alcobendas, Espanya) i les quantificacions amb el programa Multi gauge de
Fujifilm seguint les instruccions del fabricant. Els resultats obtinguts es van normalitzar
respecte al control de carrega i després es calculava el canvi respecte al grup control.
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5.11. Analisi estadistic

Les dades mostrades estan en mitjaterror estandard. Els resultats que seguien una
distribucié normal (P>0,5 del test de Kolmogorov-Smirnov) van ser comparats fent servir
procediments estadistics parameétrics (Test T-student i ANOVA seguits per Test de
comparacions multiples de Bonferroni). Els resultats que no es distribuien de manera
normal van ser comparats amb tests no parameétrics (Kruskall-Wallis ANOVA d’un sol
sentit i el test de Mann-Whitney-U). Les dades es van considerar significatives a p<0,05.
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6. RESULTATS

6.1. Obtencio de ratolins KO per a CPEB4

Per a generar els grups d’animals per 'estudi, vam fer servir ratolins parentals transgenics
C57BL cedits pel laboratori del Raul Méndez de I'Institut de Recerca Biomedica (IRB), i
vam fer els encreuaments necessaris. Primerament vam seleccionar els animals amb el
genotip adequat mitjancant PCR tant per al grup KO de cos sencer (CPEB4*?; expressio
de CPEB4 controlada per un promotor constitutiu a totes les cél-lules del cos, CMV) com
per als hepatocits (CPEB4™°; expressio de CPEB4 controlada per el promotor albumina
d’hepatocits) i la linia mieloide (CPEB4™X®; expressi6 de CPEB4 controlada per el
promotor de Lisozima de cel-lules mieloides) (Figura 15a i b). La inserci6 de les seqiiencies
Lox a CPEB4 esta dissenyada de manera que fa que la recombinasa Cre talli I'ex6 2 del gen
i aixd provoqui un desplacament del marc de lectura i la generacid d’una proteina no
funcional que sera degradada. Aquests animals parentals, van donar lloc a descendéncia
que també vam genotipar mitjancant PCR. Posteriorment, vam corroborar que els animals
obtinguts no expressessin la proteina de CPEB4 al fetge mitjancant Western Blot de teixit
hepatic (Figura 15c i d). Per a cada grup d’estudi vam generar el seu propi grup control wild
type (WT) de manera que el grup WT per als KO d’hepatocits també contenen el Cre-
albuimina i els de la linia mieloide Cre-Lisozima, mentre que els WT per al grup KO de cos
sencer no estan manipulats genéticament. Vam fer servir també animals amb un Cre
induible per tamoxifé que ens van permetre obtenir linies tumorals de fetge KO induibles
(Figura 15b).

b
300pb- e 4 480 @ Banda control
4 100ph- w ww  w= Cre-albimina/Lisina
1173pb- www» W Gen CPEB4
333pb- - Gen CPEB4 amb delecié 735pb- ‘ Banda wild type
= 2 feieco 600pb- Banda Lox
Cua de ratoli 700pb- -n ww Cre-induible
300ph- e s s s Banda control
Cua de ratolf
c CPEB4K© d CPEBA4Lk0
ND HFD ND HFD
WT KO WT KO WT KO WT KO
R T L TTp—— CPEB4 80- — - CPEB4
52- Tubulina 47- s R A B-actina

Fetge de ratoli
Fetge de ratoli

Figura 15. Knoqueig de CPEB4. a) Resultat de la PCR d’animals CPEB4%°, la banda de 1173parells de bases (pb) mostra
un fragment del gen WT i la banda de 333pb mostra el fragment amb la delecio. b) Resultat de la PCR per als animals
CPEB4*X0] per una part seleccionavem per Cre, amb la PCR que conté la banda de 300pb de control de I'experiment
amplificant un gen no afectat per la manipulacio genética i a 100pb hi trobem el Cre-albumina o lisina indicador de que
I'animal té el Cre sotmeés al promotor especific i per una altre banda seleccionavem el Lox, requerit per a poder tallar
CPEB4 amb la recombinasa Cre. En aquest sentit la banda de 735pb és la WT mentre que la banda de 600pb és la que
confirma la preséncia de la seqtiencia Lox. Per tltim, trobem el Cre induible per tamoxife (700pb) i la seva banda control
(300pb). ¢) Expressio de la proteina CPEB4 al model CPEB4X°. d) Expressio de la proteina CPEB4 al model CPEB4<°,
ND: dieta normal; HFD: dieta greixosa.
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6.2. CPEB4 limita el guany de pes corporal i 'acumulacioé de greix al fetge

El protocol utilitzat consistia en 'administracio de dieta normal (ND) o dieta greixosa
(HFD) a partir de setmana 6 d’edat als ratolins. Posteriorment, aquests animals van ser
injectats de manera intra-peritoneal amb el mutagen dietilnitrosamina (DEN) a setmana
16, sotmesos a 0,05% de fenobarbital en aigua des de setmana 20 i sacrificats a setmana 50
(Figura 16a). Per al grup CPEB4"°, una part dels animals van ser sacrificats a setmana 16
48h després de la injeccio del DEN per a analitzar la resposta immediata al mutagen. El
DEN és utilitzat generalment per models de carcinogénesi en fetge i el FB és un agent
fibrogénic també utilitzat en models de fibrosi hepatica, i va ser afegit amb I'objectiu
d’estimular I'ambient inflamatori per tal de tenir un ambient promotor de tumors
exacerbat. Aquest protocol es va dur a terme per igual als diferents grups de ratolins KO.

Hem de tenir sempre en compte -quan intentem entendre el paper de CPEB4 en malaltia-
que s’ha demostrat que juga un paper molt important en la resposta a estrés per proteines
mal plegades (UPR), de manera que té sentit que com més dany tingui un teixit i més
necessari sigui CPEB4, més conseqiiéncies fenotipiques veiem davant de la seva manca. Es
també per aquest precis motiu que veiem sempre un fenotip més marcat en els animals
CPEB4*° HFD en el que trobem la suma de I'efecte de la manca de CPEB4 a tots els tipus
cel-lulars. Amés, CPEB4 s’ha vist involucrat en el creixement tumoral i la neovascularitzacio
d’altres tipus de tumors com pancreas, adenocarcinoma, glioblastoma, melanoma i cancer
de mama.

Pel que fa al guany de pes corporal al llarg del protocol (Figura 16b), observem una clara
tendéncia a increment de pes en els animals CPEB4* tant en ND com en HFD, de manera
que els sotmesos a HFD engreixen més rapidament al principi del protocol en comparacio
amb els WT HFD i els ND ho fan cap al final de protocol a partir de setmana 40. La baixada
de pes a setmana 16 és a conseqiieéncia de la injeccié del mutagen DEN; i es pot apreciar
com els animals més grassos pateixen una pérdua de pes més significativa que no pas els
animals ND. El grup CPEB4*® HFD es manté amb un pes lleugerament superior durant
tot el protocol, tot i que aixd no arriba a ser significatiu, pero al final de protocol, a partir
de la setmana 45, aquests comencen a perdre pes de manera abrupta. Aixo és degut,
probablement, al pobre estat de salut d’aquests animals. El pes final dels animals (Figura
16c) mostra com els CPEB4%° ND tenen un increment significatiu de pes a setmana 50 i
com tots els grups sotmesos a HFD també incrementen el seu pes de manera significativa.
Pel que fa al fetge, pero, els animals HFD tenen un increment de pes o hepatomegalia i tot
i que els CPEB4*° HFD presenten una tendéncia a lalca, les diferéncies no soén

significatives (Figura 16d). En el cas dels animals CPEB"*

, aquests segueixen un patrd
similar als KO de tot el cos pero el fenotip és més suau i veiem menys diferéncies

significatives (Figura 16e-g).
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Figura 16. Els animals CPEB4¥° engreixen més rapidament i tenen un pitjor estat de salut. a) Protocol seguit per la
generacio dels models animals d’estudi: HFD a mode d’estimulacio cronica d’inflamacio, DEN a mode d’iniciador de
lesions cel-lulars i FB per a incrementar especificament el dany hepatic. b) Increment de pes corporal al llarg de tot el
protocol dels CPEB4KO. ¢) Pes final dels animals CPEB4XC. d) Pes del fetge al final del protocol CPEB4*°. ¢) Increment
de pes corporal al llarg de tot el protocol dels CPEB4. ) Pes final dels animals CPEB4C. g) Pes del fetge al final del
protocol CPEB4™C, DEN: dietil-nitrosamina; FB: fenobarbital.

La importancia de CPEB4 en el nostre model animal va ser demostrada a través de la
quantificacié de 'expressi¢ de la proteina, vam observar un clar increment sota 'estimul
de dieta greixosa (Figura 17a-c). També la vam mesurar a setmana 16 abans i després del
DEN, i no s’observen variacions (Figura 17d i e). En referéncia als nivells de la resta de
CPEBs, vam mesurar I'expressié genética a través dels mRNA en fetge i no vam observar
cap increment significatiu en els KO que pugui estar justificant una compensacio de la
manca de CPEB4 (Figura 17/). L'inic que vam apreciar és, en tot cas, una disminucié de
CPEB1 i CPEB2 en els CPEB4*° ND i un increment significatiu de CPEB1 en resposta a
dieta greixosa sense diferéncies significatives degudes al genotip. Ja que CPEB1 i CPEB4
son les CPEBs que tenen papers més semblants, i sabent que CPEB4 incrementa en
resposta a HFD, té sentit que noquejar CPEB4 pugui promoure una pujada de CPEB1 que
té una funcio similar. Tot i aixi, no sembla que estigui compensant la funci6 de CPEB4 ja
que les diferéncies no son significatives entre els grups sotmesos a HFD.
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Figura 17. CPEB4 se sobre-expressa davant de l'estimul de la dieta greixosa. a-b) Expressi de la proteina CPEB4 en els
fetges dels animals CPEB4XC a les 50 setmanes, les diferéncies son significatives entre ND i HFD. Es va fer servir GAPDH

com a control endogen d’expressio. ¢)Expressio de CPEB4 en els animals CPEB4XC en fetge a setmana 16 just després

d’haver injectat el DEN. Es va fer servir B-actina de control endogen d’expressié de proteina. d-e) Evolucio del nivell
d’expressio de CPEB4 als fetges d’animals CPEBX® de tot el cos a setmana 16 després de 6 setmanes de dieta greixosa i a
setmana 16 48h després de la injeccié de DEN. f) Nivell d’expressié del mRNA de les altres CPEBs en teixit hepatic dels
animals CPEB4X°.

Estudis previs han demostrat que el paper de CPEB4 en la resposta UPR t¢ també un efecte
sobre el metabolisme dels lipids promovent 'acumulacié d’aquests. En el nostre estudi hem
vist com els animals CPEB4*° sotmesos a ND a 50 setmanes tenen una acumulacio de greix
en teixit hepati significativament superior al seu WT ND pero curiosament, aixd no ho
hem vist igualment representat en el grup CPEB4*° HFD (Figura 18a i b). De nou, tal i
com hem descrit anteriorment, relacionem aquest efecte en els CPEB4*° HFD amb el fet
de que aquests tenen un pitjor estat de salut i sobretot una major acumulaci6 de lesions al
fetge. Aixd ho podem veure clarament quan observem el teixit hepatic del grup CPEB4*°
HFD i el comparem amb els WT HFD; hi ha acumulacions de cel-lules lesionades de
manera generalitzada que comprimeixen el teixit i no permeten 'acumulacio de greix
(Figura 18). També ens trobem amb que aquests animals CPEB4° HFD estaven
probablement iniciant un procés de caqueéxia derivat dels processos tumorals i per tant tot
el metabolisme esta alterat i el greix corporal és consumit per a servir d’energia a les cel-lules
malignes. Aixi doncs, no podem garantir que el fenotip observat estigui relacionat amb
I'efecte de CPEB4 sobre I'acumulacié de greix al fetge i podem hipotetitzar que esta més
aviat relacionat amb lavancat estat de la malaltia hepatica. En referéncia a aquesta
acumulaci6 de lipids en teixit hepatic, els animals KO d’hepatocits mostren una tendéncia
a incrementar el greix acumulat quan els animals estan sotmesos a HFD (dades no
mostrades).
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Per altre banda tenim les dades de triglicérids en teixit de fetge i circulants en sang (Figura
18d i e). Aquests resultats indiquen que, una altre vegada, el contingut en triglicérids en el
grup CPEB4*° HFD ¢s inferior a la resta. Tot i aixi, si que veiem una tendéncia no
significativa dels CPEB4*® ND a tenir més triglicérids en fetge, cosa que va en concordanca
amb el resultat de 'Oil Red. Per ultim, el colesterol en sang al final de protocol incrementa
amb la dieta perd no es veu alterat per el genotip (Figura 18f).
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Figura 18. L'abséncia de CPEB4 incrementa l'acumulacié de greix al fetge sense la necessitat de consumir HFD. a-b)
Quantificacié técnica Oil Red per a la deteccié de les acumulacions de lipid en teixit congelat i imatges del teixit amb la
mencionada tincié capturades mitjancant el programa ndpi.view que permet fotografiar tincions préviament escanejades
amb 'aparell nanozoomer. c) Imatges a mateixa amplificacié (2x) de teixit hepatic amb la tincio Oil Red en els grups

sotmesos a dieta greixosa. d) Triglicerids en fetge obtinguts de pols de teixit. e) Triglicérids circulants en sang periférica.
f) Colesterol circulant en sang perifeérica.
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6.3. CPEB4 protegeix el fetge de 'aparicio de lesions malignes sota I'efecte de HFD

La proteina CPEB4 s’ha relacionat de manera generalitzada amb la promocié de tumors ja
que s’ha vist sobre-expressada en diferents tipus tumorals. Curiosament, els nostres resultats
indicarien que al fetge pot tenir 'efecte contrari ja que quan traiem CPEB4 de tots els tipus
cel-lulars, 'aparicié lesions amb caracteristiques malignes incrementa en aquest teixit. Hem
observat perd que, tot i que la incidéncia general de lesions incrementa de manera
significativa en els animals obesos, aquesta incidéncia no canvia a causa del genotip (Figura
19). El que resulta més interessant, és que si comparem els animals WT HFD i els
CPEB4*°HFD i ens fixem en els tipus especifics de lesions, llavors si que trobem diferéncies
(Figura 19b). En aquest sentit, el més significatiu és la incidéncia superior d’adenomes (AD)
en els CPEB4*° HFD respecte al seu WT, pero també hi ha una major incidencia de
carcinomes (C). Aixi doncs, mentre al grup WT HFD hi ha preséncia d’animals amb només
hiperplasia nodular (HN), el grup sense expressié6 de CPEB4 tots els animals que tenien
HN presentaven lesions més greus com AD o C suggerint que les lesions adquireixen
caracteristiques malignes amb més facilitat quan manca CPEB4.
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Figura 19. Les lesions al fetge KO incrementen a conseqiiéncia de la dieta greixosa perd la quantitat d'adenomes és
significativament superior quan manca CPEB4. a) Incideéncia de lesions al fetge amb dades obtingudes de I'analisi d’una
patologa experta. b) Incidéncia de tipus de lesions especifiques. Cada ratoli ha estat comptabilitzat dins de la categoria de
lesio més greu (HN la menys greu i C la més greu), de manera que dins del grup KO HFD, tots els animals amb C i AD
tenien també HN pero aixd no es veu representat en aquest grafic. HN: hiperplasia nodular, AD: Adenoma, ADC:
adenocarcinoma, C: carcinoma.

Si aprofundim encara més en les dades obtingudes dels tumors, llavors trobem dades més
enlluernadores. La informacié més significativa deriva del comptatge de les lesions (Figura
20a -c), i és que els animals obesos als que els hi manca CPEB4 a totes les cel-lules del cos,
desenvolupen un major nombre de lesions hepatiques i aquests fetges presenten una
aparenca clarament menys saludable que la resta a nivell macroscopic (Figura 20b). Veiem
com la quantitat de lesions té una tendéncia a incrementar amb la dieta greixosa quan ho
mirem macroscopicament i també quan fem el comptatge microscopic (Figura 20c i d), per
tant no podem obviar que la dieta estd jugant un paper essencial en la promocié de les
lesions hepatiques, perd una altre vegada, ara a nivell microscopic, el nombre de lesions en
els KO HFD é¢s significativament superior que en els WT HFD. Per altre banda, la
informacié obtinguda de la mida d’aquestes lesions, indicaria que aquestes sén més grans
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Unicament a causa de 'efecte derivat de la dieta greixosa i no hi ha diferéncies significatives
degudes a la manca de CPEB4 ni a nivell macroscopic (Figura 20e) ni microscopic (Figura

20%).
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Figura 20. La quantitat de lesions al fetge dels animals CPEB4X© és significativament superior a nivell microscopic i
macroscopic. a-b) Comptatge de lesions a nivell macroscopic i imatges representatives dels fetges extrets durant la
necropsia. c-d) Comptatge de lesions a nivell microscopic en tincié de H&E corregit per la superficie de teixit. Imatges
representatives i a la mateixa escala I’'H&E dels fetges dels ratolins, les estructures visiblement diferenciades als grups
HFD son les considerades lesions. e) Mida de les lesions a nivell macroscopic. f) Mida de les lesions a nivell microscopic
corregit per la superficie de teixit.

Quan vam estudiar les lesions al model CPEB4<°

, vam veure un fenotip més suau pero tot
i aixi, es mantenen les mateixes tendéncies. Podem observar com una altre vegada la
incidéncia de lesions al fetge incrementa de manera significativa en tots els animals
sotmesos a HFD, pero en aquest cas hi ha un increment de més del 25% en el cas dels KO
HFD respecte als WT HFD (Figura 21). Pel que fa al tipus de lesions especifiques, tot i que

no hi ha grans variacions, si que es veu un increment en lesions més malignes (AD) en els
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grups KO i especialment en el KO HFD (Figura 21). També veiem com en aquest cas, cap
lesio va ser classificada com adenocarcinoma o carcinoma.
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Figura 21. Les lesions al fetge KO d’hepatocits incrementen principalment a conseqiiéncia de la dieta greixosa perd
amb tendéncia a més en els KO i amb increment de malignitat. a) Incidéncia de lesions al fetge amb dades obtingudes
de I'analisi d’una patologa experta. b) Incidencia de tipus de lesions especifiques. Cada ratoli ha estat comptabilitzat dins
de la categoria de lesio més greu (HN la menys greu i AD la més greu), de manera que dins del grup KO HFD, tots els
animals amb AD tenien també HN pero aixd no es veu representat en aquest grafic. HN: hiperplasia nodular, AD:
Adenoma.

En 'estudi del nombre i mida d’aquestes lesions, quan manca CPEB4 només als hepatocits,
sembla que aquests tamb¢ tenen capacitat de formar més lesions; primerament, el nombre
incrementa només amb la dieta, perd observem que ho fa significativament de manera més
pronunciada en els KO HFD (Figura 22a). També s’observa com els fetges es troben en
pitjors condicions de salut tot i que tots els fetges dels animals sotmesos HFD tenen aspecte
de fetge gras tal i com ¢és d’esperar (Figura 22b). En el comptatge de lesions a nivell
microscOpic només es veu una tendeéncia a l'alca a causa de la dieta; aixo esta relacionat
amb que probablement en un unic tall de teixit hem perdut informacié que si que veiem a
la superficie macroscopicament (Figura 22c). Aixod es podria explicar si les lesions tenen
mida suficient com per a ser detectades a ull nu de manera que mentre que les podem
comptar durant la necropsia observant tota la superficie del teixit i laterals dels talls, a la
H&E on només veiem una petita fraccio del fetge, no podem quantificar bé la magnitud
de la preséncia de lesions. De fet, com veiem a les dades de la mida de les lesions, aquestes
tenen una tendéncia a ser més grans a causa del genotip i en el cas de la mida en
mil-limetres, les lesions son inclus més grans al KO ND destacant el paper de la manca de
CPEB4 en el model (Figura 22 i f).
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Figura 22. La quantitat de lesions al fetge dels animals CPEB4%°

a-b) Comptatge de lesions a nivell macroscopic i imatges representatives dels fetges extrets durant la necropsia. c-d)

és significativament superior a nivell macroscopic.

Comptatge de lesions a nivell microscopic corregit per la superficie de teixit. Imatges representatives i a la mateixa escala
d’H&E dels fetges dels ratolins, les estructures visiblement diferenciades als grups HFD son les considerades lesions. e)
Mida de les lesions a nivell macroscopic. f) Mida de les lesions a nivell microscopic corregit per la superficie de teixit.
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6.4. La manca de CPEB4 podria estimular 'entrada dels hepatocits en senescéncia

S’ha demostrat anteriorment en models animals com el que hem fet servir nosaltres, que
la carcinogenesi del teixit hepatic esta associada a l'apoptosi induida pel DEN i la
conseqiient activacié de la proliferacio per a regenerar el teixit danyat. D’aquesta manera,
com més apoptosi causi el tractament, major sera la conseqiient proliferacié i més efectiu
sera el DEN. Aixi doncs, per a entendre si les diferéncies observades en el desenvolupament
de tumors a setmana 50 podia tenir relacio amb la reaccié del teixit hepatic al mutagen just
després de la injeccio, vam sacrificar animals dels quatre grups (WT i KO amb i sense dieta)
de Pestudi CPEB4*° a setmana 16 i 48h després de la injeccié del mutagen DEN. Vam
analitzar els marcadors p16 i TGFB que a la literatura s’han relacionat amb la parada del
cicle cel-lular i 'entrada en senescéncia i vam veure un increment en els KO+HFD (Figura
23a-c). TGFB és una citoquina inflamatoria que té capacitats pleiotropiques i la seva
influéncia avarca una gran varietat de tipus cel-lulars i processos biologics entre els que hi
trobem la inflamacio, la regeneracio i senescéncia que poden tenir lloc en el nostre model.
pl6 és considerat un dels marcadors de senescéncia per excel-léncia i presenta una
tendéncia marcada a incrementar en els animals KO de cos sencer a setmana 16 (Figura
23a). Aquestes dues dades con conjunt, mostren que la manca de CPEB4 al teixit hepatic
podria estar provocant I'entrada en senescéncia de les cél-lules que el composen. Aquesta
senescéncia, que pot ser primerament una barrera protectora envers a la progressié de
ceél-lules danyades amb potencial tumoral, pot resultar posteriorment una eina excel-lent
per a que cél-lules mutades adquireixin més caracteristiques malignes i proliferin sense

control causant cancer.
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Figura 23. La manca de CPEB4 a tot el cos permet 'entrada en senesceéncia de les cél-lules danyades a setmana 16 48h
després de la injeccié del DEN. Dades de teixit hepatic total. a) expressio de la proteina p16, increment (p=0.1) en el
grup KO HFD. b) expressio de la proteina TGF. c) Resultat experiment Western Blot per a p16 i TGFp.
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En concordanca amb aixo, els animals CPEB4*° a setmana 16 i 48h després del mutagen
tenien també nivells reduits d’apoptosi (Figura 24a-b) i de proliferacié (Figura 24c-d).
Aquestes dades recolzarien la possibilitat de que el teixit KO hagi entrat en senescéncia ja
que no esta regenerant o morint com esperariem just després d’un dany cel-lular i tal i com
veiem a final de protocol d’aquest grup.
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Figura 24. La manca de CPEB4 a tot el cos després de la injeccio del DEN provoca que els animals sotmesos a HFD
aturin la proliferacio i apoptosi del teixit hepatic. a-b) mort cel-lular per tincio de TUNEL. c-d) proliferacié cel-lular amb
tincio ki67.

Es interessant que els CPEB4X

teixit reduides (Figura 25a-e). Tot i que parlem del model CPEB
d’hepatocits, i que aquests no semblen tenir activades vies de senescéncia (pl6 no

a setmana 50 tenen també 'apoptosi i la proliferacio del

LKO . .
4 que és només

incrementa) (Figura 25t i g), tenen lloc els mateixos processos biologics. Per tant podriem
deduir que tot i que els mecanismes pel quals s’estan donant aquests processos difereixen
entre models, la manca de CPEB4 manté els hepatocits i potser altres tipus cel-lulars del
teixit en un estat de quiescéncia que fa que no morin ni proliferin pero que a la llarga aixo
es tradueixi en la supervivencia d’'un major nombre de cél-lules mutades que poden acabar
donant lloc a lesions o alteracions del teixit. Aquest aspecte rellevant i complex revelat en
aquesta tesi ha obert una nova linia d'investigacié al nostre grup sobre la qual estem
aprofundint.
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Figura 25. El model KO d’hepatocits a setmana 50 presenta proliferacié i apoptosi reduides al fetge. a-c) quantificacié
de 'apoptosi per tincio TUNEL. En (a) és la mort cel-lular en teixit total mentre que en (b) vam quantificar 'apoptosi a
I'interior de les lesions. d-e) quantificacio de la proliferacié cel-lular mesurada per Ki67 en teixit tumoral. f-g) quantificacio
de la senyal de proteina p16 en pols de fetge total.

Un altre procés que podria estar explicant 'increment de lesions al model KO d’hepatocits,
és la reduccié d’infiltrat inflamatori. Com veiem amb el marcatge de CD68 (Figura 26) que
marca macrofags en teixit, tant infiltrats com residents, hi ha una reduccio generalitzada.
Té sentit que si hi ha menys infiltrat inflamatori, hi hagi menys mort cel-lular i més evasio
del sistema immunitari per part de les cél-lules tumorals. La manca de CPEB4 als hepatocits
altera d’alguna manera la inflamacio al teixit hepatic.

Hem de destacar tambg, que la senescéncia que podria tenir lloc, no sembla una senescéncia
tradicional ja que el maxim objectiu d’aquesta és reclutar les cél-lules immunitaries
necessaries a través del SASP i acabar desencadenant la mort cel-lular. En aquest cas, pero,
no veiem ni el reclutament immunitari ni la conseqiient mort cel-lular almenys a 48h.
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Figura 26. Els animals KO d’hepatocits tenen menys macrofags al fetge. a-b) quantificacio de CD68 en talls de teixit de
fetge total.

6.5. Els hepatocits KO per a CPEB4 s6n més tumorigénics

Per caracteritzar millor els hepatocits tumorals, vam sotmetre a dieta greixosa a uns ratolins
C57BL KO induibles amb tamoxife i vam injectar el DEN per promoure el
desenvolupament de lesions al fetge. Vam monitoritzar la seva salut i quan hi havia
alteracions en l'aspecte dels animals, els portavem a punt final i n’extréiem el fetge.
D’aquests fetges vam aconseguir aillar una linia cel-lular de tumor de ratoli a la que vam
anomenar 2020B4 i a la que podiem induir el KO amb tamoxifeé (Figura 27). L’eliminacio
de CPEB4 de manera induible, semblava tenir efectes diferents si era recent o la feéiem
perdurar en el temps. Els hepatocits silenciats durant 24h, mostraven una disminucio en
la corba de proliferacié (Figura 271) i en la pendent d’aquesta (Figura 27b), mentre que un
silenciament d’una setmana incrementava aquests dos factors (p=0.06 i p=0.07). Pel que fa
a la capacitat de formar colonies en agar, els dos tipus de silenciament provocaven un
increment en el nombre i cap canvi en la mida d’aquestes (Figura 27d-f). Aquests resultats
indicarien que els hepatocits que no expressen CPEB4, i sobretot aquells que no I'expressen
durant un temps suficient per a eliminar totes les restes de proteina o per haver-se adaptat
a aquesta manca, adquireixen unes capacitats tumorigéniques superiors a les que adquireix
la mateixa linia cel-lular tumoral amb nivells endogens de CPEB4.

Ja que el nostre model representa una desaparicio en CPEB4 prolongada en el temps, vam
decidir fer servir aquestes cél-lules induides durant temps prolongat per a injectar-les en
animals. Vam generar llavors models d’estudi al-lografts que consistien en la injeccio
d’aquest tipus de tumors (2020B4) en ratolins idéntics a als que van donar origen a la linia

tumoral (sense induccio del KO) i ratolins nude/immunodeprimits.
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Figura 27. CPEB4 limita la tumorogeneicitat dels hepatocits in vitro. Tot realitzat en ceél-lules 2020B4 WT, silenciades
per CPEB4 durant 24h i silenciades durant 1 setmana. a) Corba de proliferacio (n=4). b) pendent del diferencial de
proliferacid. c) expressio proteica de CPEB4. d) plaques d’agar amb colonies quantidicades en e i f. €) mesura de la mida
de les colonies. f) mesura de la quantitat de colonies.

Aixi doncs, vam injectar aquestes ceél-lules (50.000 en 200ul) als flancs de les cuixes dels
animals nude de manera que a la dreta hi trobavem sempre el KO i a 'esquerre el WT
(Figura 28a-c). El mateix es va realitzar en animals C57BL de la mateixa linia de ratolins de
la que vam obtenir les cél-lules tumorals (Figura 28d-f). Els resultats indiquen que les
ceél-lules KO tenen capacitat de generar tumors més grans i també una tendéncia a que
aquests donin lloc a tumors amb més probabilitat. Aixd corroboraria els resultats in vitro i
posa en evidencia la rellevancia de CPEB4 en els processos tumorals dels hepatocits.

Pel que fa als resultats dels ratolins nude, veiem que el pes dels tumors KO és
significativament molt superior que en els WT (Figura 28b). Les diferéncies en incidencia
son molt reduides (Figura 28c), perd aixod podria estar relacionat amb el fet de que son
animals immunodeprimits i per tant les cél-lules tumorals tenen menys barreres per a
assentar-se al teixit i créixer sense dificultats. En els ratolins C57BL, el pes dels tumors torna
a ser significativament superior (Figura 28e) i la incidéncia incrementa una altre vegada
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indicant que la probabilitat de que es formin tumors és més del doble quan injectem
cel-lules KO (Figura 28f). Aquests dos resultats indicarien que un hepatocit KO per a
CPEB4 té més potencial de formar tumors que un de WT.
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Figura 28. La manca de CPEB4 permet a les cél-lules tumorals derivades d’hepatocits desenvolupar tumors més grans
en models al-lografts de ratoli. a-c) resultats obtinguts als ratolins nude/immunodeprimits, pes de tumors i incidéncia
d’aparicié. d) pes dels tumors i incidencia d’aparicié en ratolins C57BL.

6.6. La manca de CPEB4 a tot ’organisme podria estimular un micro-ambient pro-
tumoral

Una vegada ja sabiem que els hepatocits tumorals tenien més potencial tumorigénic, vam
voler entendre qué estava passant al model KO de tot el cos a 50 setmanes, ja que aquest
tenia un fenotip més marcat que el model KO per a hepatocits. Quan vam analitzar el
sistema immunitari al model del CPEB4*°, vam observar que aquest estava sobre-expressat
pero els resultats suggerien que aquest podia tenir unes caracteristiques fenotipiques de
caire pro-tumoral (o tolerogénic).

En relacié a CD68, aquest ens ha permés estudiar les estructures en forma de corona al
fetge (hCLS). Les hCLS sén macrofags que en algunes publicacions es descriuen com a
CDI11c", que envolten els hepatocits que han acumulat lipids al seu interior i estan
moribunds i s’encarreguen de digerir-los i eliminar-los del teixit. Aquestes estructures son
un marcador de NASH i sovint de fibrosi. Hem observat que els macrofags incrementen al
fetge de manera significativa degut a la dieta greixosa perd ho fan encara més quan manca
CPEB4 i aixo succeeix tant amb dieta com amb sense (Figura 29); té sentit ja que sabem
que els fetges KO ND tenien una acumulacié de greix superior als WT ND i per tant és
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d’esperar que I'ambient inflamatori estigui incrementat. Fixant-nos en el teixit tumoral, no
observem canvis (Figura 2%). Pel que fa pero a les hCLS en teixit total, veiem que el
nombre en el cas dels animals CPEB4*° HFD incrementa de manera significativa. Aixod
estaria corroborant el NASH en els animals i I'estat general de malaltia exacerbat (Figura
29 i d). En la quantificacio de proteina de teixit en pols, es corrobora tot i que de manera
no significativa, aquest increment de macrofags als fetges KO HFD (Figura 2% i f).
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Figura 29. La manca de CPEB4 a tot el cos promou 'exacerbaci6 de la inflamacio6 al fetge a setmana 50. a) Quantificacid
del percentatge de pixels positius per CD68 en teixit total de talls de fetge. b) Percentatge de pixels positius per mm? de
de teixit tumoral per CD68 en talls de fetge. ¢) Nombre de hCLS per mm2 en talls de teixit total de fetge. d) Imatges de
la tincio de CD68 a 40x. e-f) Expressié de la proteina CD68 en pols de teixit hepatic total.

Dels teixits extrets, vam poder analitzar alguns marcadors que ens orientaven en el tipus de
perfil de la resposta immunitaria. Els marcadors IL6 i TNFa es trobaven incrementats en
els KO HFD (Figura 3(k) i aquests, en concordanca amb CD68, suggereixen un increment
en inflamacio. Podriem deduir, pero, que aquesta inflamacio té un perfil tolerogénic ja que
CXCL9 esta reduit (Figura 30a), TGFp esta incrementat (Figura 3(b) cosa que podria estar
indicant una tendéncia dels macrofags a conversio cap a TAMs i amés la baixada del MCP-
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1 indicaria que no hi ha infiltracié6 de macrofags, almenys a setmana 50 (Figura 30d).
CXCL9 és una quimioquina induida per interferé alfa que regula la migracio de les cel-lules
immunitaries especialment aquelles citotoxiques per a les cél-lules tumorals com els CTLs
i les NK| i per tant una baixada de la seva expressi¢ podria ser molt positiu per a I'evasio
immunitaria de les cél-lules tumorals. L'increment de KC i IL1B també anirien amb
concordanca amb el perfil pro-tumoral (Figura 30a i c). IL1B és una citoquina pro-
inflamatoria relacionada amb la infiltracié de neutrofils entre d’altres funcions i CXCL1 o
KC és una citoquina molt expressada pel fetge quan hi ha mort cel-lular que juntament
amb CXCR2 (Figura 30a) que n’és receptor, son responsables de reclutar neutrofils al teixit
per a solucionar dany. Aquests marcadors estarien mostrant un increment degut a la dieta
perd també una tendéncia a incrementar a causa del genotip. Els neutrofils son considerats
un factor de mal pronostic en cancer, i els trobem incrementats en la circulacio d’aquests
animals (Figura 30e). Tot plegat suggereix que hi ha una resposta immunitaria exacerbada
al teixit pero aquesta no té la capacitat de detectar o eliminar les cel-lules tumorals i per
tant té un perfil pro-tumoral.
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Podem afirmar que aquesta resposta immunitaria exacerbada no esta eliminant els tumors
ja que, a part de veure un fenotip amb increment de lesions tal i com hem descrit
anteriorment, els CPEB4*® HFD tenen la senyal proliferativa de ki67 incrementada als
tumors o lesions (Figura 31a-b). Afegit a aixo, hi ha també activacié de la via de fosfo-
STAT3 (phSTAT?3), via relacionada amb NASH, la resposta inflamatoria i la supervivéncia
tumoral. Aquesta pujada de phSTAT3 la veiem a nivell de tot el teixit hepatic (Figura 31d,
fig), perd també a l'interior de les lesions (Figura 31Ie), tot i que en aquest cas sembla que
les senyals provenen més aviat d’altres tipus cel-lulars diferents als hepatocits com podria
ser aparentment cél-lules inflamatories.
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Curiosament pero, aquests animals tenen activades també les vies d’apoptosi com mostren
la tinci6 TUNEL (Figura 32a<) i I'expressio de Caspasa-3 (Figura 32d). Aquesta mort
cel-lular exacerbada pot estar relacionada amb els elevats nivells d’inflamacio i mal
funcionament del teixit derivat del NASH i el cancer. El que sembla clar és que aquesta

mort no és suficientment generalitzada com per acabar amb les cel-lules tumorals.
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Figura 32. El teixit i les lesions hepatiques dels animals CPEB4X° tenen I'apoptosi incrementada. a-c) Quantificacid
del nombre de nuclis positius corregit per mm de teixit en fetge total (b) i fetge tumoral (c). d) expressié de la proteina
Caspasa3 en teixit total del fetge. S’observa un increment molt clar.

En relacio a I'estat de salut d’aquests animals, vam poder observar una evolucié de les
transaminases circulants en concordanca al que veiem a nivell molecular. Increments a les
transaminases ALT i AST (ALT: alanina transaminasa, AST: aspartat transaminasa) son
marcadors de dany hepatic que es fan servir de manera rutinaria a la clinica. Vam mesurar-
ne els nivells a setmana 16 48h després d’injectar el DEN, a setmana 26 i a setmana 50.
Aquests enzims es troben als hepatocits i permeten que aquests portin a terme algunes de
les seves funcions biologiques com la detoxificacio del teixit i la sintesi d’aminoacids. Quan
el teixit hepatic esta danyat i els hepatocits tenen les membranes més poroses del normal,
les transaminases escapen a la circulacio, i els seus nivells incrementen a la sang.
Sorprenentment, podem observar com els animals WT tant en ND com en HFD pateixen
un increment de ALT a setmana 16 48h després del tractament amb el mutagen DEN, pero
aquest increment no es veu reflectit en els animals KO tot i que aquesta dada és només una
tendeéncia (Figura 33a). Dades del nostre grup (no mostrades) sobre aquests animals a 16
setmanes abans de ser exposats al DEN indiquen que les transaminases només incrementen
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a causa de la dieta i sense diferéncies degudes al genotip. Aixo podria estar indicant que els
fetges KO, tot i que tenen més lesions a final de protocol, en un primer moment el teixit
resulta menys danyats a causa de la injeccio del toxic DEN. Pel que fa a aquests marcadors
a setmana 26 (Figura 33b i ) i setmana 50 (Figura 33d i e), podem dir que el dany hepatic
incrementa a causa de la dieta, que presenta una tendéncia a l'alca en els KO HFD a

setmana 26 i que no varia a setmana KO a causa del genotip.
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Figura 33. El dany hepatic incrementa principalment a causa de la dieta. a) Nivell circulant d’ALT a setmana 16, 48h
després d’injectar el DEN. b) Nivell circulant d’ALT a setmana 26. ¢) Nivell circulant d’AST a setmana 26. d) Nivell
circulant I’ALT a setmana 50, just al final de protocol. e) Nivell circulant d’AST a setmana 50, just al final de protocol.
ALT: Alanina transaminasa, AST: Aspartat transaminasa.

6.7. CPEB4 afavoreix la resposta immunitaria anti-tumoral

Per intentar entendre la relaci6 de CPEB4 i la resposta immunitaria anti-tumoral, vam
generar un altre model de ratolins en els quals el Cre estava controlat per el promotor de
la lisozima M i per tant, eliminava CPEB4 de la linia mieloide (CPEB4"*?). Aquesta linia
cel-lular engloba granulocits, monocits, eritrocits i plaquetes i entre les seves funcions
principals hi trobem la fagocitosi i la secrecié de citoquines inflamatories. En aquest model,
observem una tendéncia cap a increment de lesions i empitjorament de la salut dels
animals, aixi com increment del pes corporal, pero dels tres models animals, aquest seria el
que té un fenotip més lleu.

En Pevolucié del pes corporal (Figura 34a), veiem que els animals KO es mantenen per
damunt i en el cas dels animals KO ND de manera significativa a les ultimes setmanes de
protocol. Tot i aixi, el pes final del cos i del fetge no mostren diferéncies entre WT i KO i
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només incrementa amb la dieta (Figura 34b i c¢). En la informacié obtinguda de la
incidencia de tumors, també veiem que els canvis es deuen principalment a la dieta (Figura
34d), pero si ens fixem, com en els models anteriors, en el tipus de lesions desenvolupades,
s'observa un increment significatiu en la preséncia d’adenomes en els CPEB4"*° HFD
(Figura 34e). Aquests resultats corroborarien que les cél-lules mutades pel DEN, tenen més
probabilitat d’escapar a la resposta immune quan la linia mieloide no expressa CPEB4. Pel
que fa al comptatge i mida de les lesions (Figura 34-i), no vam obtenir dades significatives
pero tant el comptatge microscopic com la mida de les lesions presenten una lleugera
tendencia a l'alca.
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Figura 34. Els animals CPEB4MX© tenen un fenotip més lleu pero els adenomes incrementen de manera significativa.
a) evolucio del pes corporal al llarg del protocol. b) Pes final de tot el cos. c) pes final del fetge. d) percentatge d’incidéncia
de lesions. e) percentatge d’incidéncia de tipus de lesions especifiques. e) nombre de lesions al fetge a nivell macroscopic.
f) nombre de lesions microscopiques al fetge corregit per la superficie de teixit. h) mida de les lesions macroscopiques. i)
mida de les lesions microscopiques. AD: Adenoma; HN: hiperplasia nodular.
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En l'estudi de la proliferacié i 'apoptosi en les lesions d’aquests animals, vam observar que
tenien una reduccié en 'apoptosi (Figura 35a-c) tant en teixit total com en teixit tumoral,
perd no hi havia variacions en la proliferacio (Figura 35d). Aixd ens va fer pensar que
estaven donantse successos biologics quelcom diferents respecte als CPEB4™° tot i que la
conseqiiéncia final era també 'increment en I'agressivitat de les lesions. En aquest model,
amés, vam observar les vies de senescéncia p16 i p21 reduides (Figura 35f i h). Ja que p16
és un supressor tumoral, podem hipotetitzar que s’estan activant altres mecanismes de
supervivéncia i malignitat a les cel-lules tumorals.
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Per buscar la possible implicacié de CPEB4 en la resposta immunitaria davant de tumors,

40 3 36 setmanes sotmesos a HFD des de

vam agafar dades extretes d’animals CPEB
setmana 6 i a PB des de setmana 20. Aquestes dades van ser cedides per el grup
col-laborador del Raul Méndez del IRB i consistien en el estudis de quantificacio de mRNA
total i de mRNA unit a ribosomes de teixit total del fetge. Es van estudiar els RNAs dels
que pujava la seva quantitat total o unida a ribosoma en resposta a dieta greixosa tant en
animals WT com en animals CPEB4"*°. Hi havia un total de 3089 RNAs incrementats
significativament a causa de la dieta en WT o KO pero 159 RNAs variaven
significativament només en KO (p<0,05). Per a ser més restrictius, d’aquests 159 RNAa,
vam buscar aquells que en el WT tinguessin un patré de canvi diferent al KO (ja fos
abséncia de canvi o el tipus de canvi oposat al KO). Aixi doncs, ens vam quedar només amb
aquells RNAs que canviaven significativament en els KO ja fos en RNA total o en RNA
protegit per ribosomes i que succeis un tipus d’esdeveniment molt diferent que al WT.

D’aquesta seleccio van quedar 37 RNAs (Taula 1).

WT KO
GEN RNA total RNA.protegit per RNA total RNA.protegit per
ribosoma ribosoma

Adgb 0,677885322 0,023381183 1,065391715
Atplod 0,510674928 -0,212349213
Atp6v0d2 -0,442429377 -0,256550468;
Camp 0,65564600% 0,707131129 1,110136661
Cenpm 0,880134719 1,795739331
Cmpk2 0,917540431 2,046109484
Csfir 0,924841087 1,908447827
Cyp2c37 -0,383425563 1,23312362
Cyp2c54 -2,391182553 2,187224923
Dhx58 -0,448917395
Gbp10 -0,343231101 1,996962339
1d1 -0,132637739
Ifi27 -2,025997719 -1,602272355
Ifihl 0,089844975 0,231393969
Ifitl -1,120808729 0,525839677,
lgsf6 0,958861364 1,725974653
Ikbke -0,182726765
Isgl5 0,480716623
Kenk10 -0,746531803 -1,206450986
Map3k21 0,21920183 X -2,028759774
Mefv 0,873014326
Nrep -0,007860044 -0,662568804 -1,193760017
P2rx4 -0,534102531 0,183011219 1,407567946
Parpll 0,340474542 0,157642141 1,027094532
Ppbp -1,293346817 0,829055247,
Rsad2 -0,539452859 0,605328636 1,961199761
Saa2 0,322428712 0,779695778 1,438151212
Sall2 -0,561324474 -0,382908792
Serpinbla -2,376028314 -0,694861746 1,776472633
Serpinb8 -0,79058876% 0,531131441
Sh2d4a 0,567932559 0,409329918
Slc22a26 0,002018377 0,926280596
Slc2a6 0,628240828 0,335672082
Sle37a1 0,298785054 0,787952694
Sytl -1,525618372 -0,461205876 1,171414305
Wdfy2 -0,962772408 -0,725971798 -1,194666962
Wfdc17 -0,668931052 -1,25271161 1,679003867

Taula 1. Quantificacié total de RNA o de RNAs protegits per ribosomes
en escala logaritmica, en animals CPEB4X° a 36 setmanes d’edat. La
columna de 'esquerre hi ha el nom del gen que codifica per a aquell RNA.
El blau indica disminuci¢ i el vermell increment, les tonalitats mostren la
intensitat del canvi.
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Vam estudiar les funcions d’aquests gens a través de bases de dades i eines bioinformatiques
d’internet, concretament vam fer tres tipus d’estudis: GO (gene ontology) per a processos
biologics, a GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) que compara el set de dades amb sets de
dades resultants d’altres estudis i ho relaciona amb una signatura molecular enriquida, i
finalment I’eina Reactome que també dona informacié sobre vies de senyalitzacié i processos
biologics.

Els resultats del GO mostraven de manera significativa (p<10®) que la llista de gens estava
relacionada amb la resposta immunitaria i la regulacié de la produccié de citoquines. El
resultat del GSEA va trobar coincidéncia en 6 gens amb el patré que seguia un estudi en el
que hi havia sobre-expressié de gens relacionats amb la resposta mediada per interferé a
(p<10?). Quan vam buscar més en profunditat 'origen d’aquest estudi, vam observar que
aquest es va realitzar mirant I'expressio d’hepatocits primaris control i tractats amb INFa,
aixo li donava robustesa a la coincidéncia ja que parlen del mateix tipus cel-lular que el
nostre. Per la seva part, 'analisi amb Reactome mostrava en primer lloc i de manera
significativa també (p<10®), que aquests 37 gens estaven enriquits amb gens que
participaven de la via d’'INFa.

Els interferons son citoquines clau per a molt processos biologics relacionats amb la
resposta immunitaria que tenen la capacitat de jugar papers pleiotropics i poden afectar al
cicle cel-lular, la diferenciacio, la secrecio d’altres molécules immunitaries i intervenen en
la immunitat anti-cancerigena. El més interessant és que s’han relacionat en multiples
ocasions amb la diferenciacio de macrofags de teixit en macrofags TAM i poden estimular
la quiescéncia o dormancia de les cel-lules tumorals de manera que no sén reconegudes per
les cel-lules immunitaries i poden posteriorment proliferar en el teixit. Podriem hipotetitzar
que quan noquegem CPEB4 als hepatocits, aquests activen unes vies de senyalitzacio tals
que fan que incrementi I'expressié dels interferons en algun moment del protocol i
estimulen d’aquesta manera 'evasié immunitaria per part de les cel-lules malignes.

6.8. La fibrosi i 'angiogénesi juguen papers secundaris en el procés carcinogénic
relacionat amb CPEB4 i I'obesitat

La fibrosi, és un dels processos inicials més comuns a la malaltia hepatica i té com a objectiu
principal la regeneracié del teixit. El procés d’acumulacio de fibra prové de l'activacio
continuada de senyals inflamatories que porten a una activacié de la fibrogenesi per part
de les cel-lules estrellades hepatiques per a intentar resoldre el dany. Aquest dany pot
arribar a ser cronic i I'acumulacio excessiva de fibra derivar a un mal funcionament del
teixit. En el nostre estudi, tot i que hem observat regions d’acumulacié de fibra que
evidencien el dany cronic, el percentatge de fibra sempre era baix i no vam trobar
diferéncies significatives degudes a la manca de CPEB4. L'tnica dada significativa és
I'increment en el percentatge de fibra derivat de la dieta (Figura 36a). Per a estudiar més
en profunditat aquest factor i I'efecte que podia tenir en I'aparicio i progressio de les lesions
hepatiques, vam mesurar I'acumulacio de fibra al voltant d’aquestes i vam observar que hi
havia una lleugera tendéncia a I'alca perd no significativa (Figura 36b) i aixo ho podem
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observar a les imatges de la tincio, on avall a 'esquerre hi ha una regio de teixit diferenciada
que seria la lesio hepatica i en el cas del KO, aquesta té un grau d’encapsulament per fibra
lleugerament més elevat que el WT (Figura 36e).
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Figura 36. La manca de CPEB4 incrementa lleugerament I'activacié d’estrellades sota dieta greixosa. a) Percentatge
d’acumulacio de fibra en forma de senyal de la tincio Sirius Red. b) Quantitat de fibra acumulada a la periféria de les
lesions mesurada en pixels per mm?. ¢) Percentatge de pixels del marcador a-SMA en tall de teixit total. b) Percentatge de
pixels de a-SMA a les lesions de talls de teixit. ) Imatges de la tincio Sirius Red. Avall a 'esquerre hi ha localitzada una
lesio tant en el cas WT com en el KO i es diferencia ja que el teixit és més compacte. f-g) Expressio de la proteina a-SMA
en pols de teixit hepatic total. Control endogen Tubulina.

Per seguir estudiant el paper de la cel-lula estrellada en el microambient del teixit KO i
especificament en els tumors, vam mesurar 'expressié d’o-SMA, un marcador de cel-lules
estrellades actives. En aquest sentit tampoc vam observar diferéncies significatives en teixit
total (Figura 36¢) ni en teixit tumoral (Figura 36d), tot i que en teixit total s’observa una
lleugera tendéncia a I'alca que es corrobora també amb una tendéncia en expressio de la
proteina en pols de teixit total (Figura 36f ig).
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En relaci6 a la fibrosi i a 'estat general de salut del fetge, vam mesurar 'anigiogénesi a través
del marcador CD31 en teixit total i en teixit tumoral. Aquest procés juga un paper
important en el desenvolupament de malaltia ja que I'angiogénesi patologica altera la
funcionalitat del teixit, i amés promou la nutricié de possibles cel-lules tumorals.
L’acumulacio de fibra i I'increment d’inflamacio al teixit son estimuls per a que els
processos d’angiogénesi tinguin lloc. En el nostre estudi hem observat una tendéncia no
significativa a I'alca en I'expressié de CD31 i per tant en la vasculatura del teixit (Figura
37a i Figura 37d-¢). Es d’esperar, pero, que si el grup CPEB4*° HED t¢ més lesions i les
lesions, en general presenten més vasculatura, llavors el teixit global tingui també més senyal
de CD31. També¢ vam mesurar els nivells de VEGF, i vam trobar que la isoforma VEGF'®
estava significativament incrementada en els KO+HFD (Figura 37b). Aquest VEGF podria
tenir no només un paper proangiogénic siné també proinflamatori.
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Figura 37. La manca de CPEB4 i la dieta greixosa estimulen 'increment CD31. a) Quantificacio de I'expressio de la
proteina CD31 en pols de teixit total de fetge i corregit per el control endogen GAPDH. b) Quantificacio de 'expressio
de proteina VEGF165 en pols de fetge total i corregit per GAPDH. ¢) imatge del resultat de U'experiment amb CD31 i
VEGEF. d-e) Quantificacio de 'expressio de CD31 en percentatge de pixels positius a les lesions de talls de teixit en
parafina.
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7. DISCUSSIO

Les proteines CPEBs son cada vegada més reconegudes per les seves funciones multiples
depenent del context del microambient i I'estadi de la malaltia, aixo fa complex entendre
les implicacions especifiques en les diferents patologies. Aquest és el repte que encara esta
per assolir i que ens disposem a encarar en aquest projecte pel que fa a CPEB4 i al cancer
de fetge i 'obesitat.

CPEB4 limita el guany de pes corporal i 'acumulaci6 de greix al fetge

Se sap que CPEB4 és requerida al fetge per I'adaptacio a HFD i a 'estrés del reticle
endoplasmatic derivat de I'envelliment i la subseqtient hepato-esteatosi *'°. La seva manca
dona lloc a NAFLD. CPEB4 intervé al metabolisme lipidic i quan no hi és, hi ha problemes
en l'oxidacié mitocondrial dels acids grassos promovent una secrecid alterada de
lipoproteines. Aixd succeeix de manera que la traduccio de CPEB4 esta regulada per la
resposta d’estres UPR a través de segments de lectura al seu 5’UTR i a la vegada, CPEB4
regula la traduccié d’altres proteines involucrades en la UPR. Hi ha una relacié estreta
entre l'estrés metabolic causat per I'obesitat i la UPR %, En el nostre model aixo es
corrobora amb I'increment d’expressié de CPEB4 en els animals sotmesos a dieta greixosa
tant a setmana 50 com a setmana 16. No hem trobat marcadors significatius d’alteracions
en la resposta UPR, pero aixo no vol dir que aquesta via no hagi jugat un paper en el
desenvolupament de malaltia dels nostres animals al llarg del protocol o hagi, si més no,
col-laborat de manera cronica lleugera pero constantment en 'agreujament del fenotip dels
animals KO per a CPEB4, tant en relacio a [‘acumulacié de greix com en les lesions.

En el cas del pes corporal, cal tenir en compte que CPEB4 s’ha relacionat préviament amb

BB per tant podriem esperar que els animals KO de cos

la hipertrofia dels adipocits
sencer tinguessin una disminucié de pes corporal. De fet, aixd ho veiem en els animals
CPEB4*° HFD, pero aquesta observacio pot estar esbiaixada per 'empitjorament de I'estat
de salut dels animals. Per contra, els animals CPEB4*° ND presenten un increment de pes
i d’acumulacié de greix als hepatocits tot indicant que en els nostres animals, la preséncia
de CPEB4 més aviat limita el guany de pes corporal. Ja que els animals KO ND no
presenten diferéncies de pes hepatic significatives amb el seu WT ND, no podriem justificar
la pujada de pes corporal per 'increment de pes del fetge. Aixi doncs, la manca de CPEB4
a llarg termini estimula 'aparicio d’obesitat quan es consumeix una dieta rica en greixos i

el guany de pes sense necessitat de consum de HFD.

Una possibilitat per 'acumulacié de lipids al fetge podria ser I'increment de lipolisi visceral
i del teixit adipds visceral que promou el transport dels FFA al fetge. Tot i que els nostres
resultats no mostren increment de triglicerids en la circulacio, aquest esdeveniment pot
haver tingut lloc abans durant el protocol.

4MKO " en els que s'observa una tendéncia a

Els resultats obtinguts en el model CPEB
increment de pes corporal en els animals KO tant sotmesos a HFD com a ND, indicarien
que la linia mieloide noquejada per a CPEB4 juga un paper també en el metabolisme dels

lipids a partir de la setmana 30 de protocol, quan probablement ja hi ha una malaltia
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cronica. També podria ser que les cel-lules mieloides pateixin problemes a la seva resposta
UPR i aixo es derivi en alteracions en la seva funcionalitat i 'excés d’acumulacio de greix a

altres regions corporals com els fat depots **.

CPEB4 protegeix el fetge de I'aparici6 de lesions malignes en context de HFD

L’expressio de CPEB4 s’ha associat ampliament amb el desenvolupament de tumors i
generalment jugant un paper oncogénic; alguns dels millors exemples son
'adenocarcinoma ductal pancreatic (PDA) ** i el glioblastoma **. En el cas del cancer de
fetge i particularment del HCC, s’ha vist que pot jugar papers diferents durant 'avenc de
la malaltia i estar sobre-expressat en estadis primerencs d’aquesta perd poc expressat en
estadis avancats 2*. El que podem dir clarament és que la manca d’expressio de CPEB4 en
un context d’obesitat incrementa el nombre de lesions al fetge i el caire maligne d’aquestes.
Els Adenomes, tot i no ser considerats lesions malignes, son un tipus de lesions que tenen
una elevada probabilitat d’avancar cap a lesions més malignes i per tant s’aconsella la
reseccié quirurgica en pacients **°. Les hem considerat llavors com a lesions greus per el seu
potencial tumorigenic. A I'estudi de Tsai, van observar en concordanca amb els nostres
resultats, com cel-lules noquejades per a CPEB4 (en aquest cas cél-lules humanes HepG2)
tenien més potencial de formar colonies en cultiu i tenien creixement accelerat en models
xenografts en concordanca també amb el nostre model al-lograft. Alguns estudis han
demostrat també com la manca de CPEB4 propicia la migraci¢ i la invasié de cel-lules

233
canceroses de fetge “”.

Tot plegat va en la direccié dels nostres resultats, demostrant que CPEB4 juga un paper
supressor de tumors en el desenvolupament de cancer de fetge associat a consum de dieta
greixosa. Aquest efecte supressor es veu en hepatocits KO tumorals aillats i també en els
models animals d’hepatocits perd quan es fa més evident o patologic ¢s quan CPEB4 manca
a tot 'organisme, evidenciant el paper important de la CPEB4 en les alteracions del
microambient tumoral durant 'obesitat.

Els nostres resultats aporten més evidéncies a les funcions paradoxals de CPEB4 en el
desenvolupament de cancer i per tant ressalten la necessitat de definir un marc d’utilitzacio
d’aquesta molécula en cas de desenvolupar una terapia inhibidora per a altres tipus de
tumors en els que CPEB4 si juga un paper clarament oncogénic. No podriem generalitzar
i afirmar que CPEB4 és sempre un marcador de metastasi i tumorogeneicitat tal i com s’ha
fet en alguna publicacio *°. Les bases que marquen els rols oposats de CPEB4 no son clares,
perd podria tenir relacio amb la seva capacitat d’adenilar i deadenilar 'extrem 3’ dels
mRNAs **’ i també la d’actuar com a activador o inhibidor de la traduccié en funcio de la
seva concentracio i localitzacié **'.

La manca de CPEB4 estimula l’entrada dels hepatocits en senescéncia i la
tumorogeneicitat d’aquests

El mutagen DEN ha estat ampliament reportat com a un agent que causa dany al DNA i
propicia el desenvolupament de cancer. Se sap també que a les 24h ja s’observa un efecte
de mort cel-lular i el dany se segueix acumulant fins a tres dies després **#*%. Les dades
obtingudes través de 'increment de p16 i TGFB als animals CPEB4*° HFD a setmana 16,
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semblen indicar que el dany causat pel DEN, en comptes d’induir apoptosi com succeeix
en els animals WT, podria estar induint senescéncia dels animals KO d’hepatocits. Aixo
ho corrobora la baixada de proliferacid i apoptosi. Estariem llavors en un escenari de
senescéncia per dany cel-lular. p16 és un supressor tumoral i un marcador estrella de
senescéncia, procés que se sap que intervé en el desenvolupament de NASH promovent la
produccié de ROS i desestabilitzant la resposta immune ***. Encaixaria que, un increment
de senesceéncia, desestabilitzacié immunitaria i ROS a setmana 16 puguin assentar les bases
requerides per a que les cel-lules tumorals prosperin i adquireixin un fenotip més maligne
que resulti en el fenotip observat en aquests animals a setmana 50. TGE per la seva part,
participa en el desenvolupament de moltes malalties, i s’ha relacionat en moltes ocasions

¥ Un estudi en fibrosi

amb I'envelliment, 'obesitat i la inhibicio de la proliferacié cel-lular
pulmonar va demostrar que TGFB podia estimular 'entrada cel-lular en senescéncia com
a resposta a l'estres 2%, Podria ser llavors que estigui incrementant la resposta citostatica de

les cel-lules al nostre model i aixi la supervivencia de les cél-lules tumorals.

Al model CPEB4© a 50 setmanes, animals en els que veiem increment significatiu del
nombre de lesions i tendéncia a increment de la mida d’aquestes, succeeix una cosa similar.
En aquest cas, tot i que pl6 ja no varia a punt final, veiem que la proliferacio tumoral i
I'apoptosi es redueixen en els KO d’hepatocits sotmesos a HFD. Podriem hipotetitzar que,
tot i que hi hagi una proliferacié menor en els hepatocits tumorals KO, 'apoptosi esta tan
reduida que la probabilitat de que cel-lules tumorals sobrevisquin és major i aixo permet
que hi hagi un major nombre de lesions. Relacionem el fenotip cancerds d’aquests animals
amb les caracteristiques tumorigéniques stem o capacitat d’iniciar tumors adquirides a
consequiencia del silenciament del CPEB4 als hepatocits, i no tant amb el potencial
proliferatiu, tot i que amb els resultats in vitro no podem descartar al 100% que hi hagi un
efecte d’increment de proliferacio sumat a altres factors.

Aquest potencial stem dels hepatocits noquejats per a CPEB4 es corrobora amb els resultats
obtinguts d’hepatocits tumorals de ratoli in vitro, en els que veiem que en soft agar, les KO
donen lloc a més colonies de manera significativa sense que aquestes siguin
significativament més grans. Es a dir, CPEB4 juga un paper de manera que els hepatocits
tumorals tenen més propietats de cel-lula iniciadora o mare tumoral. Sirtuin1 és una diana
de les CPEBs i podria ser una bon candidat per a explicar I'increment de propietats stem

M1 També podriem

tumorals; s’ha demostrat aquesta relacié entre CPEB1 i Sirtuin
hipotetitzar que aquests hepatocits tenen més capacitat d’escapar o inhibir la resposta
immunitaria que té una tendéncia a estar reduida en el model d’hepatocits i d’aquesta

manera aconsegueixen sobreviure més.

Es interessant, pero, que si posem aquests hepatocits tumorals KO en un context en el que
depenen principalment del seu potencial proliferatiu in vivo, com sén els models subcutanis
d’al:lografts (mateixa espécie de donant) en ratolins nude o ratolins C57BL de cel-lules
tumorals extretes de ratolins C57BL, veiem que les cel-lules KO permeten una major
incidencia en laparicié de tumors i aquests son significativament més grans. Per tant,
d’alguna manera un hepatocit KO per si sol és capac de proliferar més que un WT tot i que
aquesta caracteristica no estigui exacerbada de manera significativa en un context amb
paréenquima hepatic tal i com veiem amb la mesura de la mida dels tumors en els models
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animals CPEB4™° o en soft agar. Podriem relacionar també aquest increment significatiu
de la mida de les lesions amb factors no autdonoms de la cel-lula tumoral com podria ser
una secrecio exacerbada de factors que incrementen 'angiogénesi '’ o que promouen una

immunitat pro-tumoral.
CPEB4 estimula la immuno-vigilancia tumoral

Els animals CPEB4*° de 50 setmanes son els que tenen un fenotip cancerigen més marcat;
veiem un increment significatiu del nombre de lesions tot i que la mida només presenta
una tendeéncia a l'alca. En aquests animals, pero, si que veiem més tendéncia a inflamacio
amb IL6, TNFa i sobretot preséncia de macrofags en teixit total en comparacié amb els
WT HFD. La presencia d’obesitat automaticament genera un estat d’inflamaci6 cronica
que entre d’altres coses es caracteritza per tenir nivells elevats de TNFa i IL-6. Ja fa temps
que se sap que aquesta inflamacio cronica derivada de I'obesitat afecta a tots els organs
relacionats amb el metabolisme entre els que es troba el fetge. Aquests elevats nivells de
citoquines es creu que deriven dels macrofags M1 pro-inflamatoris, pero les dues citoquines
tenen papers duals temporals dependents del tipus cel-lular i el context **.

Tal i com hem descrit als resultats, aquesta resposta immunitaria podria tenir un perfil de
tipus tolerogeénic per la reduccio de CXCL9, TGFp i la manca d’infiltracio de macrofags
(MCP1). El més interessant és la baixada significativa de CXCL9 que pot estar reduint la
migracio de les cél-lules immunitaries especialment aquelles citotoxiques per a les cel-lules
tumorals com els CTLs i les NK **) la seva disminucié podria indicar un estat
d’immunotolerancia en front de tumors. TGFB promou la conversi¢ tolerogénica dels
macrofags (TAM) i pot atorgar propietats de ceél-lules mare a les cél-lules tumorals. Amés,
s’ha demostrat que una sobre-expressio TGFB promou progressié tumoral exacerbada una
vegada aquestes cel-lules han fugit de la influéncia citostatica d’aquest factor; pot tenir
efectes diferents a l'inici i al final de la malaltia *°**2, També contribueix a I'activacio

M35 pot estimular la

inflamatoria que promou l'exacerbacié de la malaltia hepatica
preséncia de cel-lules Tregs que son limfocits que estimulen 'ambient pro-tumoral
(Polanczyk et al., 2019). Aquest increment de TGF3 també el podriem relacionar amb
'activacio de les HSC que veiem amb aSMA (Dewidar et al., 2015). En aquest sentit,
estudis d'un grup col-laborador mostren evidéncies de que TGE pot estar influenciat per
les proteines CPEB. De fet, concretament es creu que el receptor 2 (TGFBR2) n’és una
diana i es veu reprimit. Per tant, tindria sentit que aquesta via estigui sobre-estimulada quan
manca CPEB4. MCP1 o també anomenada CCL2 és una citoquina inflamatoria
relacionada amb l'obesitat encarregada de reclutar monocits, cél-lules T, NK i cel-lules
dendritiques, no sembla tenir variacions d’expressié en el nostre model animal i aixd pot
fer pensar que l'increment de macrofags que observem ha tingut lloc en processos de

reclutament en estadis anteriors de la malaltia.

Es d’esperar que en un estat de malaltia cronica com el que veiem en els animals WT i KO
de tot el cos sotmesos a HFD, la resposta immunitaria estigui estesa i exacerbada promovent
dany tissular. Aquest dany pot facilitar 'aparicié de més mutacions que puguin donar lloc
a cancer, pero el fet de que els KO tinguin més lesions, suggereix que les cel-lules
transformades KO podrien ser capaces de sobreviure i escapar al sistema immunitari més
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eficacment. Aquests CPEB4*° tenen increment de IL1B que s’ha relacionat amb la captacio
de neutrofils (s'observa increment de neutrofils a la circulacié) que s’han associat a la
promocio de la malaltia hepatica i participen en processos carcinogénics promovent la

256 . . . . N
. IL1B és una citoquina pro-inflamatoria

transformacio cel-lular i la tolerancia als tumors
relacionada amb la infiltracié de neutrofils, activacié de limfocits T i B i promou la
diferenciacio dels limfocits T en Th17 que poden activar la supervivencia cel-lular a través
de la via de STAT3 també incrementada al nostre model »*’. També s’ha relacionat amb la
induccié de senyalitzacio de VEGF, TNF i IL6. Podriem relacionar l'increment de
macrofags i de IL1B amb la pujada de IL6 que se sap que pot potenciar la progressio de
cél-lules tumorals i també explicar perqué els tumors sén més proliferatius als CPEB4*C de
50 setmanes. La pujada de ILIP també podria tenir relacié amb I'increment d’apoptosi.
CXCR2 és un receptor que es troba a la superficie dels neutrofils, i observem una tendéncia
a increment d’aquest en animals HFD i un increment significatiu en KO ND. CXCLI o
KC és una citoquina molt expressada per el fetge quan hi ha mort cel-lular. Juntament amb
CXCR2 que n’és receptor, sén responsables de reclutar neutrofils al teixit per a solucionar
dany. Sembla ser llavors que tot i que el percentatge de neutrofils circulants en aquests
animals no increment amb la dieta, si que ho podrien estar fent els neutrofils infiltrats al
fetge. Ara bé¢, els neutrofils circulants si que tenen una tendéncia a incrementar en els

animals CPEB4X°,

El fenotip més marcat que veiem en el CPEB4*° de 50 setmanes podria estar relacionat
com hem comentat anteriorment amb la pujada de la via de ph-STAT3, un factor de
transcripcid que afavoreix la supervivencia de les cel-lules tumorals. Aquesta via de
senyalitzacié ha estat destacada recentment com a la potencial causant del
desenvolupament de HCC en un ambient d’obesitat destacant el seu possible paper
tumorigénic en el nostre model *°. De fet, aquests animals tenen sorprenentment un
increment significatiu de ki67 i ph-STAT3 que son senyals de supervivéncia i proliferacio,
i de caspasa-3 i TUNEL, vies de senyalitzacié de mort cel-lular. Estem parlant d’un fenotip
extrem en el que els animals ja comencaven a perdre pes degut a 'avancat estat de la malaltia
del fetge i els tumors creixen molt a la vegada que hi ha mort cel-lular per tot el teixit
hepatic. P

Aixi doncs, podriem deduir que totes aquelles lesions que a setmana 16 sén capaces
d’entrar en senescéncia i d’escapar el sistema immunitari, que mantenen el fetge en un estat
primerament i aparentment més saludable com veiem amb la reduccio de ALT a setmana
16, romanen quiescents, pero es reactiven en algun moment posterior i abans de setmana
26, moment en el qual ja veiem una tendéncia del KO HFD a tenir més dany hepatic (ALT
i AST). Aquesta reactivacid podria promoure que s’estimuli el sistema immunitari i
probablement hi hagi reclutament de monocits en teixit que després serien convertits en
KC i que per tant no veuriem com a infiltrat a setmana 50 amb el MCP-1 pero si com a
increment de monocits generals en teixit amb CD68. Aquesta exacerbacio de la inflamacio,
pero, ja no és capac¢ d’eradicar els processos tumorals que es troben en estat avancat i per
tant contribueixen només aportant inflamacié cronica que danya el teixit hepatic i porta
als nostres animals a un estat de malaltia extrem a setmana 50.
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Els resultats del model animal noquejat a la linia mieloide (CPEB™®) no mostren un
increment en la incidéncia de tumors perd si un fenotip semblant, tot i que amb menys
penetrancia, als models anteriors. Hi ha un increment significatiu d’incidéncia de lesions
amb més potencial maligne (adenomes) al fetge i hi ha una tendéncia a presentar més
lesions i que aquestes siguin més grans. Amés a més, aquests animals tenen I'apoptosi
reduida al fetge i una tendéncia a reduccié en inflamacio i senescéncia. Presenta llavors un

B, suggerint que el noqueix de CPEB4

fenotip bastant semblant a I'observat en els CPE
tant als hepatocits com a la linia mieloide pot estar promovent I'evasié immunitaria per
part de les cel-lules tumorals i amb aixd una major supervivéncia. Tindria sentit llavors que
en model KO de cos sencer, on aquests dos factors (i d’altres) se sumen, el fenotip presenta

una penetrancia molt superior.

Aquests resultats posen de manifest com la manca de CPEB4 provoca un efecte
significativament negatiu en la malaltia cronica del fetge i 'aparicio de lesions malignes en
aquest i com aquesta proteina juga un paper important tant en el principal tipus cel-lular
del fetge, els hepatocits, com en l'infiltrat mieloide que permet la resposta immunitaria.

Pel que fa al model d’hepatocits pero, si que podem hipotetitzar a partir de les evidéncies
obtingudes als analisis de transcriptomica per RNA total i RNA unit a ribosomes, que la
manca de CPEB4 als hepatocits afecta no només a la resposta UPR com ja sabiem, sin6
també a la resposta immunitaria a través de vies on intervenen els interferons. Aquests,
resolen la infiltraci¢ inflamatoria i inhibeixen la conversio dels macrofags a pro-inflamatoris
i l'activacio de I'inflamasoma. Un exemple és la reparacio del teixit pulmonar danyat i la
restitucio de ’homeostasi al teixit, on cal supressio immunitaria i reduccié de la resposta
dels macrofags, d’aixo se n’encarreguen els INF de tipus I . Els INFs generen tota una
serie de modificacions epigenétiques gracies a la transcripcié de gens estimulats per INF
(ISF) i aquests a part de participar en la resposta immunitaria, poden arribar a alterar el

metabolisme dels lipids *.

Tot i que INF s’ha considerat principalment una citoquina anti-tumoral ja que la
produeixen cel-lules citotoxiques com NK i NKT, s’ha vist que pot tenir un important rol
tolerogenic a través de les DC i les Tregs 2°'. En cancer s’ha demostrat que els interferons
poden tenir una funcié dual depenent del microambient 2. Jugarien un paper essencial
en I'anomenat immuno-edicié cancerigena, mitjancant la qual 'ambient inflamatori que
envolta les cél-lules tumorals canvia de manera que pot ser anti o pro-tumoral en un procés
que té lloc en tres fases: eliminacié, equilibri i fugida *’. Els interferons intervenen en
aquest procés de manera que poden promoure I'estat de dormancia a les cel-lules tumorals
que els permet arribar a la fase de fugida i créixer de manera progressiva i maligna. Aquest
efecte pro-tumoral s’ha demostrat també¢ en cancer d’ovari *** i cancer pulmonar a través de

la via JAK/STATS3 i la induccié de conversié dels macrofags a TAM P2,

Els lleugers increments en marcadors de fibrosi i angiogénesi poden estar relacionats amb
la manca de CPEB4 pero també amb I'empitjorament general del fetge d’aquests animals a
setmana 50. D’aquestes dades, el més interessant és la pujada de VEGF, un factor que
estimula la formacio de vasculatura i de fet participa tant de la vascuolgenesi fisiologica com
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de 'angiogénesi tant patologica com fisiologica. En el nostre estudi veiem un increment en
els animals KO HFD i aixo té sentit ja que indicaria que els teixits estan mes danyats i
expressen senyals per a incrementar la vasculatura i d’aquesta manera poder reparar més
rapidament el teixit. Es curios ja que estudis del nostre grup han demostrat que CPEB4
regula Pexpressio de VEGF *'7 i per tant en un KO podriem esperar una reduccio d’aquest
marcador, perd com que parlem d’una malaltia cronica i de cancer, han pogut tenir lloc
molts esdeveniments que han permeés el bypass i 'increment de VEGF. També pot estar
relacionat amb la quantitat de tumors. La sobre expressié de VEGF'® en HCC s’ha descrit
com a una estratégia tumoral per a induir la proliferacié de les cel-lules endotelials i aixi
permetre també la seva migracio i formacié de tubuls que promouen la carcinogénesi i la
metastasi *°. A més s'ha de tenir en compte que el VEGF és un factor no només pro-
angiogénic sind també pro-inflamatori i podria contribuir a les alteracions observades al
microambient pro-tumoral durant I'obesitat.

Tot plegat destacaria el potencial de CPEB4 com a proteina supressora o limitant de les
propietats tumorigéniques i inclus proliferatives de les cél-lules tumorals en el cas del cancer
de fetge, perd donat l'increment en la penetrancia del fenotip en els animals KO de tot el
cos, podem dir que CPEB4 també té un efecte en altres factors com pot ser I'evasio del
sistema immunitari i la polaritzacio tolerogénica d’aquest, que permet que les lesions
sobrevisquin més i prosperin causant HCC.
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Conclusions

8. CONCLUSIONS

Aquest estudi proporciona evidéncies del paper protector de CPEB4 enfront al
desenvolupament de cancer de fetge i suggereix noves implicacions d’aquesta proteina en
relacio a les vies de senescéncia i evasid immunitaria aixi com les capacitats stem o
tumorigéniques de les cel-lules tumorals derivades d’hepatocits. Les funcions
pleiotropiques i dependents del micro-ambient de CPEB4 en malaltia segueixen sent un
repte i una peca clau pendent de definir amb exactitud per tal poder dissenyar opcions
terapeutiques eficients. Cal definir un marc molt especific d’utilitzacio d’aquesta molecula
per a cada tipus de malaltia i estadi de la mateixa. Podem dir pero, que en el cas de la
malaltia cronica del fetge, CPEB4 té un paper protector o beneficios.

Les principals conclusions son les segiients:

1. CPEB4 limita el guany de pes corporal i 'acumulacio de greix al teixit hepatic quan hi
ha malaltia cronica del fetge.

2. CPEB4 protegeix el fetge de I'aparicio de lesions malignes davant d’un estimul de dieta
greixosa. La seva manca incrementa el nombre de lesions i el seu potencial maligne pero
no afecta a la mida d’aquestes lesions.

3. La manca de CPEB4 podria estimular 'entrada dels hepatocits en senescéncia o un
tipus de quiescéncia cel-lular que sembla propiciar 'establiment i progressié de la
ceél-lula mutada al teixit.

4. Els hepatocits KO per a CPEB4 s6n més tumorigeénics ja que tenen més capacitat de
formar colonies de cel-lules tumorals en cultiu i de desenvolupar tumors de gran mida
en models de ratoli al-lografts.

5. La manca de CPEB4 a tot 'organisme podria estimular 'evasio del sistema immunitari
per part de les cel-lules tumorals a causa de I'adquisicié d’un fenotip tolerogénic per
part de la resposta immunitaria.

6. CPEB4 participa en la resposta immunitaria anti-tumoral ja que la seva manca a la linia
mieloide estimula un increment en l'aparicié d’adenomes al fetge i un lleuger
increment en la quantitat de lesions i la mida d’aquestes.

7. La fibrosi i 'angiogénesi incrementen amb la manca de CPEB4 pero semblen jugar
papers secundaris en el procés carcinogeénic relacionat amb CPEB4 i I'obesitat.

Tot plegat destacaria el potencial de CPEB4 com a proteina supressora o limitant de les
propietats tumorigéniques i inclus proliferatives de les cél-lules tumorals en el cas del cancer
de fetge, perd donat l'increment en la penetrancia del fenotip en els animals KO de tot el
cos, podem dir que CPEB4 també té un efecte en altres factors com pot ser la polaritzacio
o evasio del sistema immunitari que permet que les lesions sobrevisquin més i prosperin

causant HCC.
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