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EMPELTAMENT EXITOS EN EL FETGE DE LES CEL.LULES DERIVADES DEL
MOLL D’OS TRASPLANTAT

El primer pas consisteix en la demostracié de la validesa del sistema experimental pro-
posat. Aix0 vol dir que cal demostrar que les cél-lules trasplantades al moll d’os s’han
empeltat al fetge.

El grup escollit per a aquests experiments és el grup experimental, és a dir el grup de
ratolins IL-6 -/- (knockout) als que s’ha trasplantat moll d'os dels animals IL-6 +/+.

Cal ressaltar d’entrada que la simple constatacié de la supervivéncia d'animals irradiats
amb una dosi que en qualsevol altre cas seria letal €s ja una prova inicial de que el tras-
plantament de moll d'os ha estat exitds. Aixi, cap dels animals control no trasplantats,
sobrevivia més enlla de 10 dies post-irradiacio, confirmant la letalitat de la dosi d'irra-
diacié administrada, 1000 rads.

El seglient pas que s’ha considerat és la demostracio que aquestes cél-lules han colo-
nitzat el fetge i s’hi han diferenciat. Per a assolir aquest objectiu, s'ha considerat neces-
sari un sistema per a poder identificar les cél-lules trasplantades al fetge. El primer sis-
tema escollit es basa en el trasplantament d’animals mascles a animals femelles. Les
cél-lules dels animals mascles contenen el cromosoma Y que no és present en cap de
les cel-lules de I'animal femella. L'objectiu, en aquest cas, es demostrar la preséncia de
cél-lules de Kupffer portadores del cromosoma 'Y al fetge al final de les 6 setmanes post-
irradiacio. Com podem observar a la figura 4A, tots els trasplantament mascle femella
independentment que sigui de WT a KO o de KO a WT permeten detectar el cromosoma

Y a I'animal femella receptor. Caldria assenyalar que el periode de temps d’empelta-
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ment post-trasplantament ha estat escollit de forma empirica com a temps suficient per
a permetre I'empeltament hepatic. Si els resultats haguessin estat diferents, s’haurien
considerat temps d'empeltament superiors. Per altra banda, s'ha pensat que temps infe-
riors podrien ésser massa curts, perd no s'ha arribat a comprovar aquesta possibilitat.
Per a poder analitzar especificament I'empeltament de les cél-lules de Kupffer, cal enca-
ra fer una consideraci6 prévia, i és la constatacio que el sistema d’aillament d’aquestes
cél-lules del fetge és fiable i obté un grau de puresa acceptable, altrament, un aillament
amb una proporci6 considerable d’altres poblacions cel-lulars faria perdre validesa a les
observacions. El factor limitant, en la majoria de casos, és el temps d’adhesio en el plat
de plastic. Practicament, les Uniques cél-lules amb capacitat d'adherir-s’hi son les
cel-lules de Kupffer i aquesta afirmacié és mes certa quant mes temps passa. No obs-
tant, a més temps, també menys cél-lules hi romanen adherides ja que es desprenen pel
que cal trobar el temps ideal per aconseguir la maxima puresa amb un nombre de
cel-lules raonable. El temps escollit en aquest estudi €s de 15 minuts.

La técnica emprada per a la comprovacio de la validesa d'aquest métode és per la pre-
séncia de I'enzim esterasa de I'a-naftil acetat. Aquest enzim és especific dels macrofags
i €s un dels métodes d’identificaci6 més contrastats per a la identificacioé d’aquest grup
cel-lular. L'aplicacié d'aquest métode en aquest estudi ha permés objectivar un grau de
puresa > 95% pel comptatge al microscopi de cél-lules tenyides respecte al total.
L'altra evidéncia de la validesa del sistema d’aillament de les cél-lules de Kupffer en el
present estudi es basa en I'estudi descrit dels animals mascle trasplantats amb moll
d’'os d'animal femella. Logicament, aquests animals tenen el cromosoma Y en totes les
seves cel-lules excepte en aquelles que provinguin del moll d'os. Per tant, com podem
veure a la figura 4B a les linies 3 i 4 dels trasplantats de mascle a femella, s'amplifica el
locus SRY en els aillats de cel-lules de Kupffer. No obstant, el resultat més significatiu és
el de la manca d'amplificacié de I’ADN del gen del locus SRY en les cél-lules aillades dels

animals trasplantats de femella a mascle. Aix0 vol dir que, tenint en compte I'alta sen-
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siblitat d’aquesta técnica, és una prova determinant de la validesa del métode d’ailla-
ment emprat. Aquest resultat ens diu que no hem agafat cap cél-lula del parénquima
hepatic sind només les cél-lules de Kupffer que provenen del donant. Basats en aques-
ta dada, podem afirmar amb confianca que les condicions de I'aillament son prou res-
trictives doncs només que una cel-lula parenquimatosa s’hagués trobat dins de les
cél-lules aillades ja s'hauria reflectit en forma de banda.

Aguests resultats permeten assumir amb confianca I'estudi de les cél-lules de Kupffer
en els animals femella amb cél-lules del moll d’os de mascle. Els resultats per amplifica-
cio6 d’ADN per PCR confirmen, doncs, que el cromosoma Y és present en les ceél-lules de
Kupffer aillades en aquests animals. Aquest fet evidencia que en el periode de 6 setma-
nes, no només s'ha aconseguit rescatar I'animal després de la irradiacio sin6é que aques-

tes cél-lules han estat capaces d’empeltar-se al fetge i diferenciar-s'hi.
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Fig. 4

A) PCR per a detecci6 del locus SRY del cromosoma Y en teixit hepatic de: Linia 1.- WT mascle Linia 2.- WT
femella Linies 3 i 4.- WT mascle £ KO femella Linia 5.- KO mascle £ WT femella.

B) PCR per al locus SRY del cromosoma Y de cél-lules de Kupffer aillades de: 1.- WT mascle 2.- WT femella
3i4.- WT mascle &£ KO femella 5.- WT femella £ KO mascle.
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De la mateixa manera, i un cop demostrat I'empeltament amb la deteccio del fragment
SRY del cromosoma Y, s’ha pogut evidenciar la preséncia del gen IL-6 i heogen IL-6 en
els aillats de cél-lules de Kupffer ja sigui en els trasplantats WT — KO 0 en els KO — WT,

respectivament (figura 5).

Fig. 5
Detecci6é per PCR a aillats de cél-lules de Kupffer del gen d’IL-6 (174 bp)
i IL-6 interromput (280 bp): 1.- WT 2.- KO £ WT 3 i 4.- WT £ KO

GRUPS D’ESTUDI | SUPERVIVENCIA POST-IRRADIACIO | POST-HEPATEC-
TOMIA PARCIAL

El grup experimental s’estableix en els animals IL-6 -/- trasplantats amb moll d'os ani-
mals IL-6 +/+. Els grups controls, el constitueixen en primer lloc els animals IL-6 +/+, que
son el control positiu de referéncia, i els IL-6 -/- com a control negatiu de referéncia.
L'altre grup control important és el dels animals IL-6 +/+ trasplantats amb moll d’os d'a-
nimals IL-6 -/-. Si la hipotesi de treball d’aquest estudi es correcta, aquests animals

s’haurien de comportar com a IL-6 -/-. La supervivéncia en el periode d’empeltament de
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6 setmanes post-irradiacio ha estat >80% en tots aquests grups. No s’'ha realitzat un
estudi de supervivencia postoperatoria a llarg plac en els animals de cada grup.

En els animals que han arribat al moment de I'operacio, sense tenir en compte la mor-
talitat postoperatoria relacionada directament amb la cirurgia (sagnat, anestesia), hi ha
hagut una mortalitat postoperatoria estadisticament significativa les primeres 36 hores
superior en els grups d'IL-6 -/-, 27.5%, i IL-6+/+ quiméric (és a dir, animal IL-6+/+ tras-
plantat amb moll d'os d’IL-6-/-) del 17% en comparanca amb els animals IL-6 +/+ i IL-6 -
/-quimerics (IL-6-/- trasplantats amb moll d'os d’ IL-6 +/+) que era 0%.

Aquest estudi havia previst inicialment incloure un 5é grup control que consistiria en IL-
6 -/- trasplantats amb moll d'os d’animals IL-6-/- amb la intencid d’observar I'efecte net
que la irradiacié podria tenir en els animals knockout. No obstant, s'ha objectivat una
mortalitat post-irradiacio en aquest grup del 80%. Aquest fet, va fer reconsiderar la uti-

litzacio d’aquest grup control i finalment no s'ha inclos en els resultats finals.

CAPACITAT DE SECRECIO D’IL-6 EN ELS ANIMALS IL-6 -/- QUIMERICS.

Un cop demostrat I'empeltament exitds cal comprovar si aguestes cél-lules una vegada
empeltades son funcionals, i, sobretot, assumint I'objectiu d'aquest estudi, si sén capa-
ces de secretar IL-6.

Inicialment, per a la demostracié d'aquest fet, s'ha volgut objectivar si les cél-lules san-
guinies, en general, dels animals IL-6 -/- quimeérics (és a dir amb cél-lules de moll d’os
d'un altre animal, en aquest cas IL-6 +/4) sOn capaces de secretar IL-6. Per aixd s'han
aillat esplendcits a les 6 setmanes post-irradiacio. Aquestes cél-lules s’han cultivat, amb
i sense preséncia de lipopolisacarid, i el sobrenadant s'ha analitzat per la preséncia d’IL-

6 per la técnica d'ELISA. Es pot comprovar a la figura 6 que I'addicié d’LPS incrementa



TESI DOCTORAL XAVIER ALDEGUER

de forma clara la produccié d'IL-6 en el grup IL-6 +/+ i no suposa cap canvi en les
cél-lules de I'animal IL-6 -/-, ambd6s grups emprats com a controls positiu i negatiu, res-
pectivament. En els animals IL-6 -/- quimerics, la produccio d'IL-6 és comparable als con-
trols positius, mentre que en els animals IL-6 +/+ quimérics, és a dir, trasplantats amb
moll d'os d'animals IL-6 -/-, la producci6 d’IL-6 esta fortament disminuida.

Aquest experiment ens permet asseverar que, amb el trasplantament de moll d'os, hem
transferit la capacitat de produir IL-6 a les cél-lules d’animals que altrament no podrien
fer-ho.

Wi KO WI->HO KO-=WT WI.=WT

Grups d’estudi d'animals

Fig. 6 Produccié d'IL-6 detectada per ELISA en el sobrenadant de cultius d’esplendcits
estimulats en els animals dels diferents grups d’estudi.
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PRODUCCIO D’IL-6 INTRAHEPATICA EN ELS ANIMALS IL-6 -/-
QUIMERICS.

El patr6 d’expressio de I’ARNm d’IL-6 a nivell intrahepatic post-hepatectomia parcial en
I'animal IL-6 +/+ es pot observar en la figura 7. L'expressio maxima és a les 2-4 hores
post-hepatectomia parcial. Per aquest fet, s'ha escollit les 2 hores com el periode ideal
per a I'estudi de I'expressio d’ARNm dels altre grups a estudi. Cal ressaltar que existeix
una expressio basal prehepatica que s’evidencia en el fragment hepatic extret en el
moment de |'hepatectomia parcial.

2N

EE 5

G005 T 2 & § 24 48

B -actin —

Fig. 7 Detecci6 ARNm d’IL-6 intrahepatica per RT-PCR en control WT a on es demostra una major
expressivitat a les 2 i 4 hores. Les 2 hores foren escollides com a punt representatiu.

El grup experimental, els animals IL-6 -/- quimerics, tenen augment en I'expressio d'IL-6
post-hepatectomia parcial que és absolutament comparable al nivell expressat pels ani-
mals genéticament normals. En canvi, els animals del grup IL-6 +/+ quimeérics, no pre-
senten aquest augment d’expressio i ni tan sols s'arriba a evidenciar la secrecio basal
d’IL-6 pre-reseccid. Com era d’'esperar, els animals IL-6 -/- no presenten expressio d’IL-
6 (Figura 8)
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Fig. 8 ARNm per a IL-6 per RT-PCR constitutiu prehepatectomia i a les 2 hores posthepatectomia
en els diferents grups a estudi.

Paral-lelament als estudis per deteccié ARN, s’ha volgut també evidenciar aquest fer per
técniques morfologiques. Per aquest fet, es va escollir la técnica d’hibriditzaci6 in situ.
Ccom podem comprovar a la Figura 9, les cél-lules que han expressat I'’ARN d’IL-6 en el
grup d’IL-6 —/- quiméric s6n aquelles amb morfologia corresponent a cél-lules de Kupffer.
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Fig. 9 Hibriditzaci6 in situ per a la preséncia del gen IL-6 en cél-lules de Kupffer 2 hores
posthepatectomia a on es demostren (magnificacié 40X) cél-lules fortament tenyides (fletxes)
amb morfologia corresponent a les cél-lules de Kupffer.

RESTAURACIO DE L'ACTIVACIO D’STAT3 POST-HEPATECTOMIA
PARCIAL

De la mateixa manera que és important la constitucio de la capacitat d'expressar IL-6
per part del grup d’estudi, cal comprovar si aguesta secrecid és capac d'iniciar el sen-
yal d'activacié que ha de dur a la regeneraci6 hepatica. Per aix0, i basant-nos en I'eix de
resposta després de I'hepatectomia parcial, TNFUNF-kBUIL-6USTAT3UGens de fase pre-
co¢ immediata s'ha volgut mesurar I'activacié del factor de transcripcié STAT3 post-
hepatectomia parcial.

En aquest cas, la correlacio en I'activacid del factor de transcripcid es correspon direc-
tament amb I'expressio d’IL-6. D’aquesta faiso, els animals IL-6 +/+ i IL-6 -/- quimérics
tenen una unio a la sonda d’ADN en el gel d’electroforesi de mobilitat “shift” en un patr6
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similar ales 2 i 4 hores (també és el cas del grup control IL-6 +/+ a IL-6 +/+, malgrat que
en dos animals no s’hi detectava banda. Una analisi posterior confirma que aquest fet
fou consequiéncia de la degradacio de les mostres) . No és el cas aquest en els altres
dos grups, IL-6 -/- i IL-6 +/+ quimeéric (Figura 10). La preséncia de “supershift”, és a dir la
formacio d'una banda enlentida i més gruixuda a I'afegir els Ac antiSTAT3 i no quan afe-

gim els antiSTAT5 confirma |'especifitat de I'assaig per a STAT3. (Figura 11).
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Fig. 10 Deteccidé de l'activacio del factor de transcripcié6 STAT3
detectada per técnica d’'EMSA als diferents grups d’estudi.
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Fig. 11 “Supershift” (Carril 1 sense Ac, Carril 2 Ac anti STAT1,
Carril 3 Ac anti STAT3).
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SINTESI D’ADN | REGENERACIO HEPATICA NORMAL EN ELS ANIMALS
IL-6 +/+ QUIMERICS.

La progressio del cicle cel-lular a través de les fases precoc i mitja de G1, la fase S amb
la sintesi d’ADN i la subsegtient mitosi cel-lular, esta perfectament documentada en els
animals IL-6 +/+ amb el pic de replicacio a les 36 hores post-hepatectomia parcial amb
I"'Us del metode immunohistoquimica per a la comprovacio de la captacio cel-lular de
Brdu. Les analisis histologiques dels animals IL-6 -/- permeten observar una capacitat de
sintesi abolida, mentre ge els mateixos animals perd amb trasplantament de cél-lules de
moll d’os d'animals IL-6 +/+ tenen una replicacié igual als animals IL-6 +/+ i estadistica-
ment mes elevada (p< 0.005) que els knockout. Els animals del grup IL-6 +/+ quimérics
tambe tenen una disminuci6 de la regeneracié hepatica estadisticament significativa.
Aguests resultats encara es veuen reforcats en I'analisis histologica de I'arquitectura
hepatica post-hepatectomia parcial en els IL-6 -/- i els IL-6 +/+ quimérics. En aquests fet-
ges s'hi observen arees de necrosi i degeneracio en “balooning” que concorden amb les
observacions descrites a la literatura™2.

Aquests resultats demostren la important contribucio de les cél-lules del moll d'os, amb
més probabilitat les cél-lules de Kupffer, com a font d'IL-6 i el seu potencial paper com
a reguladores de la iniciacié de la regeneracio hepatica.



TESI DOCTORAL XAVIER ALDEGUER

Fig. 12
Immunohistoquimica per
a la detecci6 de la
incorporacio de BrDU en
mostres histologiques
hepatiques a les 36
hores posthepatectomia
parcial en els diferents
grups a estudi.
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Fig. 13 Analisi numeérica del nombre de nuclis tenyits per camp amb una magnificacié
de 10 augments.
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PATRO REGENERATIU EN ELS ANIMALS IMMUNODEFICIENTS

En vista dels resultats descrits, fins ara, la participacio clau de les cél-lules derivades del
moll d’'os en el procés regeneratiu és clara. En les cél-lules derivades del moll d'os, apart
de la linia mieloide, hi ha el grup de cel-lules de la linia limfoide que no es pot descartar
absolutament que puguin jugar algun paper en els resultats previs. Per a acotar més
quin dels grups cel-lulars esta més implicat i pensant en que aquest paper recau en les
cél-lules de Kupffer, s’ha estudiat la regeneracio en ratolins deficients en cél-lules B i T
(RAG-2 knockout i SCID) i en cel-lules B i T i NK (SCID beige).

L'estudi del pic regeneratiu a les 36 hores per immunohistoquimia ha evidenciat un
nivell regeneratiu comparable a I'animal genéticament normal en les tres soques de
ratolins, el que indica que la regeneraci6 hepatica pot desenvolupar-se en normalitat
amb |'abséncia de les cel-lules del sistema immunitari i mantenint només les cel-lules
de Kupffer com a unica linia funcionant.

S’ha comprovat si la regeneracio hepatica es correlaciona amb I'expressié d’ARNm d’IL-
6 i I'activacié d’STAT3. S'ha estudiat en la soca RAG knockout i s'evidencia que els nivells
sOn absolutament comparables amb els animals normals, el que demostra que aquesta
normalitat en la sintesi d’ADN és, amb tota probabilitat, fruit del manteniment intacte de
I'eix d'activacio d’IL-6 (Veure figures 14 i 15).
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SCID

Fig. 14 ARNm per a IL-6 a teixit hepatic de ratolins Rag-2 i SCID

Rag1 - W |l ]| SCID beige
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Fig. 15 Immunohistoquimica per a la incorporacié de BrDU en els animals immunodeprimits

ANALISI DE LES CEL.LULES NK T INTRAHEPATIQUES EN ELS ANIMALS
IMMUNODEFICIENTS.

S’ha comentat préviament la preséncia d'una poblacié limfocitaria intrahepatica que
esta formada en la seva major part per cél-lules NK T. També s'ha descrit I'estudi que

assenyalava I'expansi6 clonal d’aquest grup cel-lular al moment inicial de la regeneracio
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hepatica®’®. En aquest treball, s'ha volgut descartar la preséncia d'aquest grup cel-lular
en els animals immunodeficients, una vegada confirmat que la regeneracio hepatica
procedeix en normalitat en aquests animals.

Per analisi de citometria de flux s’ha cercat la presencia de cel-lules limfocitaries ailla-
des del fetge amb els marcadors CD3, especific per als limfocits, i el marcador NK1.1,
especific per les ceél-lules NK . La preséncia d'ambdds marcador en una cel-lules alhora
és el que defineix aquesta poblaci6 limfocitaria de la que encara no es coneix amb cla-
redat quina funcioé desenvolupen. Mentre es confirmava la seva preséncia en animals
genéticament normals, no s’ha evidenciat la preséncia d'aquest grup cel-lular en cap de
les soques d'animals immunodeicients estudiades, és a dir, RAG 2 knockout i SCID (s'as-
sumeix que si els SCID no en tenen, la soca SCID beige tampoc en presentara). En base
a l'observacié d'aquest treball, no sembla que tinguin un paper en el senyal inicial d'ac-

tivacio de la regeneraci6 hepatica.
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Fig. 16 FACS analisi amb marcadors anti NK 1.1 i anti CD3 per a la preséncia de limfocits NK T
en animal WT (esquerre) i Rag-2 KO (dreta).
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La comprensi6 dels mecanismes cel-lulars involucrats en la regeneracié hepatica té una
gran rellevancia clinica, ja que la pérdua de parénquima hepatic té lloc en un ampli ven-
tall de malalties del fetge. La regeneracid hepatica és un component important de la
recuperacio després de reseccio i després de lesid isquémica en I'empelt hepatic i s'ha
implicat en multitud de condicions patologiques com ara hepatitis i cirrosi.

En I'estudi del procés regeneratiu, de forma aillada, s'utilitza el model animal d'hepatec-
tomia parcial ja que ens permet establir un punt exacte en l'inici del procés i les varia-
cions resultants de processos inflamatoris associats sén minimes. Aquest, doncs, fora
d’altres consideracions, ha estat el model en el que s’ha decidit centrar tots els experi-
ments que es descriuen en aquest treball. L'animal escollit ha estat el ratoli per la dis-
ponibilitat de soques ben establertes, referides en estudis previs, amb els diversos geno-
tips adients per al desenvolupament del present estudi.

En la introduccid, s’han apuntat el gran nombre de factors de creixement que d'una
manera o altra influencien en aquest procés. Per a aconseguir el desenvolupament de
la regeneraci6 hepatica cal que es posi en funcionament una xarxa de multiples factors
actuant coordinadament. Queda clar en els estudis presentats, que un paper predomi-
nant es reserva per a I'HGF, TGF-a i EGF en aquest procés. No obstant, aquests son fac-
tors necessaris perd no suficients. La injeccio d'aquests factors en fetges en repos no
es tradueix en una replicacié hepatocitaria.

En vista del cimul d’evidéncies proveides, sembla derivar-se’n que els hepatocits neces-
siten un condicionament previ, el que es refereix en el mén anglosaxd com “priming”.

Aquest condicionament, es basa en les vies inicials que acabaren per permetre I'activa-
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ci6 dels grups de gens que condueixien I'hepatocit a la fase G, directament en I'entra-
da a la fase S o replicativa. Fins ara, no s'ha trobat una sola via que permeti, de forma
independent i Unica, I'assoliment d’aquest estat condicionat dels hepatocits. Les vies
descrites inclouen I'ex TNF-IL-6, el factor de transcripcidé C/EBPS i la d’activacio del fac-
tor de transcripcioé Egr-1. L'eix TNF-IL-6 és la via que esta més clarament identificada i
sembla desprendre-se’n, a la llum dels estudis més recents, que la seva interrelacio i
accid és mediatitzada per factors de transcripcié especifics: TN KN F +«BL-6STAT3. NO
obstant, moltes sbn les preguntes a aclarir i punts foscos, per exemple quin és el senyal
indicador de I'inici de tot el procés, un cop s'ha practicat I'hepatectomia parcial; alguns
estudis semblen indicar algun paper a I'increment intraportal de lipopolisacarid o canvis
en el flux portal'™ %4 perd manquen estudis en més detall per a confirmar aquestes
observacions i explicacions mecanistiques. S'ha comentat que algun treball suggereix
que allo important per a la integritat de I'eix és el manteniment del senyal provinent del
receptor de TNF, no tant la propia citocina'™?, perd no esta aclarit quin prodria ésser
aquest altre factor que substituiria 0 actuaria en conjuncié amb TNF. També, i assumint
el paper de TNF, queda per establir el dintell en el que TNF es converteix en un factor
deleteri per al funcionalisme hepatic (com succeeix en situacions de xoc septic). De totes
aquestes qliestions, aquest treball s'ha centrat en una que no ha estat ressolta fins el
moment, quina cél-lula o cél-lules sbén les responsables de la secrecio d'aquests factors,
i en concret de la IL-6 que intervé en ageusta fase, davant el potencial de secreci6 d'a-
guesta citocina per una amplia varietat dels tipus cel-lulars que resideixen al fetge.

La capacitat de secretar IL-6, al menys in vitro, és compartida per les cél-lules endote-
lials, les cél-lules d'Ito i les cél-lules de Kupffer aixi com pels propis hepatocits'®® 158 164
165 encara que per aquest ultim tipus cel-lular no s’ha demostrat la seva capacitat des
d’hepatocits aillats sind per linies cel-lulars que se n’han derivat.

Tradicionalment, s’ha considerat que les cél-lules de Kupffer haurien d‘ésser el grup

cel-lular més probable en la secrecio d’IL-6. La seva ubiqiitat i la capacitat de secretar
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aquesta citocina com a resposta a varis dels estimuls habituals com LPS, I'han fet un
candidat probable.

La manca de disponibilitat i viabilitat d’animals genéticament deficients en macrofags
ha estimulat la realitzacidé de multiples treballs que han procurat constatar aquesta teo-
ria basant-se en I'eliminacié selectiva d'aquestes cél-lules a través de productes qui-
mics. El problema de I'Us d'aquests productes és la seva inespecifictat d'accio; resulta
dificil esbrinar els canvis que pot exercir en la funcié de les cél-lules de Kupffer, en si, i
en els altres grups cel-lulars, en general. D’aquesta manera, i com hem anat comentant,
els resultats obtinguts amb els estudis que han utilitzat GACI3 han d’ésser posats en
guarantena, davant I'evidéncia de que I'efecte real d'aquest producte pot no ésser I'eli-
minacio sind el canvi de fenotip i redistribucio d'aquestes cél-lules'. Aquest fet expli-
caria els resultats contradictoris dels estudis basats amb aquesta substancia quimica en
el que I'eliminacio de les cél-lules de Kupffer sembla ésser, de fet, un estimul regenera-
tiu mediat per TNF. Mentre, en el cas dels estudis amb CL2MDP encapsulat en liposo-
mes, hi ha hagut resultats també contradictoris. Els dos estudis més recents han estat
els primers en evidenciar que I'abséncia de cél-lules de Kupffer comporta una disminu-
ci6 en la capacitat regenerativa, pero per arribar a aquesta conclusié han hagut de mani-
pular el sistema de diverses maneres. En el primer cas, i tenint en compte I'existéncia
de dades que apunten a I'accio d'aquesta molecula en els macrofags esplénics, els
autors inclueixen I'esplenectomia en el protocol experimental’’. Malgrat que d’aques-
ta manera confirmen la seva hipotesi, amb I'extraccié de la melsa estan introduint un
element artificial al model general i, a més, no fan més que confirmar que aquesta subs-
tancia quimica té una acci6 inespecifica amb una influéncia real en I'acci6é dels macro-
fags de la melsa. Aquesta accid limita el seu s en estudis més especifics dels mecanis-
mes d’accio6 i d'activacio de les cél-lules de Kupffer ja que no es coneix com I'eliminacio
de la influéncia fisiopatologica de la melsa en el context de la regeneracio hepatica post-

hepatectomia parcial pot variar la resposta especifica de les cél-lules de Kupffer que té
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lloc en la situacio normal. De la mateixa manera, en I'altre estudi'®, el fet d'injectar el
CL2MDP en el 3er dia post-hepatectomia parcial valora la influéncia de les cél-lules de
Kupffer de forma parcial, quan el procés regeneratiu ja esta en curs pel que aquest sis-
tema no permet plantejar estudis que analitzin la influencia d'aquestes cél-lules en la
fase inicial de la regeneracid hepatica, en la fase de “priming” dels hepatocits, que
correspon al moment de la secrecié d’IL-6 que és I'objectiu del present treball.

El metode experimental que proposa aquest treball es basa en I'assumpcio que si s'a-
consegueix crear un sistema en que les cél-lules de Kupffer siguin les Uniques cél-lules
del fetge que puguin secretar IL-6, I'observacio del desenvolupament de la regeneracio
en aquest cas haura d’ésser reflex exclusiu de la influéncia de la capacitat secretora
d’IL-6 per part d'aquestes cél-lules.

La situacié que més s'acosta a I'assumpcié proposada s'esdevé en la creacié d'un ani-
mal quimera, és a dir un animal amb dos grups cel-lulars diferenciats al seu organisme.
En aquest cas un animal en que constitutivament cap de les seves cél-lules no és capac
de produir IL-6 (IL-6 knockout), perd en el que es practica un trasplantament de moll d’os
d’'animals productors d’IL-6 (genotipicament normals), que fa que totes les cél-lules deri-
vades del moll d’os (i, per tant, les cél-lules de Kupffer), i només aquestes, siguin capa-
ces de produir IL-6.

En teoria, existeixen altres possibilitats de transferencia de grups cel-lulars. Les opcions
podrien haver estat la injeccio directa de monocits o bé cél-lules de Kupffer normals en

m

I'animal deficient. La creacio d"”espai” en el fetge per a que aquestes cél-lules pugues-
sin assentar-s’hi es podria solventar amb una irradiaci6 parcial de I'area hepatica. No
obstant, els criteris que han desaconsellat inicialment I'aplicacié d’aquests sistemes han
estat diversos. En primer lloc, no es coneix amb exactitud quins sén els mecansimes de
constitucio i diferenciacio de la poblacié macrofagica al fetge. Com hem assenyalat a la
introduccio d'aquest treball, es creu que conviuen dues poblacions cel-lulars macrofagi-

ques hepatiques de diferent origen, una que constituirien les cél-lules de Kupffer propia-
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ment dites i que es desenvoluparien a partir de precursors en el propi fetge, i una altra
poblacio derivada directament de I'entrada al fetge dels monocits sanguinis®. Aquest fet,
glestiona, d'entrada, la capacitat de les cél-lules de Kupffer madures de colonitzar el
fetge, funcid que potser estar reservada a uns precursors immadurs pendents d'identi-
ficar. De la mateixa manera, I'administracié de monocits pot conduir a la colonitzacio del
fetge per una poblacié macrofagica esbiaixada per a cél-lules d’origen monocitari i no
representativa de la poblacié macrofagica hepatica en situacio fisiologica. Adhuc, I'ad-
ministracié combinada d’ambdues poblacions es veuria afectada per un tercer proble-
ma, la competici6 per a la repoblacié hepatica per part de les cél-lules del moll d'os del
propi animal receptor. La pratica d'una irradiaci6 parcial deixa intacte el moll d'os de I'a-
nimal, el que permet que les seves cél-lules continuin repoblant el fetge. D'aquesta
manera, I'aplicacié d'aquest sistema podria resultar en una repoblacié hepatica de
caracter mixt que restaria el nombre de cél-lules del donant disponibles al fetge i podria
resultar amb un emmacarament de I'efecte derivat d’aquestes cél-lules pel seu hombre
insuficient. En definitva, aquestes inquietuds han desaconsellat I'ts d'aquests sistemes
per al present treball. La utilitat de la transferéncia cel-lular de cél-lules madures i la res-
posta als problemes plantejats a priori en I'estudi de la regeneracio hepatica queden
pendents d’'avaluacio i van més enlla de I'objectiu d’aquest estudi.

L'Us del trasplantament de moll d'os per a aconseguir animals quimerics €s un sistema
emprat ampliament a la literatura, sobretot en I'ambit de la immunologia. S'havia des-
crit un cop a la literatura el reemplacament de les cél-lules de Kupffer del donant en el
receptor després d’aquest procediment perd amb un protocol diferent de I'emprat
aqui'®. A la constatacio de I'éxit del protocol experimental del trasplantament de moll
d’os en aquest estudi, com s'evidencia, per la supervivéncia dels animals post-irradiacio
letal, s'hi afegeix la comprovacio de cél-lules de Kupffer del donant colonitzant el fetge
del receptor. Aquesta constatacié es demostra clarament amb la preséncia del cromo-

soma Y del donant en les cél-lules de Kupffer aillades i la capacitat de secretar IL-6 per
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aquestes cel-lules en animals knockout per a IL-6.

El grup experimental, el que ha de permetre la demostracio de la hipotesi que es plan-
teja, és el d’animals IL-6 -/- amb trasplantament de soca IL-6 +/+. Els estudis presentats
constaten amb claredat que amb aquest procediment es restaura la capacitat regene-
rativa normal en I'animal IL-6 -/- que, altrament, seria incapa¢ de dur-la a terme.
S'observa en aquests animals, un augment en I'expressié d’ARNm d’IL-6, activacio
d’'STAT3 i sintesi d’ADN marcada post-hepatectomia parcial similar als animals control
genotipicament normals. D'aquesta manera, s'estableix amb claredat que amb les
cél-lules derivades del moll d’os com a Unica font possible d’'IL-6, la regeneracié hepati-
ca es desenvolupa amb normalitat, el que esta d’acord amb la hipotesi suggerida en el
present treball.

No obstant, la confirmacid de la hipotesi ha de venir amb la comprovacio que el grup
contrari, és a dir, I'animal IL-6 +/+ trasplantantat amb moll d’os de ratolins knockout té
una capacitat regenerativa deprimida com aixi s’ha evidenciat en els resultats presen-
tats. Aquest animal té capacitat de secretar IL-6 per part de totes les seves cél-lules
excepte per les que provinguin del moll d’'os. L'observacié d'un procés regeneratiu alte-
rat suggereix clarament que les cél-lules parenquimatoses i no parenquimatoses del
fetge que no son d’origen del moll d'os (hepatocits, cél-lules endotelials, d'Ito) no s6n
capaces de secretar la IL-6 necessaria per a I'inici de la regeneracio.

A més, aquesta observacid permet rebatre un punt critic d’aquest estudi que se’'n deri-
va a I'hora de la interpretacio d’aquests resultats. Es evident a partir dels resultats d’es-
tudis recents que ceél-lules mare derivades del moll d'os poden migrar al fetge i diferen-
ciar-se en hepatocits sobretot en situacions de lesié aguda hepatica i mieloablaci6 indui-
da per irradiacio total®> 23 D’aquests resultats podria deduir-se’n que en el grup expe-
rimental algunes de les cel-lules del moll d'os acaben convertint-se en hepatocits amb
capacitat per a secretar IL-6 que podria fer que no puguessin descartar en el grup expe-

rimental que una part de |'efecte observat provingui d’aquesta secrecio. Sense ésser un
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dels objectius d'aquest treball, és cert que el disseny experimental d’aquest estudi no
permet esbrinar si algunes de les cél-lules del moll d’os del donant esdevenen hepato-
cits. Assumint aquesta afirmacio, la constatacié que el grup d’IL-6 +/+ trasplantats amb
cél-lules d'IL-6 -/- perd la capacitat regenerativa fa pensar que la contribuci6 dels hepa-
tocits no és significativa i que, per tant, I'assumpcid que algunes cél-lules derivades del
moll d’os esdevinguin hepatocits no exclou que, alhora, es pugui afirmar que la font d’IL-
6 responsable de I'inici d’aquest procés prové de les cél-lules derivades del moll d'os
convencionals, és a dir de cél-lules del sistema immunologic i no de les cél-lules que par-
ticipen en la diferenciaci6 en cél-lules parenquimatoses. Es més, i en favor d'aquesta
afirmacio, cal afegir que els estudis mencionats, utilitzant el cromosoma Y com a mar-
cador, posen de manifest un nombre relativament petit de cél-lules parenquimatoses
derivades d’'aquest grup cel-lular del moll d’os, el que fa encara més improbable una
contribucio significativa per la seva part en la IL-6 total secretada. Finalment, I'estudi
morfoldgic amb la hibriditzacié in situ evidencia que les cél-lules productores d’IL-6 en
I'animal IL-6-/- quimera tenen caracteristiques corresponents a cél-lules de Kupffer
(forma triangular i espiculada).

Aguest model, no obstant, no pot descartar absolutament una petita contribucio6 en la
producci6 d'IL-6 extrahepatica per part de cél-lules del sistema immunologic diferents a
les cél-lules de Kupffer. La localitzacié i la rapida resposta de I'expressio d’IL-6 en el fetge
recolza fortament un mecanisme de senyal paracri, €s a dir des del propi fetge que deixa
oberta la possibilitat de la contribucid de poblacions del sistema immunolodgic intrahe-
patiques apart de les cél-lules de Kupffer. Per a analitzar aquesta possibilitat, s'ha plan-
tejat una segona part de I'estudi que ha consistit en la utilitzacié d’animals immunode-
ficients i comprovar el desenvolupament de la seva regeneracio. Els animals emprats
han estat els SCID i RAG-2 knockout en que manquen les linies cel-lulars dels limfocits
TiB,iels SCID beige en que a més s’hi associa una deficiencia de cél-lules NK. L'eleccid

de dues soques amb el mateix defecte fenotipic (SCID i RAG knockout), es va decidir ini-
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cialment per a descartar que les diferéncies que es podrien observar fossin soca-espe-
cifiques. La regeneracio hepatica normal amb I'augment de I'expressio de la IL-6 en
nivells similars en animals genéticament normals, demostren que aquests grups
cel-lulars no sén imprescindibles per a l'inici de la regeneraci6é hepatica i confirmen que
aquesta pot dur-se a terme amb la sola preséncia de les cél-lules de Kupffer com a
cél-lules derivades del moll d’os al fetge.

Aquests resultats entren en contradiccié amb I'observat en I'Unic estudi plantejat fins al
moment en que s’ha analitzat un animal amb immunodeficiéncia especifica, els animals
“nude” o atimics '®, deficients per als limfocits T, i en els que s’havia descrit que tenien
una regeneracio hepatica deprimida. Aquestes diferéncies observades es podrien justi-
ficar per alteracions propies de la soca a estudi. Els animals “nude” tenen associades
certes alteracions estructurals fenotipiques com ara |'abséncia de pél en tot el cos, aixi
com un tamany general menor quan es compara en animals normals de la mateixa edat
i sexe. No es pot descartar, doncs, que alteracions de tipus estructural del fetge (matriu
hepatica) com a responsable d’aquestes observacions. Altres possibilitats, mecanistica-
ment mes improbables, com ara que els limfocits B tinguessin un efecte repressor con-
trarrestat per la preséncia dels limfocits T, sén possibles perd requeriran de I'Us d'altres
animals, diferents als “nude”, deficients en limfocits T per a poder comparar el compor-
tament regeneratiu. No obstant, aquests experiments i I'analisi del paper dels limfocits
T per si sols, en aquest context, queda mes enlla dels objectius del present estudi.

Per ultim, es coneix poc sobre la funcions de la poblaci6 intrahepatica de cél-lules NK T,
fins el moment, només suggerides de forma especulativa. Aqui, simplement s’ha volgut
constatar la seva abséncia en els animals estudiats, el que senzillament corrobora que
la regeneracid hepatica es pot iniciar sense la preséncia d'aquestes cél-lules.

En vista, doncs, de totes les evidéncies experimentals presentades, podem afirmar que
les cél-lules de Kupffer son la principal font d’IL-6 en la fase inicial de la regeneracio

hepatica. Aquest fet evidencia la importancia del manteniment d'un eix macrofag-hepa-
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tocit intacte per a que els processos regeneratius en el fetge es puguin dur a terme en
normalitat.

Aquestes troballes permeten establir la base de futurs estudis que busquin situacions
en les que es pugui manipular la funcié macrofagica per a modular la resposta regene-
rativa. Obviament, també ha de fer pensar en la conveniéncia dels régims immunosu-
pressors actuals en situacions en les que els processos regeneratius hepatics son
requerits. Per exemple, situacions com la recuperacio de I'empelt hepatic post-trasplan-
tament en les que s’utilitzen régims immunosupressors potents, i es pot plantejar I'Us
de terapies encaminades a potenciar la funcidé macrofagica que permeti ajudar en
aquests processos de recuperacio.

Paral-lelament a aquestes consideracions per a la practica clinica, amb aquest treball es
presenta un model experimental que té el potencial de permetre I'estudi en detall de la
relacié especifica entre el macrofag i I'hepatocit. Aquesta interrelacié ha estat descrita
en nombroses condicions patologiques com la toxicitat induida per I'alcohol, I'esteato-
hepatits no alcoholica, carcinogénesi, lesio toxica o lesio per isquemia/reperfusio que es
segueix al trasplantament hepatic'®” 23743 E| reemplacament de les cél-lules de Kupffer
natives per macrofags expressant un senyal determinat en relacié a I'objecte d’estudi
particular per a cada cas proveeix a la comunitat cientifica amb una eina per a delimi-
tar la influéncia de les cél-lules de Kupffer i les seves vies associades sobre la funcio
hepatocitaria en els diferents contexts fisiopatologics hepatics.
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m El trasplantament del moll de I'os singénic s’ha confirmat com un métode experimen-
tal Gtil per aconseguir el remplacament de les cél-lules de Kupffer del donant en el
fetge del receptor a través de:

A) La demostraci6 en trasplantament singénic de moll d’os de ratolins mascles
en receptors ratolins femelles amb la deteccid posterior de la regio SRY del
cromosoma Y dins del fetge i en les cél-lules de Kupffer aillades.

B) La localitzacio dels al-lels del gen d' IL-6 en les cél-lues de Kupffer i I'augment
en la produccié d'IL-6 dins del fetge, també especificament a les cél-lules de
Kupffer, en el moment en que es practica I’'hepatectomia parcial en animals
IL-6 KO que han rebut moll d'os de la soca salvatge.

m LaIL-6 secretada a nivell intrahepatic per cél-lules derivades del moll de I'os, amb les
cél-lules de Kupffer com a font més probable, és la responsable del senyal iniciador
de la regeneraci6 hepatica post-hepatectomia parcial per la demostracio de I'activa-
cid d'STAT3, seguit per la replicacié hepatocitaria després d’hepatectomia parcial en
ratolins IL-6 KO rescatats amb moll d'os de la soca salvatge.

m Els animals immunodeficients Rag-1 KO, SCID i SCID beige no contenen una poblacio
de cél-lules NK T al seu fetge.

La regeneraci6 hepatica post-hepatectomia parcial es desenvolupa en normalitat en

els animals deficients immunologicament abans esmentats que nomeés compten amb
la linia macrofagica com a normofuncionant. Aquest fet que reforca el paper de les
cél-lules de Kupffer com a les Uniques necessaries i suficients per a fer possible I'ac-
tivacio de la regeneraci6 hepatica.

De les conclusions anteriors se’n deriva que una funcié macrofagica intacta és fona-

mental per a la posada en moviment del procés de regeneracié hepatica, fet a tenir
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molt en compte a I’'hora de I'establiment de terapies adequades en situacions d‘im-
munosupressio i en que participen fenomens de regeneracié com ara el trasplanta-
ment hepatic.

Finalment, el present treball estableix el trasplantament de moll d’'os com una nova
eina experimental per a I'estudi de la interaccié especifica de I'eix macrofag-hepato-

cit en multitud de processos fisiologis i fisiopatologics al fetge





