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Resumen

La resistencia a insulina es una caracteristica tipica de la diabetes
tipo 2 y la obesidad, patologias vinculadas a un alto riesgo del desarrollo de
enfermedades crénicas hepéticas y hepatocarcinoma. Sin embargo, se
desconoce el papel que la resistencia a insulina pueda ejercer durante el
dafo hepatico crénico y durante la hepatocarcinogénesis, por lo que se ha
abordado esta cuestion a través del estudio del substrato receptor de insulina
2 (IRS2), principal promotor de la sefializacion de insulina en el higado.

La experimentacion llevada a cabo durante este proyecto muestra
que la delecién del gen Irs2 en el modelo murino Irs2” impide la induccion
de Fgf7 en células estromales durante el dafio cronico hepético y reduce la
expresion de su receptor epitelial Fgfr2-1llb en células progenitoras, dando
lugar a fallos en la comunicacion estromal-epitelial en el nicho progenitor.
Ademas, retrasa la expansion de células de origen progenitor, da lugar a una
mayor pérdida hepatocitica y frena la generacion de hepatocitos 2c (carga
genética diploide), reduciendo asi la reepitelizacion hepatica. Por otra parte,
durante la hepatocarcinogénesis, la pérdida de expresién de IRS2 esta
asociada con un fenotipo mas mesenquimal, migratorio y metastasico,
mientras que su sobreexpresion reduce la migracién tumoral e induce
procesos de transicibn mesenquimal epitelial (MET) asi como la expresion
de FGFR2-1lIb.

En conclusién, los resultados alcanzados en esta tesis indican que
la sefializacién sistémica de insulina/IGF-1 actGa a nivel local a través de
IRS2 en el nicho progenitor durante la reparacién del dafio crénico hepatico.
La expresion de la proteina IRS2 regula de forma positiva la comunicacion
entre células estromales y epiteliales ademéas de promover procesos MET,
favoreciendo la reparacion epitelial y reduciendo la migracién tumoral

intrahepatica.
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Abreviaturas

2D: dos dimensiones.

3D: tres dimensiones.

ADN: &cido desoxirribonucleico.

ADNCc: acido desoxirribonucleico codificante.

AFP: alfa-fetoproteina.

AH: arteria hepatica.

AKT/PKB: proteina quinasa B, del inglés protein kinase B.

ARN: &cido ribonucleico.

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero.

ASV: virus de sarcoma aviar, del inglés avian sarcoma virus.

BCA: acido bicinconinico, del inglés BiCinchoninic Acid.

BSA: suero de albumina bovina, del inglés bovine serum albumin.

CB: conducto biliar.

CD3: grupo de diferenciacién 3, del inglés cluster of differentiation 3.

CD45: grupo de diferenciacién 45, del inglés cluster of differentiation 45.

CDE: deficiente en colina y suplementada con etionina.

CEH: célula estrellada hepética.

CEHa: célula estrellada hepatica activada.

CEHi: célula estrellada hepética inactivada.

CEHq: célula estrellada hepatica quiescente.

CK19: citoqueratina 19.

CNP: célula no parenquimal.

CPH: célula progenitora hepatica.

DDC: 3.5-Dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina.

DEN: dietilnitrosamina.

dH20: agua destilada.

DMEM: medio Dulbecco modificado, del inglés Dulbecco's Modified Eagle
Medium.

DMSO: dimetilsulféxido.

DO: densidad 6ptica.

E-Cadherina: cadherina epitelial.

EDTA: acido etilendiaminotetraacético, del inglés ethylenediaminetetraacetic
acid.

EHNA: esteatohepatitis hepatica no alcohdlica.

EMT: transicion epitelio-mesenquimal, del inglés epithelial-mesenchymal
transition.

Epcam: molécula de adhesién celular epitelial, del inglés epitelial cell adhesion
molecule.

ERK: quinasa regulada por sefial extracelular, del inglés extracellular signal-
regulated kinase.

EtOH: etanol.

FBS: suero fetal bovino, del inglés fetal bovine serum.
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FCIII: clon fetal 1lI, del inglés fetal clone L.

FGF: factor de crecimiento fibroblastico, del inglés fibroblast growth factor.
FGFR: receptor de factor de crecimiento fibroblastico, del inglés fibroblast growth
factor receptor.

FOXO1.: del inglés forkhead box protein O1.

FP: fibroblasto portal.

GDP: guanosin difosfato.

GFAP: proteina acida fibrilar glial, del inglés glial fibrillary acidic protein.

GFP: proteina verde fluorescente, del inglés green fluorescent protein.

GLUT4: transportador de glucosa tipo 4, del inglés glucose transporter type 4.
Grb2: adaptador del receptor del factor de crecimiento 2 del inglés growth factor
receptor-bound protein 2.

GSK3p: glucogeno sintasa quinasa 3 beta, del inglés glycogen synthase kinase
3 beta.

GTP: guanosin trifosfato.

HB: hepatoblastoma.

HCC: hepatocarcinoma.

hCEH: célula estrellada hepéatica humana.

HGNA: higado graso no alcohdlico.

HNF4a: factor nuclear 4 a de hepatocito, del inglés hepatocyte nuclear factor 4a.
HP: hepatectomia parcial.

HRP: peroxidasa de rabano, del inglés horseradish peroxidase.

IGF-1/IGF-2: factor de crecimiento insulinico tipo 1 y 2, del inglés insulin-like
growth factor 1y 2.

IGF-1R: receptor del factor de crecimiento insulinico tipo 1, del inglés insulin-like
growth factor 1 receptor.

IR: receptor de insulina, del inglés insulin receptor.

IRKO: delecion del receptor de insulina, del inglés insulin receptor knockout.
IRS: substrato receptor de insulina, del inglés insulin receptor substrate.

Irs17: ratén deficiente del gen Irs1.

Irs27: ratén deficiente del gen Irs2.

KRLB: dominio de union a quinasa reguladora, del inglés kinase regulatory-loop
binding.

LIRKO: delecion especifica de higado del receptor de insulina, del inglés liver
insulin receptor knockout.

MAPK: proteina quinasa activada por mitdgenos, del inglés mitogen-activated
protein kinases.

MEK 1/2: quinasa de la quinasa regulada por sefial extracelular 1/2, del inglés
mitogen-activated protein kinase or extracellular signal-regulated kinase 1/2.
MET: transicion mesenquimal-epitelial del inglés mesenchymal-epithelial
transition.

Mic1l-1c3: citoquina inhibidora de macréfagos 1-1c3, del inglés macrophage
inhibitory cytokine 1-1c3.

MitoC: mitomicina C.

MMP: metaloproteinasa.

MOI: multiplicidad de infeccion, del inglés multiplicity of infection.

mTOR: diana de la rapamicina en mamiferos, del inglés mammalian target of
rapamycin.

N-cadherina: cadherina neural.

NNM: N-nitroso morfolina.

NP-40: Nonidet P-40.

OCT: compuesto de temperatura Optima de corte del inglés optimal cutting
temperature.
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OCT: temperatura optima de corte, del inglés optimum cutting temperature.

OD: densidad optica, del inglés optical density.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PBS: tampon fosfato salino, del inglés phosphate-buffered saline.

PFA: paraformaldehido.

PH: dominio pleckstrin homologo.

PI3K: fosfatidilinositol-3-quinasa, del inglés phosphatidylinositol 3-kinase.

PIP: proteina inducible por prolactina.

PKC: proteina quinasa C, del inglés protein kinase 3.

PLL: polilisina, del inglés poly L- lysine.

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo, del inglés phenylMethylSulfonyl fluoride.
PTB: dominio de union a fosfo-tirosina del inglés phospho-tyrosine binding.
PVDF: fluoruro de polivinilideno, del inglés PolyVinyl DiFluoride.

RAF: proteina de fibrosarcoma acelerado rapidamente, del inglés rapidly
accelerated fibrosarcoma.

RAS: proteina del sarcoma de rata, del inglés rat sarcoma.

Rpm: revoluciones por minuto.

RT-gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa, del inglés
quantitative real-time polymerase chain reaction.

SDS: dodecilsulfato sédico, del inglés sodium dodecyl sulfate.

SDS-PAGE: gel de electroforesis de poliacrilamida-SDS, del inglés SDS-
polyAcrylamide gel electrophoresis.

SH2: dominio 2 de la proteina SRC.

shRNA: ARN de horquilla corta, del inglés short hairpin RNA.

SOS: del inglés son of sevenless homolog.

SPF: libre de agentes patdgenos especificos, del inglés specific pathogen free.
Sppl: osteopontina 1 o fosfoproteina secretada 1, del inglés secreted
phosphoprotein 1.

TBST: tampdn fosfato salino con tween, del inglés tris buffered saline tween 20.
TGF-B: factor de crecimiento transformante 8, del inglés transforming growth
factor .

THY1: antigeno celular del timo 1, del inglés thymus cell antigen 1.

TNF: factor de necrosis tumoral, del inglés tumor necrosis factor.

TrisHCL: hidrocloruro de tris, del inglés tris hydrochloride.

UR: unidades relativas.

VC: vena central.

VHB: virus de la hepatitis B.

VHC: virus de la hepatitis C.

VP: vena porta.

WT: fenotipo salvaje, del inglés wild type.

a-SMA: a-actina del musculo liso del inglés a-smooth muscle actin.

#c: nimero de copias genéticas. Ejemplo 2c, carga genética diploide; 4c,
tetraploide; 8c, octaploide; 16c hexaploide.
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Capitulo 1

Introduccidén

1.1 Sefalizacion de Insulina/IGF-1

1.1.1  Insulina

La insulina es una hormona secretada en respuesta a altos niveles
de glucosa en sangre (hiperglucemia), permitiendo la captacion de glucosa
por los diferentes tejidos y manteniendo asi un estado de homeostasis, de
acuerdo a las necesidades del organismo. Es sintetizada en el pancreas por
las células B que se encuentran en los islotes de Langerhans, siendo liberada
a la vena porta hepatica, donde llega directamente al higado [1]. Junto con
el flujo sanguineo de la arteria hepatica (AH), viaja por los sinusoides
hepaticos abandonando el higado a través de las venas hepaticas. El higado
es uno de los principales tejidos diana de la insulina y se encuentra altamente
expuesto a esta hormona, pues a su paso por este érgano, se clarifica entre
el 50-80% de la insulina producida [2, 3]. Esta reduce la liberacion de
glucosa, inhibiendo su liberacién a partir de glucégeno (glucogendlisis) y
promoviendo la sintesis de glucégeno a partir de glucosa (glucogénesis).
Ademas también promueve la sintesis y almacenamiento de acidos grasos
como fuente energética futura [4]. La insulina restante que es liberada por
las venas hepaticas al torrente sanguineo, llegando a otros tejidos clave
como el musculo o el tejido adiposo. En estos, la insulina estimula la
captacion de glucosa, produciéndose asi la glucogénesis en el misculo, y la
lipogénesis en el tejido adiposo. Ademas, a nivel celular también ha sido
descrita su actuacion promoviendo el crecimiento, la proliferacion,

supervivencia y diferenciacion [4].
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1.1.2 Factor de crecimiento insulinico (IGF)

Las hormonas IGF de tipo | (IGF-1) y de tipo Il (IGF-2) comparten
una similaridad del 50% con la proinsulina [5]. Durante los periodos
prenatales, es IGF-2 la que se expresa en mayor medida, promoviendo el
crecimiento embrionario, mientras que en etapas postnatales IGF-1 aumenta

su expresion adquiriendo un papel predominante [6].

IGF-1 se produce en todos los tejidos del cuerpo, aunque
mayoritariamente en el higado (75%) ante el estimulo de la hormona del
crecimiento [7]. IGF-2 sin embargo, se expresa en multitud de tejidos y no es
regulada por la hormona del crecimiento [8]. IGF-1 esta implicado
principalmente en el crecimiento celular, pero también esté involucrada en
procesos metabodlicos, reparacion tisular y estados patologicos. Por ejemplo,
ante infecciones crénicas de hepatitis B o C (VHB o VHC) y ante estados de
cirrosis hepatica, los hepatocitos inducen la expresion del receptor de IGF-1
(IGF-1R). Los pacientes con enfermedad crénica del higado, presentan altos
niveles de la hormona del crecimiento, aunque sus niveles de IGF-1 en
sangre son bajos en comparacion con sujetos sanos [9, 10] sugiriendo asi
un papel de IGF-1 en estados patoldgicos hepéticos. En
hepatocarcinogénesis, también numerosos estudios han demostrado que la
expresion de IGF-1 se reduce, mientras que los niveles de su receptor
aumentan, dando lugar al crecimiento y proliferacién de células cancerigenas
[11].

1.1.3 Receptores de insulina e IGF-1

El receptor de insulina (IR) y el IGF-1R se componen de dos
unidades a extracelulares y dos unidades 3 transmembrana con dominios
quinasa, unidos entre si por puentes disulfuro, compartiendo una similaridad
del 60% [10]. El IGF-1R tiene una gran afinidad por IGF-1 e IGF-2, aunque
la insulina también tiene la capacidad de activarlo con una menor afinidad
(entre 50 y 100 veces menor) [12]. Por otra parte, debido a un procesamiento
alternativo del ARNm, el IR puede encontrarse en su forma a o 3. La isoforma

IR-a se expresa de forma predominante durante el periodo prenatal y en el
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cerebro adulto, poseyendo gran afinidad por insulina y también por IGF-2.
Por otra parte, IR-$ esta expresado predominantemente en tejidos adultos y
tiene una mayor afinidad por la insulina, aunque también pueden sefializar a
través de él con menor afinidad IGF-1 e IGF-2 [13]. Ademas, existe un tipo
de receptor hibrido en el que una de las cadenas a- pertenece al IR y otra
al IGF-1R, poseyendo este una mayor afinidad por las IGFs que por la
insulina [14] (Figura 1).

IR-a IR-B IGF-1R IR/IIGE-1R

niones - @ @
pre(lonminantes

Unidades a
Unidades f3 I I I

Figura 1. Representacion esquemaética de los receptores de insulina e IGF-1. Cada
receptor estd compuesto por dos unidades extracelulares a que interaccionan de forma
especifica con cada hormona, activando la actividad tirosina quinasa de las unidades
transmembrana B. IR-a, isoforma a del receptor de insulina; IR-B, isoforma 3 del receptor
de insulina; IGF-1R, receptor de IGF-1; IGF-1 e IGF-2, factor de crecimiento insulinico tipo
ly?2.

Tras la union de estas hormonas a la cadena a de sus receptores,
se origina un cambio conformacional que da lugar a la autofosforilacion de
los dominios tirosina quinasa de la subunidad ( intracelular. De esta manera,
se activa la actividad tirosina quinasa del receptor, activando una cascada

de fosforilacién [10].

Mediante el estudio del fenotipo de animales carentes de ambos
receptores se ha demostrado que la sefializacion a través de ellos es crucial
para la vida, relacionandose principalmente la sefializacion de insulina con
la respuesta metabdlica y la de IGF-1 con el crecimiento. El modelo murino
carente del receptor de insulina (IRKO) muere entre las 48-72 horas después
de su nacimiento debido a una hiperglucemia severa y cetoacidosis diabética

[15]. Por otra parte, el modelo murino carente del receptor de insulina
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especifico del higado (LIRKO) sobrevive, aunque muestra un cuadro de
resistencia a insulina e incapacidad de mantener la homeostasis de glucosa,
presentando altos niveles de insulina (hiperinsulinemia) [16]. Por otra parte,
el modelo murino carente de IGF-1R tampoco es viable, exhibiendo una
reduccion en peso del 55% y muriendo tras pocas horas de vida debido a
una insuficiencia respiratoria [17]

1.1.4 Proteinas substrato receptor de insulina (IRS)

Las proteinas efectoras de las rutas de sefializacion intracelular no
son directamente fosforiladas por los IR e IGF-1R, sino que son activadas
por medio de unas proteinas conocidas como los substratos receptores de
insulina (IRS), propagando asi la sefializacion intracelular de diferentes vias
de sefializacion. Se han descrito seis tipos de proteinas IRSs, poseyendo
todas ellas una gran similaridad estructural en la zona N-terminal,
conteniendo dos dominios de unién a IR e IGF-1R, el dominio pleckstrin
homélogo (PH) y dominio de unién fosfotirosina (PTB) [18]. EI dominio PH
promueve uniones proteina-proteina, facilitando la unién de las IRSs con los
receptores y las uniones proteina-fosfolipidos, promoviendo la interaccion de
las IRSs con la membrana celular [19, 20] Por otra parte, el dominio PTB
promueve la interaccion con IR e IGF-1R activados [21]. Estos dominios
actan como adaptadores, permitiendo la interaccion transitoria de las
proteinas IRSs con sus receptores. La zona C-terminal ha sido descrita como
la méas variable entre las distintas proteinas IRSs. Esta posee multiples
residuos tirosina que tras la activacion y autofosforilacion de los IR e IGF-1R,
se fosforilan, promoviendo la unidbn con otras proteinas intracelulares
efectoras mediante homologia con el dominio 2 de la proteina SRC (SH2),
que reconoce y se une a fosfotirosinas especificas, activando diferentes
cascadas de sefializacién [22, 23]. Ademas, IRS2 contiene un dominio Unico
gue otorga especificidad de unién al receptor IR, conocido como dominio de
unién a quinasa reguladora (KRLB) [21] (Figura 2).

De las seis proteinas IRSs descritas hasta la fecha, cinco se

expresan en humanos, todas excepto IRS3, que se expresa Unicamente en
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roedores [24]. Las IRSs se expresan de forma diferencial entre los distintos
tejidos demostrdndose que IRS1 e IRS2 son las que poseen un papel
principal en la homeostasis de la glucosa y el crecimiento [18].

IRS1 N—e= PH = PTB PI3K |= Grb2 — c

IRS2 N PH PTB KRLBJ PI3K Grb2 SHP2p—C

IRS4 N—=|E]= PTB PI3K Grb2 =—=C
IRS5 N PH PTB=D=—

Figura 2. Estructura de las proteinas IRSs. Representacion de las proteinas IRSs de
origen humano, desde su extremo N-terminal (N) al C-terminal (C), conteniendo dominios
de unién PH y PTB comunes. La zona C-terminal es la mas heterogénea con diferentes
dominios SH2 (PI3K, Grb2 y SHP2). La proteina IRS2 ademas contiene un dominio KRLB
y las IRS5/6 contienen dominios homologos en la zona C-terminal. Imagen modificada de
[18]. N, extremo N-terminal; C, extremo C terminal; IRS, substrato receptor de insulina; PH,
dominio pleckstrin homélogo; PTB, dominio de unién a fosfo-tirosina; PI3K, fosfatidilinositol-
3-quinasa; Grb2, adaptador del receptor del factor de crecimiento 2; SHP2 (dominio SH2
proteina-tirosina fosfatasa-2); KRLB, dominio de unién a quinasa reguladora.

C

IRS6 N PH PTB Cc

El modelo murino carente de Irs1 (Irs1”) muestra una tolerancia
normal a la glucosa, pero presenta retraso en el crecimiento, un aumento en
la longevidad y fallos en la sefalizacion de insulina. Este desarrolla
resistencia a insulina, especialmente en el muasculo pero sin llegar a
progresar a un fenotipo diabético debido a un aumento en la secrecién de
insulina como medida compensatoria [25]. Por este motivo, IRS1 ha sido
atribuido a una sefializacién predominante de IGF-1. Ademas, cabe destacar
que la re-expresién de IRS1 en el higado de estos animales permite

normalizar la sensibilidad a insulina [26].

Por otra parte, el modelo murino carente de Irs2 (Irs27), al contrario
del de Irs1”, presenta un deterioro progresivo de la homeostasis de glucosa.
A medida que los animales son mas longevos los niveles de glucosa en
sangre se elevan, desarrollando diabetes de forma progresiva. En etapas
adultas (6-8 semanas) presentan intolerancia a la glucosa, mostrando un
fenotipo diabético a las 10 semanas de vida. Este se da debido al desarrollo

de resistencia a insulina en el misculo esquelético y el higado junto con una

5



Capitulo 1. Introduccion

pérdida de la masa de células 8 pancreaticas. A causa de este fenotipo la
vida maxima de los machos suele ser de 12 semanas, mientras que en las
hembras la diabetes progresa de forma mas lenta, sobreviviendo hasta las
24 semanas de vida. Cabe mencionar, que aunque la resistencia a insulina
en este modelo se dé particularmente a nivel hepatico, el desarrollo del
higado es aparentemente normal, mostrando defectos en el crecimiento del

cerebro y testiculos principalmente [27].

El estudio de IRS1 e IRS2 en el desarrollo embrionario del higado
en ratas ha demostrado que IRS2 se expresa en mayor medida y promueve
la sefializacién de insulina durante esta etapa [28]. En etapas adultas,
diferentes estudios han relacionado IRS1 con una actividad mayoritaria en el
musculo esquelético, mientras que IRS2 ejerceria un papel predominante en
el higado, grasa y misculo [29, 30]. Ademas, IRS2 ha sido identificado como
el mayor efector a través de fosfoinositol-3 quinasa (PI13K) de la sefializacién
de insulina en los hepatocitos, e IRS1 como el principal mediador de las
sefiales a través de IGF-1 [31]. Estos datos indican que a pesar de la similitud
proteica entre IRS1 e IRS2, su regulacion y mecanismo de accion es
diferencial.

Por otra parte, la proteina IRS3 se expresa mayoritariamente en el
tejido adiposo, higado, pulmones y en el cerebro de roedores. Sin embargo,
no esta presente en humanos [32]. EI modelo murino carente de Irs3 (Irs3”

), no produce un fenotipo alterado en la sefalizacion de insulina/IGF-1 [33].

La proteina IRS4 tampoco parece tener un gran papel en la
transmision de la sefializacion de insulina/IGF-1, pues el modelo murino
carente de esta muestra efectos minimos en el crecimiento y en la tolerancia

de la glucosa [34].

Finalmente, las proteinas IRS5 e IRS6 (también conocidas como
DOK4 y DOKS5 respectivamente) poseen una expresion muy limitada. La
zona N-terminal es similar al resto de las proteinas IRSs, sin embargo, la
zona C-terminal por la que se unen a las proteinas efectoras de la

sefializacion insulina/IGF-1 se encuentra truncada [18].
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1.1.5 Cascadade sefializacion insulina/IGF-1

Las proteinas IRSs fosforiladas en los residuos tirosina modulan
diferentes cascadas de sefializacion de insulina/IGF-1 mediante la unién con
proteinas efectoras a través de los dominios SH2 (Figura 3). Las principales

rutas de activacién son las siguientes:

Ruta PI3K-AKT: Esta ruta es la principal responsable del papel
metabolico de la insulina, promoviendo la sintesis de glucégeno y la
internalizacion celular de glucosa. PI3K es activada por las proteinas IRSs
junto con GRB2. Esta fosforila a otras proteinas aguas abajo que daran lugar
a la fosforilacion tanto de AKT (también conocida como proteina quinasa B,
PKB) como de la proteina quinasa C (aPKC). AKT fosforila a la proteina
glucogeno sintasa quinasa 3- (GSK3p), quedando inactiva e induciendo asi
la sintesis de glucégeno, via diana de la rapamicina en mamiferos (mTOR).
Ademas, AKT también fosforila al factor de transcripcion forkhead box protein
01 (FOXO01), produciéndose su traslocacion desde el nicleo al citoplasma,
inhibiéndose asi rutas proapoptéticas y promoviendo rutas de crecimiento
celular, proliferacion y diferenciacién. La sefializacion de PI3K a través de
AKT y PKC, también induce la traslocacion de la proteina transportadora de
glucosa tipo 4 (GLUT4) a la membrana plasmética, permitiendo el transporte
extracelular de glucosa [18]. Por otra parte, la fosforilacion de mTOR a partir
de la activacion de PI3K induce una cascada de sefializacion que controla la
formacion de ribosomas y la sintesis de proteinas, entre ellas c-MYC y ciclina

D, promoviendo por tanto la proliferacion y crecimiento celular [35].

Ruta RAS-MAPK: Las IRSs fosforiladas se unen tanto a GRB2
como a son of sevenless homolog (SOS), desencadenando una cascada de
sefializacion resultante en la activacion de RAS. Esta induce a su vez otra
cascada que promueve la fosforilacion de MEK1/2 (proteinas quinasa
activadas por mitégenos) que fosforilan a ERK1/2 (quinasas reguladas por
sefiales extracelulares). Una vez fosforiladas, se traslocan al nucleo
activando distintos factores de transcripcion. Esta ruta promueve la

supervivencia celular, el crecimiento y la division [35].
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Figura 3. Ruta de sefializacion de insulina/IGF-1 a través de Ras-MAPK y PI3K-AKT
esquematizada. Imagen modificada de [36] y [37]. IGF-1 e IGF-2, factor de crecimiento
insulinico tipo 1 y 2; IR, eceptor de insulina; IGF-1R, receptor del factor de crecimiento
insulinico tipo 1; PIP, proteina inducible por prolactina; GLUT4, transportador de glucosa
tipo 4; AKT, proteina quinasa B; GSK3B, glucégeno sintasa quinasa 3 beta; FOXO1,
forkhead box protein O1; mTOR, diana en mamiferos de la rapamicina; PI3K,
fosfatidilinositol-3-quinasa; IRS, substrato receptor de insulina; Grb2, adaptador del
receptor del factor de crecimiento 2; SOS, son of sevenless homolog; Ras, proteina del
sarcoma de rata; GDP, guanosin difosfato; GTP, guanosin trifosfato; Raf, proteina de
fibrosarcoma acelerado rapidamente; MEK 1/2, quinasa de la quinasa regulada por sefial
extracelular 1/2; ERK, quinasa regulada por sefial extracelular; P, grupo fosfato.

1.2 Resistencia a insulina, diabetes mellitus tipo 2 vy

obesidad

La resistencia a insulina se define como una condicion en la que se
necesitan altos niveles de insulina para mantener el estado de
normoglucemia (niveles normales de glucosa en sangre) y en la que se
produce una falta de respuesta por parte del higado, misculo esquelético y
del tejido adiposo a esta hormona. La resistencia a insulina es un rasgo clave
en pacientes con diabetes tipo 2 u obesidad, patologias que se caracterizan
por suponer un alto riesgo en el desarrollo de enfermedades cronicas
hepaticas [38].
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Durante el desarrollo de la diabetes tipo 2, los tejidos diana de la
insulina reducen la sensibilidad a esta, como consecuencia se produce un
aumento de los niveles normales de secrecion de insulina por el pancreas a
modo de compensacién para tratar de alcanzar un estado normoglucémico.
Esta condicidn es conocida como hiperinsulinemia y se la relaciona con el
desarrollo del cancer [39]. El sobreesfuerzo del pancreas y la creciente
insensibilidad a la accién de la insulina en los tejidos periféricos conllevan
una pérdida de funcionalidad y niumero de células  pancreaticas (llegandose
a describir la pérdida de entre el 40-60% de la masa total de células ). Como
consecuencia se produce una reduccién drastica de sintesis de insulinay un
aumento de los niveles de glucosa en sangre. La causa de la reduccion de
células B se encuentra aun bajo estudio, aunque se atribuye a diferentes
posibles eventos, como el aumento en la tasa apoptdtica [40] o la

desdiferenciacion de células B a células a productoras de glucagon [41].

La obesidad, definida como una acumulacién anormal de tejido
adiposo en el que el sujeto supera o iguala su indice de masa corporal en 30
kg/m? y que puede dar lugar a diferentes problemas de salud [42], también
ha sido relacionada con la resistencia a insulina en diversos estudios
epidemioldgicos [43—45]. Alun no se ha determinado la causa principal que
hace que los sujetos con obesidad desarrollen resistencia a insulina, pero se
han descrito diferentes eventos observados en estos sujetos y que podrian
dar lugar a una disminucion de la sensibilidad a insulina. En primer lugar, el
aumento de grasa visceral esti asociado con la acumulacion de lipidos en el
higado, y por tanto con una funcién defectuosa de este. Se postula que el
estrés oxidativo e inflamacién promovidos por compuestos provenientes del
metabolismo de los lipidos, como citoquinas proinflamatorias y el factor de
crecimiento transformante-f (TGF-B), activarian a las células estrelladas del
higado. Estas darian lugar a la deposicion de proteinas fibrogénicas,
impidiendo el correcto funcionamiento de este tejido y promoviendo asi la

resistencia a insulina [46].

Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), el niumero de

pacientes con diabetes tipo 2 o con obesidad ha aumentado drasticamente
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durante los Ultimos afios y se prevé que siga en aumento, convirtiéndose en
pandemias mundiales y en retos que afrontar en el siglo XXI [47]. En
concreto, segun la federacion internacional de diabetes, 58 millones de
europeos padecen diabetes tipo 2 y se prevé que esta cifra aumente un 16%
para 2045 [48]. De acuerdo con la OMS, entre el 10-30% de los europeos
padecen obesidad [42].

1.3 Resistencia ainsulinay patologias hepaticas

La resistencia a insulina esté relacionada con diferentes aspectos
patoldgicos. En el higado en concreto, ha sido relacionada con el desarrollo
de la enfermedad del higado graso no alcohélico (HGNA), caracterizada por
esteatosis hepatica (acumulo de triglicéridos en el higado) no causada por la
ingesta de alcohol [49]. A su vez, la acumulacion de lipidos en el higado
promueve la activacion de macrofagos, incrementando la inflamacion
hepatica, activando las células estrelladas del higado y promoviendo la
deposicion de colageno y la consecuente acumulacién de fibrosis,
favoreciendo asi el estado de resistencia a insulina y dando lugar a
esteatohepatitis hepatica no alcohdlica (EHNA) [50]. El dafio hepético
crénico puede progresar desde la fibrosis hasta la formacion de cirrosis, y en
Gltimo término, a hepatocarcinoma (HCC), estimandose incluso que HGNA
puede ser la causa mas comin de desarrollo de HCC en los paises

desarrollados [51].

La fibrosis consiste en la acumulacion de proteinas fibréticas que
forman la matriz extracelular y que participan en la respuesta de cicatrizacion
ante dafios hepaticos. Supone un mecanismo de respuesta al dafio, que una
vez cesado debe ser eliminado, dado que la continua acumulacién de matriz
extracelular destruye las estructuras hepéticas e imposibilita la correcta
funcion del higado [52]. Los estados mas avanzados de fibrosis hepatica en
los que no so6lo aparece una mayor deposicion de matriz, sino que también
se produce una disrupcion tisular, alteracion de la circulacién sanguinea y

riesgo de fallo hepatico, se conocen como cirrosis [52] (Figura 4).
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La resistencia a insulina ha sido relacionada con la progresion de
fibrosis en enfermedades hepéaticas como EHNA y VHC, pero los
mecanismos que llevan a esta relacion se desconocen [53]. Ademas, se ha
observado que en pacientes con HGNA o EHNA los niveles hepaticos de
IRS2 se encuentran reducidos [54, 55]. HGNA esta asociada no sélo a la
resistencia a insulina, sino también al estado de hiperinsulinemia. Los Ultimos
estudios indican que entre un 70-80% de individuos con obesidad o con
diabetes tipo 2 presentan HGNA convirtiéndose en una de las afecciones

crénicas hepéticas mas comunes [56].

Acumulacion de grasa Inflamacién Fibrosis

Resistencia a insulina
Diabetes tipo 2
Obesidad

Dafio crénico hepatico
(VHB, VHC, alcohol...)

Figura 4. Esquema de la progresién del dafio hepéatico. Factores como la diabetes tipo
2 y la obesidad, caracterizadas por el desarrollo de resistencia a insulina, promueven la
acumulacion de grasas en el higado y el desarrollo de HGNA, que junto con la inflamacién
progresa hasta EHNA. El dafio hepético cronico caracteristico de esta enfermedad y otras
patologias como infecciones de VHB, VHC o la ingesta continuada de alcohol, promueven
las deposiciones fibréticas hepaticas y en dltimo término el desarrollo de cirrosis. EI HCC
suele aparecer en un contexto de cirrosis hepatica (alrededor del 80% de los casos de
HCC), pero también en menor medida (20% aproximadamente) puede surgir en un
ambiente no cirrético. Ademas, la obesidad y diabetes tipo 2 son factores que incrementan
el riesgo de padecer HCC. HGNA, enfermedad del higado graso no alcohdlico; EHNA,
esteatohepatitis hepatica no alcohélica; HCC, hepatocarcinoma; VHB, virus de la hepatitis
B; VHC, virus de la hepatitis C.

El dafio cronico en el higado conlleva procesos de adaptacion y de
regeneracion que tratan de reparar el deterioro. La resistencia a insulina
también ha sido asociada con defectos en la regeneracion hepatica a partir

de la proliferacion de hepatocitos [16, 57], sin embargo, no esta descrito el
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papel que esta tendria en la regeneracidon hepatica a partir de células
progenitoras. A pesar de ello, la resistencia a insulina si que ha sido
relacionada con la progresion de EHNA y la aparicion de las conocidas como
“reacciones ductulares” donde las células progenitoras hepaticas se
disponen creando estructuras con forma de ductos, rodeadas de estroma y
células inflamatorias [58].

El dafio cronico hepatico esta también vinculado con la aparicion y
desarrollo de hepatocarcinomas. La cirrosis supone el principal factor de
riesgo de HCC, llegandose a observar en alrededor de un 80-90% de sujetos
con HCC [59]. Existen a su vez otros factores de riesgo de HCC relacionados
con el dafio crénico hepético como infecciones cronicas viricas (VHB o VHC)
[60], HGNA, diabetes tipo 2 u obesidad [61]. En concreto, el riesgo de
padecer HCC aumenta en sujetos con obesidad (entre 1,5 a 4 veces mas),
con diabetes tipo 2 (entre 2 y 3 veces mas) y con hiperinsulinemia (3 veces
mas) [51, 62]. Aparte de ser un factor de riesgo de HCC, la diabetes tipo 2
también ha sido relacionada con una mayor tasa de desarrollo de HCC en
pacientes que ya padecen dafio crénico hepatico [63] o en pacientes con
VHC [64]. Ademas, la resistencia a insulina también aumenta las
probabilidades de desarrollar HCC en pacientes con VHC [65], habiéndose

vinculado con la aparicion de HCC en un modelo de EHNA en ratén [66].

Cabe destacar, que aunque cominmente esta extendida la creencia
de que el HCC solo aparece cuando el higado posee tal nivel de dafio que
padece cirrosis, el HCC también se desarrolla en pacientes con HGNA sin
cirrosis, con tasas de alrededor del 20% [67]. Esto sugiere que la resistencia
a insulina y el ambiente proinflamatorio caracteristico en estos pacientes
pudieran promover la carcinogénesis sin necesidad de desarrollar fibrosis ni
cirrosis. Ademas, tanto la obesidad como la diabetes tipo 2 y la
hiperinsulinemia han sido relacionadas con un aumento en las
probabilidades de padecer cancer de higado [68]. Las vias que promueven
el desarrollo de HCC en estos pacientes no estan completamente definidas,

pero se atribuye a factores comunes en ambos sujetos, como son la
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resistencia a insulina, la huperinsulinemia, el incremento en los niveles de

IGF, esteroides, péptidos de hormonas y marcadores de inflamacion [68, 69].
1.4 Fisiologia del higado

1.4.1 Funcién

El higado es un 6rgano del cuerpo humano que llega a abarcar un
2% aproximado del peso (1,5- 1,8 Kg), siendo el encargado de mudltiples
funciones como son el metabolismo de carbohidratos, el almacenamiento de
glucégeno, vitaminas, hormonas y cofactores, sintetizar y secretar proteinas
plasmaticas, filtrar toxinas y producir la bilis que promueve la digestion de las
grasas. El higado también detoxifica la sangre de alcohol y farmacos. En

algunas ocasiones, los metabolitos provenientes de esta detoxificacion son

mas toxicos que el precursor, lo que causa dafio hepatico [70].

1.4.2 Anatomiadel higado

El higado recibe abastecimiento sanguineo de dos fuentes, por un
lado, de la arteria hepatica y por otro de la vena porta. La arteria hepética
suple al higado de sangre oxigenada, y supone alrededor del 25% del flujo
sanguineo que llega a este 6rgano. Sin embargo, el mayor suministro lo da
la vena porta, un 75% aproximadamente del flujo sanguineo [71]. Se trata de
sangre venosa proveniente del sistema gastrointestinal (bazo, pancreas e
intestino delgado) que transporta nutrientes y productos provenientes de la
digestion al higado, antes de pasar al corazén. Este flujo sanguineo pasa a
través de las venas mesentéricas superior e inferior que, junto con la vena
esplénica, se unen y forman la vena porta. Esta a su vez se ramifica en el
interior del higado llegando la sangre a los sinusoides hepéticos donde es
filtrada por las células de Kupffer para eliminar posibles patégenos que hayan
escapado de las defensas del sistema gastrointestinal. El plasma llega a los
hepatocitos, que gracias a la cantidad de enzimas que poseen, son capaces
de romper y metabolizar los compuestos que este flujo lleva consigo. La
sangre que pasa a través de los sinusoides llega finalmente hasta las venas
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centrales, que se encargan de transportar el flujo sanguineo a través de la

vena inferior cava hasta el corazén [72].

Triada portal

Flujo de

bilis

Figura 5. Representacién del lobulillo hepético. Representacion de la seccion
transversal con forma de hexagono en la que en cada vértice se observa la triada portal
formada por una ramificacion de la VP, otro de la AH y un CB. La sangre proveniente de la
VP y AH fluye por los sinusoides hasta la VC, mientras que el flujo de bilis lo hace desde la
VC hasta el CB. VP, vena portal; AH, arteria hepatica; VC, vena central; CB, conducto biliar.

En el higado también se produce un flujo de bilis, que es sintetizado
por los hepatocitos y secretado a los caniculos biliares que se disponen entre
hepatocitos y que a través del Canal de Hering desembocan en los
conductos biliares (red tubular formada por colangiocitos). Estos conductos
biliares transportan la bilis hacia la vesicula biliar, donde se almacena y
desde donde se envia al duodeno para participar en el metabolismo de las
grasas. La bilis es una soluciéon acuosa (95%) en la que estan disueltas sales
biliares, proteinas, fosfolipidos, colesterol, aminoacidos, vitaminas y metales
pesados, asi como toxinas y xenobiéticos. La bilis tiene diversas funciones,
siendo una de ellas la excrecién de compuestos que debido a su alto peso
molecular son dificiles de filtrar por los rifiones. También participa en la
emulsion de grasas para facilitar su absorcion intestinal, eliminacion de
colesterol, excrecion de inmunoglobulina A y citoquinas inflamatorias [73].
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El higado esta estructurado en subunidades denominadas lobulillos,
separadas entre si por tejido conectivo. La seccién transversal de estos tiene
forma hexagonal en la que en el centro se dispone la vena central, y en cada
vértice se encuentra la llamada triada portal, que consta de una rama de la
AH, otra de la VP y un CB. Desde esta zona periporta se disponen los
sinusoides por los que circula la sangre hacia la VC, pasando por los
hepatocitos y favoreciendo la captacion de los productos de la digestién por
estos [72] (Figura 5).

1.4.3 Tipos celulares

Durante la etapa de desarrollo embrionario, el higado se forma a
partir tanto del endodermo como del mesodermo, de modo que contiene
células epiteliales, como son los hepatocitos y los colangiocitos, y células
mesenquimales, representadas por diversos tipos celulares como son las
células estrelladas hepaticas, las células Kupffer, las endoteliales o los
fibroblastos portales [74] (Figura 6).

] Célula de
Kupffer

|

Triada portal

Espacio
de Disse

Hepatocitos

; Zona perivenosa
Zona periportal .
o pericental

Figura 6. Esquema representativo de los tipos celulares residentes en el higado. El
flujo sanguineo proveniente de la VP y la AH confluye en los sinusoides hepaticos por los
que llega hasta la VC. Las células endoteliales forman una pared entre los sinusoides y el
espacio de Disse, donde residen las CEHq, en contacto con los hepatocitos. Las células de
Kupffer también se encuentran entre los sinusoides, llegando a alcanzar a los hepatocitos
a través del espacio de Disse. Los hepatocitos se disponen por el tejido pudiendo poseer
diferentes ploidias e incluso binuclearidad, y secretan, a través de caniculos, bilis hacia los
CBs, formados por colangiocitos y localizandose en la zona periporta. Estos a su vez se
encuentran rodeados de FPs. ElI CB, la VP y la AH forman la conocida como triada portal.
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VP, vena portal; AH, arteria hepética; VC, vena central; CB, conducto biliar; FPs,
fibroblastos portales; CEHq, célula estrellada hepética quiescente.

Hepatocitos: Los hepatocitos son células epiteliales que
constituyen la fraccién principal celular del higado, representando
aproximadamente el 45-55% del numero de células residentes hepéaticas
pero ocupando en torno al 70-80% del volumen [75, 76]. Esto se debe a que
son células de gran tamafio, conteniendo una gran masa de reticulo
endoplasmético rugoso y ribosomas, que les confiere la capacidad de
sintetizar abundantes cantidades de proteinas. Los hepatocitos provienen de
precursores mas indiferenciados productores de alfa-fetoproteina (AFP),
denominados hepatoblastos. A medida que estos se van diferenciando se
convierten en hepatocitos dejando de expresar este marcador fetal [77]. Se
disponen formando filas desde la zona periportal hacia la zona perivenosa
hepéatica separadas entre si por canales vasculares por los que circula el flujo
sanguineo, conocidos como sinusuides. Son células polarizadas, que
mantienen su membrana basal en direccion a las células endoteliales y su
zona apical formando los caniculos biliares [78]. La funciéon de los
hepatocitos radica no sélo en la sintesis de proteinas, sino también en su
almacenamiento, transformacion de carbohidratos, sintesis de colesterol,
sales biliares y fosfolipidos, y en la detoxificacion y modificacion de un amplio
espectro de sustancias [79]. El higado presenta zonalidad, ejerciendo los
hepatocitos residentes en las zonas periportales un mayor papel en la
gluconeogénesis y en el metabolismo de las grasas, mientras que los
residentes en las zonas perivenosas estan mas vinculados a la detoxificacion
[80].

La ploidizacién es una caracteristica celular que se da en pocos
tejidos de mamiferos, entre ellos el higado, corazén o la médula 6sea. Los
hepatocitos tienen la caracteristica de poder presentar diferentes ploidias,
pudiendo variar segun multitud de factores como la edad, el dafio hepatico,
procesos de regeneracion e incluso variaciones en la sefializacion de insulina
[81]. Durante el desarrollo embrionario y primeras semanas de vida, los
hepatocitos presentan un contenido de ADN diploide. A medida que se

16



Capitulo 1. Introduccién

produce el desarrollo postnatal y junto con el proceso de destete y comienzo
de ingestion de alimentos sdlidos, los hepatocitos comienzan a ganar ploidia
debido a fallos en la citocinesis y a continuas rondas de sintesis de ADN [82].
En etapas adultas los humanos poseen en torno al 50% de hepatocitos
poliploides, mientras que en ratones esta cifra ronda el 90% [83, 84]. La
poblacién mas abundante es la tetraploide; estando en torno al 40% en
humanos adultos y al 70% en ratones [81]. Ademas, también es frecuente la
aparicion de hepatocitos binucleares pudiéndose observar alrededor del 30%
dependiendo de la edad y la cepa de ratén [83, 85]. El aumento de la ploidia
esta asociado a multiples procesos como la diferenciacion, alteraciones en
la actividad metabdlica [86], reduccion de sensibilidad a insulina en
hepatocitos [81] o la proteccion contra la pérdida de genes supresores de
tumores [83]. La ploidia hepatocitica suele presentar variaciones en
diferentes estados fisiopatoldgicos. Se han descrito cambios en el perfil de
ploidia hepatocitica caracterizados por un incremento de hepatocitos con un
contenido igual o mayor a 8c y pérdida de hepatocitos 2c durante
enfermedades hepaticas como HGNA [87]. En VHB y VHC se ha observado
una reducciéon en el porcentaje de hepatocitos mononucleares diploides,
donde el incremento en ploidia se correlaciona con la severidad de la
infeccion. Ademas, la proporcion de hepatocitos binucleares es mayor en los
casos de VHB que de VHC, mostrando por tanto patrones de ploidia
diferenciales entre ambas infecciones [88]. Un estudio de poliploidia de
hepatocarcinomas humanos ha demostrado que los HCC reducen su
contenido de células binucleares, mientras que aumentan el contenido de
células mononucleares poliploides. Este incremento se relaciona con una

menor diferenciaciéon tumoral y una mayor tasa de reaparicion [89].

La funcion bioldgica de la poliploidia hepatocitica se desconoce,
pero existen diferentes hipétesis en torno a este fenémeno. Una de ellas es
la creencia de que un mayor nimero de copias de ADN puede aumentar la
capacidad metabdlica de la célula, y el hecho de evitar la citocinesis
supondria un ahorro energético. Ademas, los hepatocitos son células

expuestas a multitud de toxinas que podrian crear un dafio genotéxico. La
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poliploidia otorga la capacidad de tener varias copias genéticas que ante
exposiciones nocivas se traduciria en un menor riesgo de pérdida de funcién
de genes esenciales, suponiendo un papel protector en cancer [90]. De
hecho se ha demostrado que el aumento de hepatocitos 2c incrementa las
posibilidades de sufrir hepatocarcinoma, debido a una mayor susceptibilidad
de pérdida de funcion de genes supresores de tumores [83].

Colangiocitos: Junto con los hepatocitos forman parte de los dos
tipos de células epiteliales hepéaticas. No son muy abundantes,
representando aproximadamente el 3-5% del namero de células en el
higado. Los colangiocitos forman los conductos biliares que se extienden
tanto intrahepéaticamente como extrahepaticamente hasta el duodeno.
Participan en la modificacion de la composicién de la bilis durante su
recorrido por los conductos biliares. Su disfuncion afecta a diferentes
enfermedades hepéticas causando colestasis (disminucion del flujo biliar)
[91].

Células endoteliales sinusoidales: estas células de origen
mesenquimal representan en torno al 30% de células hepéticas [75]. Forman
los capilares o sinusoides por los que circula la sangre que proviene tanto de
la vena porta como de la arteria hepatica hasta la vena central. Se
encuentran en contacto directo con el flujo sanguineo, quedando este
separado de los hepatocitos por estas células y por el espacio de Disse. Lo
que las distingue de otras células endoteliales es su capacidad de formar
poros celulares ante diferentes estimulos, que permiten el intercambio de
compuestos entre el plasma sanguineo y los hepatocitos (pasando
previamente por el espacio de Disse), sin dejar de formar una barrera contra

agentes patégenos [92, 93].

Células de Kupffer: estas células de origen mesenquimal
representan en torno al 9% de células hepaticas [75]. Son los macréfagos
residentes del higado que se localizan en el lumen de los sinusoides, en
contacto con las células endoteliales, pero también con los hepatocitos y

células estrelladas hepaticas, gracias a prolongaciones citoplasmaticas que
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atraviesan el espacio de Disse. Se encuentran en contacto directo con
posibles patégenos que puedan llegar al tejido hepatico a través del flujo
sanguineo proveniente del tracto gastrointestinal, por lo que se observan en
mayor abundancia alrededor de las zonas portales, por donde el flujo
sanguineo entra al higado. Una vez activados al reconocer sustancias
extrafias, liberan citoquinas, especies reactivas de oxigeno y otros
compuestos que median la respuesta inflamatoria e inmunitaria. Es por ello
que las células de Kupffer participan en la respuesta primaria ante
infecciones hepéticas, exposicidn a toxinas y procesos de inflamacion entre
otros [94].

Células estrelladas hepéaticas (CEH): representan en torno al 11%
de la fraccién celular hepatica [75]. Las CEH son células de origen
mesenquimal que se encuentran de forma quiescente (CEHQ) en el espacio
perisinusoidal de Disse, entre los sinusoides y los hepatocitos. Se
caracterizan por su alto contenido en vitamina A, almacenado en forma de
retinil palmitato y por la expresion del marcador fibrilar glial acido (GFAP)
[95]. También es destacable su plasticidad, ya que pueden ser activadas
(CEHa) por estrés oxidativo, citoquinas, sefiales proinflamatorias inducidas
por las células de Kupffer y cuerpos apoptoticos provenientes de hepatocitos
dafiados [52]. Su activacién consiste en la induccion de la proliferacion y en
la transdiferenciacion a miofibroblastos productores de proteinas fibroticas
como a-actina del musculo liso (a-SMA) o colageno |, perdiendo también el
almacenamiento de vitamina A [95]. De modo que, ante situaciones de dafio
hepético, las CEH migran al lugar del dafio y sintetizan proteinas que forman
parte de la matriz extracelular, cicatrizando asi provisionalmente el tejido y
participando por tanto en los procesos de fibrosis [96]. Ademas, las CEH
también actian como células sefializadoras liberando citoquinas y factores
de crecimiento. El analisis de expresion genética a partir de CEH individuales
ha demostrado que estas pueden presentar diferentes cambios
transcripcionales durante los procesos regenerativos. Este estudio reciente
define nuevos estados funcionales de las CEH que no habian sido descritos

previamente, distinguiendo dos estados de activacion, el profibrotico y el pro-
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regenerativo, expresando a-SMA y colagenos o bien citoquinas y factores de

crecimiento [97].

apoptosis

CEHg CEHa )

\i
pro-fibrético  pro-regenerativo

Figura 7. Transicion fenotipica de las células estrelladas hepéaticas. Normalmente se
encuentran en estado quiescente (CEHQ) en el que almacenan vitamina A. Tras el dafio
hepéatico se activan (CEHa) y pasan a un estado profibrético en el que sintetizan
componentes de la matriz extracelular. Ademas, también pueden presentarse en su estado
pro-regenerativo productor de citoquinas y factores de crecimiento que inducen la
reepitelizacion hepatica. Una vez cesado el dafio hepético, parte de estas se eliminan
mediante apoptosis 0 senescencia y otras vuelven a un estado inactivado (CEHi) similar al
quiescente. CEHq, célula estrellada hepatica quiescente; CEHa, célula estrellada hepatica
activada; CEHi, célula estrellada hepatica inactivada.

Una vez cesado el dafio y repoblado el tejido con células epiteliales,
los miofibroblastos llevan a cabo un proceso de resolucién o reversion
fibrética. Durante este, los miofibroblastos entran en apoptosis [98],
senescencia [99], o bien vuelven a un estado similar al quiescente,
reduciendo la sintesis de proteinas fibréticas, pero con una habilidad de
respuesta ante el dafio mas rapida. Este estado es conocido como inactivado
(CEHi) [98] (Figura 7). Ademas, durante este estado de resolucién se reduce
la expresién de TIMP1, que ha sido relacionado con el bloqueo de enzimas
degradadoras de matriz extracelular (como las proteinas metaloproteasas,
MMPs) e inhibicidn de apoptosis de las CEH. De esta forma se promueve la
degradacién de las deposiciones extracelulares que han generado
cicatrizaciéon del tejido, recobrando asi la epitelizacion y correcta

funcionalidad hepética. El dafio crénico hepético, sin embargo, promueve

20



Capitulo 1. Introduccién

este estado de activacion de CEH en el tiempo, provocando fibrosis y en

ultimo término fallo hepéatico [52].

Fibroblastos periportales (FP): Estas células, al igual que las
CEHs, pertenecen a la fraccién mesenquimal. Ante el dafio hepatico crénico
se activan, proliferan y muestran un fenotipo miofibroblastico expresando
marcadores de la matriz extracelular [100]. Su caracterizaciébn es aun
controvertida, pero se sabe que se localizan alrededor de la vena porta y que
son positivas para marcadores como THY1, Elastina, Fibrulina y a-SMA entre
otros [101]. Aunque las CEH son la mayor fuente de miofibroblastos
hepaticos, la capacidad de producir proteinas fibroticas por los FPs también

les hace formar parte de esta poblacién [102].

1.5 Regeneracion hepatica a partir de células

progenitoras

El higado es uno de los 6rganos de mamiferos con mayor capacidad
regenerativa. Han sido descritos dos mecanismos por los que el higado
puede dar lugar a regeneracion, dependientes del tipo de dafio. Cuando se
produce un dafio agudo como una hepatectomia parcial (HP) (escision
quirtrgica de una parte del tejido) la masa hepética es repoblada por la
proliferacion y/o crecimiento de los hepatocitos [103]. El proceso de
regeneracion hepética a partir de la proliferacion de hepatocitos que se da
tras una HP donde el resto del higado mantiene un estado sano ha sido
extensamente estudiado. Sin embargo, este escenario no esta representado
en la mayoria de patologias hepaticas, ya que el tejido suele presentar
inflamacién, senescencia de hepatocitos, aumento de deposiciones en la
matriz extracelular debido al desarrollo de fibrosis y otra serie de
complicaciones [104].

Cuando el higado es dafiado de forma croénica, los hepatocitos no
son capaces de compensar la pérdida celular. Es en estos procesos de dafio
agudo (casusados por farmacos o toxinas) y de dafio crénico (patologias

hepaticas como la cirrosis cuando las células progenitoras hepaticas (CPHSs)
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se activan en lo que se conoce como reaccién ductular [105]. Las reacciones
ductulares fueron descritas por primera vez en 1956 por Farber [106], y
desde entonces son humerosos los estudios que tratan sobre ellas. Este tipo
celular juega un papel fundamental durante la regeneracién hepatica debido
a su capacidad de diferenciacion tanto en hepatocitos como en colangiocitos,
los dos tipos de células epiteliales presentes en el higado [107]. Las CPHs
se caracterizan por ser células pequefias con un alto ratio nicleo/citoplasma
[106]. Hasta la fecha no existe una combinacion de marcadores especificos
para su completa identificacion debido a la heterogeneidad que las
caracteriza [108]. Algunos de los marcadores mas comUnmente utilizados
para su seguimiento son SOX9, EPCAM, MIC1-1C3 o SPP1 entre otros
[109-112]. Estas células pueden madurar hasta la formacion de nuevos
hepatocitos [112], promoviendo asi la regeneracion hepatica. Son diferentes
las patologias hepéticas en las que se describe la aparicion de CPHs, como
EHNA, VHB o0 VHC [113-115], entre otras.

A pesar de la multitud de estudios realizados con CPHs su
procedencia es aln una cuestion por resolver, existiendo diferentes teorias
al respecto. Debido a su capacidad de diferenciacion a hepatocitos y a
colangiocitos, se ha propuesto que las CPHs pudieran provenir de ambos
tipos celulares. Por una parte, ha sido demostrado que los hepatocitos tanto
de origen murino como de origen humano, pueden realizar un proceso de
metaplasia en el que se transdiferenciarian a un estado progenitor. Este
proceso seria reversible y por tanto promoveria la regeneracién hepatica
ante situaciones de dafio crénico mediante la diferenciacion de nuevo a
hepatocitos [116, 117]. Aunque las CPHs no tienen la capacidad de
diferenciarse a células no parenquimales, también hay otros estudios que
defienden la hipétesis de que las células estrelladas del higado no sélo
participarian en la proliferacién y diferenciacion de CPHs, sino que ellas
mismas podrian ser su origen [118, 119]. Mediante el seguimiento de células
GFAP positivas se ha demostrado que las CEHs pueden desdiferenciarse a

CPHs realizando una transicion mesenquimal-epitelial (MET) [120].
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En experimentacién, la induccién de CPHs se puede realizar
artificialmente mediante el uso de diferentes modelos experimentales. Uno
de ellos es la dieta suplementada con 3-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocolidina
(DDC). Esta reproduce los principales eventos histopatolégicos descritos
durante la colestasis, caracterizada por una obstruccion del flujo biliar. La
administracién crénica de la dieta DDC genera tapones de porfirinas que
obstruyen los conductos biliares y que producen como resultado un dafio
hepatico. Esto genera una remodelacion tisular en la que la acumulacion
biliar genera la expansion de estructuras ductulares formadas por células de
caracter heterogéneo positivas para el marcador citoqueratina 19 (CK19),
observandose desde colangiocitos que se encargan de la eliminacion del
acumulo de bilis, hasta CPHs que pueden diferenciarse en colangiocitos y
hepatocitos. Alrededor de estos ductos se acumulan células fibréticas

observandose también infiltraciones de células inflamatorias [121].

1.5.1 El nicho progenitor

Las CPHs se disponen alrededor de la zona periportal formando
estructuras ductulares rodeadas por un nicho progenitor compuesto por
diferentes tipos celulares, matriz extracelular, factores de crecimiento y
citoquinas que actuan en la activacion, proliferacion y diferenciacion de CPHs
[122]. La presencia de reacciones ductulares y de CPHs ha sido asociada
con la de células inflamatorias y depaosiciones fibréticas en patologias como
EHNA [58], llegandose a relacionar la activacion de CPHs con la progresion
de fibrosis en EHNA, VHB y VHC [123-125]. Es por ello que se plantea la
hipotesis de que las deposiciones de matriz extracelular sean necesarias
para la activacion de CPHs y para una correcta respuesta regenerativa, o si
por el contrario, la presencia de CPHs promueve una excesiva acumulacion
de matriz favoreciendo la cirrosis [126]. Son mdltiples los estudios que tratan
de resolver esta cuestion analizando el papel que desempefian las células
inflamatorias y miofibroblastos sobre la poblacién de CPHs. Por una parte,
las células inflamatorias liberan citoquinas que han sido relacionadas con la
estimulacion e iniciacion de la expansién de CPHs [122]. Mediante el

seguimiento cronolégico de células inflamatorias, citoquinas producidas por
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ellas y CPHs, se ha descrito que la infiltracién de linfocitos en el higado
precede a la liberacion de citoquinas y expansion de CPHs [127]. Por otra
parte, también ha sido descrito que la activacion de miofibroblastos positivos
para el marcador a-SMA y la deposicién de matriz extracelular ocurren justo
antes de la expansion de CPHSs [128]. Estos estudios indican que tanto las
células inflamatorias como fibréticas intervienen en la activaciéon de CPHs.
Ademas, factores paracrinos liberados por células de origen mesenquimal
en el nicho fibrotico también han sido relacionados con la expansion de CPHs
[129]. Por ejemplo el factor de crecimiento fibroblastico FGF7, cuya
expresiéon promueve la expansiéon de CPHs y la supervivencia de animales
tratados con dieta DDC [130].

1.6 Relacion entre la reparacion del dafio croénico
hepético y cancer

La reparacion del dafio cronico implica una remodelacién tisular
dada la activacion de diferentes poblaciones celulares (CEHs, CPHs, FPs...)
que participan en la reparacion epitelial. En estos procesos regenerativos y
en cancer se dan eventos comunes, como son la proliferacion celular,
inflamacion, fibrogénesis, formaciéon de nueva vasculatura, plasticidad
celular a través de transiciones epitelial-mesenquimal (EMT) y MET, etc. La
desregulacion de estos eventos ha sido descrita por diversos estudios en
HCC [131]. También participan en ambos procesos compuestos no celulares
del microambiente, entre los que se incluye la matriz extracelular, factores
de crecimiento, citoquinas proinflamatorias, etc, describiéndose multitud de
mitdégenos que estimulan tanto la reepitelizacion como el crecimiento de

carcinomas [132].

La comunicacion intercelular es importante durante los procesos de
reepitelizacion, pero también durante la carcinogénesis donde las células
cancerigenas son capaces de comunicarse con el microambiente tumoral
promoviendo su crecimiento, metastasis y resistencia farmacoldgica de los
tumores [133].

24



Capitulo 1. Introduccién

La inflamacion es un evento que se da en las primeras etapas de la
respuesta al dafio. Multitud de observaciones clinicas muestran que la
aparicion de cancer es frecuente en tejidos expuestos de forma crénica a
inflamacion [134]. La expansion de CPHs también se observa durante el
dafio crénico hepatico, estando sujetas a procesos EMT y MET, debido a la
desdiferenciacion de hepatocitos a CPHs y diferenciacion de CPHs a
hepatocitos y colangiocitos [116]. Es frecuente que las células tumorales
realicen procesos de EMT adquiriendo mayores capacidades migratorias e
invasivas que propician la metéstasis [135]. Ademas también se ha llegado
a describir la presencia de marcadores de CPHs en HCCs [136]. El dafio
cronico también conlleva la activacion de CEHs productoras de matriz
extracelular. Una vez reparado el dafio, se produce una resolucion fibrética
donde estas son eliminadas [98]. Sin embargo, la permanente activaciéon de
estas da lugar a la acumulacion de tejido fibrético, donde el desarrollo de
tumores es mas frecuente [137]. Todas estas similitudes han hecho que
algunos autores definan el céncer como un proceso de cicatrizacion
desmesurado y descontrolado [138]. Harold Dvorak propuso en 1986 que
“los tumores son heridas que no cicatrizan”, siendo el cancer un evento sin
freno, resultando en una proliferacion incontrolada, invasion y metastasis
[139]. Por tanto, dadas las similitudes entre los eventos que dan lugar a la
respuesta al dafio crénico hepatico y HCC, es posible que deficiencias en la
coordinacion de la reparacion del higado pudieran influir durante la formacion

0 progresion de tumores hepaticos.

1.7 Hepatocarcinoma (HCC)

El hepatocarcinoma (HCC) es el tipo de cancer de higado mas
frecuente (entre el 70-85%), seguido del colangiocarcinoma (alrededor del
15%) [140]. Son varios los factores de riesgo de HCC, entre los que destacan
las infecciones crénicas viricas como VHB o VHC, el sindrome metabdlico
asociado con EHNA, diabetes tipo 2, obesidad y otros factores como el

consumo de alcohol, de tabaco y factores genéticos [61].
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Segun datos de OMS (afio 2014), el cancer de higado fue el quinto
tipo de cancer con mayor prevalencia en hombres y el noveno en mujeres de
entre el nUmero de canceres diagnosticados. Sin embargo, ocupa el segundo
puesto en la lista de mortalidad por cancer [141]. Cabe destacar que el indice
de afeccion de HCC es variable segin la region demogréfica. Es més
frecuente en paises asiaticos y africanos, atribuido a que en estas regiones
las infecciones viricas cronicas de VHB y VHC son mas comunes. Aunque
los indices de afeccion se estan viendo reducidos en dichas areas debido a
la creciente vacunaciéon contra el VHB vy las terapias anti-viricas
administradas. En contraposicion, en Europa y América, los casos de HCC
relacionados con EHNA, diabetes tipo 2 y obesidad son cada vez mas
frecuentes y puesto que estos desérdenes metabdlicos se estan convirtiendo
en epidemias globales, se espera que la prevalencia de HCC aumente en
dichas regiones [142].

1.8 Hepatoblastoma (HB)

El hepatoblastoma (HB) es el tipo de cancer de higado mas comun
en nifios, en concreto se suele dar desde el nacimiento hasta los cinco afios
de edad. Dado lo prematuro de su aparicion durante el desarrollo, estos
tumores se caracterizan por ser poco diferenciados histolégicamente,
presentando hepatoblastos (hepatocitos en proceso de diferenciacion) y
pudiendo ser tanto de caracter epitelial como mixto (mesenquimal-epitelial)
[143].

Su desarrollo se ha relacionado con la afectacion de varios
sindromes. Uno de ellos es la poliposis adenomatosa familiar, que resulta en
mutaciones gue inactivan al gen supresor de tumores APC [144]. Otro es el
Sindrome de Beckwith-Wiedemann, en el que los sujetos padecen
trastornos del crecimiento caracterizado por gigantismo, presentando
también hipoglicemia neonatal [145]. La trisomia del cromosoma 18 conocido
como Sindrome de Edwards también ha sido relacionada con la aparicion de
HB [146]. El HB también puede aparecer en nifios que no padecen estos

sindromes, desconociéndose las causas de su desarrollo. Dado que su
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aparicién es frecuente al nacer, y teniendo en cuenta la necesidad de un
periodo de desarrollo tumoral, hay estudios epidemioldgicos que vinculan su
aparicién con posibles alteraciones durante el periodo gestacional, como son
el bajo peso al nacer [147-149], la aparicion de preeclampsia en la madre
durante el embarazo [148] o el sobrepeso de esta [149, 150]. La etiologia de
estos desordenes es multifactorial y resulta dificil vincularlos con un solo
evento. Aun asi, cabe destacar en todos ellos la presencia de desérdenes
metabolicos, como la asociacion de resistencia a insulina con pacientes con
sobrepeso [151] o con preeclampsia [152], o una mayor incidencia en el
desarrollo de resistencia a insulina durante la nifiez de aquellos bebés que
nacieron con bajo peso al nacer [153]. También han sido reportados menores
niveles de IGF-1 en suero en madres de bebés que presentan bajo peso al
nacer [154], al igual que las que padecen preeclampsia [155]. Estos factores
sugieren una posible relacién entre la afeccion de HB y la presencia de
deso6rdenes metabdlicos.

1.9 Heterogeneidad y clasificacién de HCCs

El HCC se caracteriza por su gran heterogeneidad, no solo entre
diferentes tumores, sino también intratumoral, lo que dificulta su tratamiento
y estudio [156]. El origen de esta heterogeneidad se desconoce, pero se
atribuye a diferentes factores como el origen de las células que sufren una
transformacion tumoral, las caracteristicas que van adquiriendo las células a
medida que avanza el tumor, las anormalidades cromosdmicas que estas
puedan desarrollar (observado en el 90% de los casos de HCC), las
diferencias en la comunicacién tumoral con su entorno, etc. [156, 157]. La
clasificacion molecular de los distintos tipos de HCC podria mejorar las
perspectivas clinicas del HCC, facilitando un tratamiento personalizado
segun las caracteristicas tumorales. Es por ello que numerosos estudios han
tratado de clasificar los HCC segun sus caracteristicas histopatoldgicas y su
comportamiento clinico, pero dado el gran nimero de alteraciones genéticas
gue estos presentan y su intraheterogeneidad, resulta un proceso complejo
[158].
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Un estudio de expresion genética ha clasificado en tres subgrupos
moleculares los HCCs (S1-S3) mediante el uso de 8 cohortes de pacientes
con un total de 603 pacientes. El subgrupo S1 se caracteriza por poseer un
perfil genético de caracter progenitor, poco diferenciado y con baja
supervivencia. El perfil S2 no posee cambios histolégicos aparentes en
comparacion con el S1, pero si son de mayor tamafio induciendo la
activacion de MYC y de AKT y presentando también bajo prondéstico de
supervivencia. Finalmente, el perfil S3 se caracteriza por ser el mas
diferenciado y el de menor tamafio, teniendo estos pacientes mayores
expectativas de supervivencia [159]. El entendimiento de los mecanismos
que pueden llevar a los tumores a pertenecer a una de las diferentes
subclases podria ayudar en el tratamiento y prevencion del avance tumoral.
Ademas, la eleccion de terapias personalizadas segun el perfil molecular del
tumor podria aumentar los indices de supervivencia de los pacientes con
HCC [160].

1.10 EMT y cancer

La EMT es un proceso por el que las células epiteliales realizan una
transformacién a un fenotipo mesenquimal, caracterizado por la pérdida de
su polaridad, del contacto con otras células y por cambios morfoldgicos. El
proceso de EMT se da durante el desarrollo embrionario, durante los
procesos de reparacidon y regeneracion tisular y durante la progresion
tumoral, resultando critico en la metastasis tumoral. En los procesos de
metastasis, la EMT juega un papel crucial, siendo comin la pérdida de
expresion de proteinas de adhesion como E-Cadherina y la expresiéon de
otras de origen mesenquimal como N-cadherina y vimentina. Este cambio de
cadherinas da lugar a unas propiedades de adhesion diferentes, perdiendo
la afinidad por células epiteliales adyacentes y ganando afinidad por células
de origen mesenquimal, ademas de aumentar las capacidades migratorias e
invasivas celulares [135]. Cabe destacar que aparte de cambios de expresion
en cadherinas, durante la EMT también se producen cambios en el

citoesqueleto de actina que favorecen la movilidad e invasion celular hacia
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otros tejidos [161]. Ademas, la induccion de componentes sintetizados por
células estromales favorecen los procesos de EMT y metastasis, como por
ejemplo la expresion metaloproteinasas (MMPs) o TGF-3 [162]. Es por estos
motivos que el microambiente tumoral es crucial para la progresién del
cancer. La mayoria de HCCs se desarrollan en un ambiente profibrético e
inflamatorio, lo que se traduce en cambios estromales y en la matriz
extracelular. EI microambiente tumoral se compone tanto de células (CEH,
fibroblastos asociados a cancer, células inflamatorias...) como de citoquinas,
factores de crecimiento y matriz extracelular sintetizadas por estas [133]. La
comunicacion entre el tumor y este microambiente modula el proceso de
hepatocarcinogénesis pudiendo inducir EMT y las capacidades invasivas y
metastasicas tumorales, siendo la progresién tumoral y metastasis la

principal causa de muerte en sujetos con HCC [133].

1.11 Implicacion de proteinas IRSs en cancer

Las proteinas IRSs, previa estimulacion de sus receptores, activan
vias de sefalizacion vinculadas con procesos oncogénicos como
PIBK/AKT/MTOR y RAS/MAPK, por lo que han sido extensamente
estudiadas como posibles proteinas promotoras del cancer [163, 164]. Sin
embargo, su actuacién también es esencial para una correcta sefalizacion
de insulina/IGF-1 y el mantenimiento de la homeostasis corporal, habiendo
sido la resistencia a insulina vinculada con la aparicién de cancer [68],
indicando que una falta de sefializacién a través de las IRSs también podria

resultar perjudicial.

Son varios los estudios que vinculan tanto IRS1 como IRS2 con
tumorigénesis en diferentes tejidos. Por lo general, en cancer de mama se
ha vinculado la expresion de IRS1 con un mayor crecimiento tumoral [165—
167]y la expresion de IRS2 con mayores capacidades migratorias [168, 169].
Pero existen matices y controversia al respecto. Un estudio mostr6 que la
sobreexpresion in vivo de IRS1 e IRS2 de origen humano en glandulas
mamarias de ratén, inducia hiperplasia, tumorigénesis y finalmente

metastasis. Cabe destacar que la histologia de los tumores formados se
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caracterizaba por poseer expansion de células progenitoras asi como un alto
porcentaje de diferenciacion, 60% de tumores diferenciados bajo la
sobreexpresién de IRS1 y 80% bajo la sobreexpresion de IRS2 [165].
También se ha vinculado una reduccién de IGF-1/IRS1 en muestras de
cancer de mama humanas con una mayor progresion tumoral [170]. El
andlisis de 38 muestras de cancer de mama de tipo ductal invasivo también
mostré una reduccion en la expresion de IRS1 en aquellas muestras menos
diferenciadas [171]. Sin embargo, otros estudios han relacionado la
expresiéon de IRS1 con una baja diferenciacién de tumores primarios de
cancer de mama [172], asi como con una mayor recurrencia tumoral [173].
Adicionalmente, se ha demostrado que en el modelo murino Irs1” los
tumores primarios mamarios no muestran diferencias en el crecimiento,
aunque si un aumento en la diseminacién metastasica, sugiriendo un papel
supresor metastasico para IRS1 [174]. En consonancia con estos datos,
también se ha demostrado que la falta de Irs1 aumenta la metastasis hacia

el pulmén, sin afectar sin embargo al crecimiento tumoral [174].

También se ha descrito un papel positivo de IRS1 en la diseminacion
hacia los nédulos linfaticos del cancer de cuello y cabeza. El estudio de 108
muestras tumorales de cuello y cabeza mostré una reduccion de IRS1 en
tumores que presentaban metéstasis. Ademas, los nddulos resultantes de tal
diseminacion también reducian los niveles de IRS1 en comparacién con el
tumor primario, sugiriendo que una menor expresion de IRS1 podria estar
relacionada con la migracion celular. Por otra parte, mediante el uso de
lineas celulares humanas también se comprobé que el silenciamiento de
IRS1 aumentaba las capacidades metastasicas, observandose a su vez una

reduccion en los niveles de expresion de E-cadherina [175].

En cuanto al papel de las proteinas IRSs en céancer de pulmén, se
ha demostrado que el proceso de EMT causado por el tratamiento con TGF-
1 es reprimido por IRS1, mientras que su silenciamiento induce una EMT
[176]. Otro estudio independiente revel6 que la expresion de IRS1 disminuia
las capacidades migratorias e invasivas causadas por la expresion de miR-
23a [177]. Por otra parte, el estudio de 30 muestras de cancer de pulmoén
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mostré una disminucion de expresion de IRS1 en aquellas muestras menos
diferenciadas y con menor expresion de E-cadherina, indicando un posible
papel de IRS1 en la represion del proceso EMT tumoral [176]. Ademas, otro
estudio con 105 muestras humanas de cancer de pulmén no microcitico
revel6 que la expresion de IRS1 se correlacionaba con aquellos pacientes
con mayor indice de supervivencia [177]. Consecuentemente, también se ha
observado una menor tasa de supervivencia en pacientes con tumores de
adenocarcinoma de pulmén con menor expresion de IRS1 y mutacion en
KRAS [178].

En céncer gastrico se ha vinculado la pérdida de funcion de IRS2 a
través de su metilacion genética con un posible evento implicado en el

desarrollo y progresion tumoral [179].

El papel que las proteinas IRSs en cancer hepatico también es
controvertido. El estudio de lesiones pre-neoplasicas en tejido hepético
formado en ratdn bajo dos modelos diferentes de inducciéon de HCC
(dietilnitrosamina (DEN) y virus de sarcoma aviar (ASV)) ha mostrado que la
expresion de IRS2 se induce en etapas tempranas de HCC, antes incluso de
sea apreciables a nivel histolégico. Algunas de estas muestras también
presentaban un aumento en la expresiéon de IRS1 [180]. Otro estudio
independiente en el que se indujo HCC mediante administracién de NNM (N-
nitrosomorfolina) también ha vinculado una mayor expresion de IRS2 con
lesiones preneopléasicas intrahepaticas [181]. También se ha demostrado
que en el modelo Pten* en el que se desarrollan tumores en multiples
tejidos, la delecion de Irs2 aunque no afectaba a la formacion de tumores, si
gue reducia su crecimiento, proliferacion e invasién, sugiriendo un posible
papel de IRS2 en el desarrollo tumoral [182]. Sin embargo, en contraposicion,
un estudio transcriptomico de muestras humanas de HCC (n=29) mostré una
disminucion de expresion de IRS2 [183].

Por otra parte, en lesiones preneoplasicas, se ha observado un
incremento en la expresion de IRS1, vinculando su expresion con el proceso

de tumorigénesis, aunque también se observé una reduccién progresiva de
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su expresion con el avance tumoral [184]. La sobreexpresion de IRS1 ha sido
asociada con una mayor supervivencia de células de HCC bajo el tratamiento
de TGF-B1 [185]. Ademas, la delecion especifica de Irsl en el higado de
ratones ha mostrado una reduccion en la formacién de tumores
intrahepaticos (mediante inducciéon con DEN), sin embargo, la deleciéon de
Irs2 no mostro fenotipo en la tumorigénesis hepatica, lo que atribuye a IRS1

pero no a IRS2, un papel en la generacién de tumores intrahepaticos [186].

1.12 Senalizacién IGF en HCC

La union de IGF-1 o IGF-2 al receptor IGF-1R activa rutas de
sefializacion a través de las proteinas IRSs que inducen la proliferacién y
supervivencia celular, por lo que cambios en la via IGF han sido relacionados
con procesos tumorigénicos. La expresion de IGF-1 ha demostrado ser
protumorigénica en distintos tipos de cancer, asociandose mayores niveles
de IGF-1 en plasma con un aumento en el riesgo de padecer canceres como
el de mama, prostata y colon [187]. Por el contrario, en el higado se postula
que IGF-1 pudiera ejercer un papel positivo, dado que son numerosos los
estudios que han mostrado una reduccién en los niveles de IGF-1 durante
enfermedades crénicas hepéticas y durante HCC [188, 189]. El higado es el
mayor productor de esta hormona, por lo que no esté claro si su reduccion
es una consecuencia del dafio hepético y por tanto de una pérdida de
funcionamiento tisular, o si se debe a una agravacion de este deterioro. Sin
embargo, en el modelo de tumorigénesis DEN en el que no se produce dafio
cronico hepatico, también se observa una reduccion de IGF-1 en los tumores
formados, sugiriendo un posible papel de esta hormona en el proceso de
tumorigénesis, independientemente del dafio hepatico [8]. Ademas, menores
niveles de IGF-1 en HCC han sido asociados con una mayor capacidad
invasiva y un peor prondstico en los pacientes [190]. Estos hechos sugieren
gue lareduccion de IGF-1 en el higado podria ser un evento protumorigénico.
Otros estudios que han demostrado un papel positivo de IGF-1 durante la
cirrosis y HCC. La administracion exdgena de IGF-1 mejora la funcion

hepética en pacientes con cirrosis avanzada [191], e incluso, la expresion de
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IGF-1 mediante vectores virales en ratas ha demostrado revertir el fenotipo
cirrético [192]. También, un estudio realizado en ratones demuestra que la
reduccion en la expresion de IGF-1 durante la madurez induce la expresion
de GH, hepatomegalia, dafio hepatico y la formacién de tumores en el higado
[193]. Todos estos datos sugieren que la reduccién de IGF-1 podria ser un

evento perjudicial para el correcto funcionamiento hepatico.

1.12.1 Terapias anti-IGF-1R. Paradigma actual

La sefalizacion IGF-1 ha sido relacionada con la resistencia a
terapias anti-tumorales [187]. Es por ello que numerosos ensayos clinicos
han probado la eficacia de distintos compuestos disefiados para inhibir la
sefializacion a través de IGF-1R. A pesar de que muchos de estos
compuestos han llegado a ser testados hasta en fase Il en ensayos clinicos,
los resultados no han sido lo suficientemente exitosos, mostrando mdltiples
efectos secundarios [194]. Son varias las posibles causas atribuidas al fallo
terapéutico de las terapias anti-IGF-1R. Una de ellas es la complejidad de
esta ruta de sefializacion, por lo que su inhibicién podria tener consecuencias
en otras vias de sefializacion importantes para el mantenimiento de la
homeostasis corporal. También se atribuyen fallos a la falta de seleccién de
los pacientes en los ensayos clinicos segun la biologia de sus tumores, de
modo que alteraciones genéticas aguas abajo de IGF-1R podrian resultar en
la ineficacia de estos compuestos [195]. Finalmente, otra de las posibles
causas que han sido relacionadas con falta de ineficacia de las terapias anti-
IGF-1 es el propuesto papel positivo de la sefalizacion a través de
insulina/IGF-1 en cancer [178].

1.13 Factores de crecimiento fibroblastico (FGFs)

En organismos multicelulares la comunicacion celular es un proceso
clave para el correcto funcionamiento del organismo, en el que factores de
crecimiento y citoquinas pueden interaccionar tanto de forma local como
sistematica con otros tipos celulares. Esta comunicacién celular es objetivo
terapéutico en muchos campos de la biologia. Por ejemplo, en cancer la

comunicacion celular suele estar alterada, siendo multitud los estudios y
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ensayos clinicos que tratan de manipularla para volver a adquirir un estado
de homeostasis. En el campo de la regeneracion y reparacion tisular también
se aborda la opcion de modificar la comunicacion celular con el objetivo de
promover vias proregenerativas [196].

Los factores de crecimiento fibroblastico (FGFs) han recibido
especial atencién durante los ultimos afios. Esta es una familia de proteinas
cuya forma de difusion canonica puede ser autocrina y paracrina, actuando
asi en células cercanas como sefalizacion localizada, aunque algunos FGFs
menos cominmente también pueden actuar de forma endocrina [197]. Tras
la unién con sus receptores inician diferentes cascadas de sefalizacion,
entre las que destaca RAS-ERK1/2, ademas de otras vias como PI3K-AKT.
Se han descrito un total de 22 tipos diferentes de FGFs hasta la fecha con
implicaciones en multitud de organismos y tejidos relacionadas con la
proliferacion,  migracidon, supervivencia, actividades metabdlicas,
diferenciacion, cicatrizacion y regeneracion, entre otras [198]. El estudio de
estas proteinas ha resultado tan prometedor en diferentes patologias que
son varios los ensayos clinicos que se estan llevando a cabo o se han
realizado con ellas [199]. También han sido descritos 4 receptores tirosina
quinasa transmembrana (FGFR1-4) especificos de proteinas FGF. Tres de
ellos (FGFR1-3) realizan un procesamiento alternativo del ARNm, generando
las isoformas lllb y Ilic [198] y aumentando hasta 7 los receptores de FGFs.
Cada tipo de FGF de entre los 22 descritos interacciona especificamente con
uno o varios receptores de esta familia (Tabla 1), resultando asi la
sefializacion de FGFs en una ruta compleja. Ademas, las isoformas de estos
receptores no se expresan de forma ubicua por los tejidos, siendo la lllb
especifica de células epiteliales y la llic de células mesenquimales y de tipo
estromal [200]. Este hecho afiade especificidad a la comunicacion de FGFs,
permitiendo actuar sobre un tipo celular dentro de un tejido.

Los FGFs también han sido vinculados con el metabolismo de la
insulina. En concreto, la administracion de FGF1, FGF19 o FGF21 en
modelos murinos de resistencia a insulina ha resultado en una mejora de la

sensibilidad a esta hormona [201-203].
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Receptor FGF Ligandos especificos

FGFR1-Illb FGF-1,2,3,10y 22

FGFR1-llic FGF-1,2,4,5,6,19,20y 21

FGFR2-IlIb FGF-1,3,4,6,7,10y 22

FGFR2-Illc FGF-1,2,4,5,6,8,9,17,18,19,21y 23
FGFR3-IlIb FGF-1y9

FGFR3-llic FGF-1,2,4,8,9,17,18,19,21y 23
FGFR4 FGF-1,2,4,6,8,9,16,17,18y 19

Tabla 1. Especificidad de ligando de receptores FGF [200]. FGF, factor de crecimiento
fibroblastico; FGFR, receptor de factor de crecimiento fibroblastico.

1.13.1 FGFs y regeneracion hepética

Las proteinas FGF ejercen importantes funciones durante los
procesos de reparacion del dafio, habiendo sido especialmente estudiados
durante la reparacion epitelial, cicatrizacion e incluso habiéndose empleado
en distintos ensayos clinicos relacionados con la mejora de estos procesos
[196, 199]. Como ejemplo, en un ensayo clinico se ha demostrado que FGF2
mejora la cicatrizacion de Ulceras en pacientes con pie diabético [204]. Por
otra parte, la falta de FGF7 ha sido relacionada con una cicatrizacion
ralentizada en sujetos con diabetes [205], y su administracién exdgena con
una aceleracion del proceso de cicatrizacién epitelial [206].

En el estudio de la regeneracién hepatica se ha demostrado que
FGFR2, expresado por hepatocitos, es inducido durante este proceso [207].
En concreto la falta de la isoforma Illb en ratones impide la regeneracion
después de un proceso de HP debido a la incapacidad de proliferaciéon de
hepatocitos [208]. FGF7, cuyo Unico ligando es FGFR2-IlIb, no induce su
expresion tras una HP [207, 208], sin embargo, si que ha sido observada su
induccion en casos de fibrosis y cirrosis hepdatica, tanto en ratones como
humanos [209]. Esto es debido a que FGF7 es expresado por CEHs en su
estado activado y FPs [209], indicando que la expresion de FGF7 es
dependiente de la respuesta estromal durante la reparacion del dafio
hepatico. El papel de FGF7 ha sido estudiado en mayor profundidad durante
la regeneracion hepéatica mediada por células progenitoras utilizando un

modelo murino carente de este gen (Fgf7’). De esta forma, se ha
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demostrado que FGF7 promueve la proliferacion de CPHs, que poseen una
alta expresion de FGFR2-lllb, el Unico receptor de FGF7, estimulando la
regeneracion hepatica y jugando por tanto un papel fundamental en la

respuesta regenerativa del higado [130, 210].

1.13.2 FGFsy cancer

Las FGFs tienen importantes funciones en regeneracion, habiendo
sido relacionadas con procesos de proliferacién, migracion y angiogénesis
entre otros, comunmente asociados al desarrollo tumoral. Es por ello que en
la literatura se puede observar una relacion de estas proteinas con cancer.
Pero a la vez, su expresion también ha sido vinculada con una funcién
supresora tumoral a través de la promocion de la diferenciacion o regulando

otras rutas oncogénicas [200].

El papel del receptor de FGF7 ha sido también ampliamente
estudiado en cancer. Su falta de expresion se ha vinculado con canceres de
diferentes tipos, como préstata [211], adenocarcinomas salivares [212],
melanomas [213, 214] y vejiga [215], entre otros. También se ha demostrado
gue un cambio en la expresion de la isoforma lll-b a la Ill-c promueve un
fenotipo mesenquimal y va acompafiado de un aumento en la agresividad
tumoral [216, 217], habiéndose observado esta transicion en cancer renal
[218] y de préstata [219, 220]. En HCC en concreto una menor expresion de
FGFR2-11Ib se ha relacionado con un crecimiento tumoral mas agresivo. Esto
se debe a que su expresién se encuentra reducida en tumores de pacientes,
ademas de que su reexpresion en lineas celulares de HCC ha demostrado

mitigar sus capacidades migratorias [221].
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Hipotesis y objetivos

La resistencia a insulina, vinculada con patologias como la diabetes
tipo 2 y obesidad, ha sido relacionada con enfermedades hepaticas y dafo
cronico, con mayor incidencia de HCC y con la aparicion de estructuras
ductulares donde las CPHs se localizan. Ademés, también ha sido
relacionada con defectos en la epitelializacién de otros tejidos como la piel.
Sin embargo, a pesar de la gran capacidad regenerativa del higado, se
desconoce el papel que la resistencia a insulina pueda tener en este proceso
en el que participan CPHs. Con el propdsito de evaluarlo, se ha utilizado un
modelo de raton resistente a insulina (Irs2”) bajo tratamiento con dieta DDC,
gue genera dafio crénico hepatico e induce la expansion de CPHs. Ademas,
es destacable la relacion entre los eventos que dan lugar a la regeneracion
hepatica y HCC, habiéndose descrito una mayor expresion de IRS2 en
muestras preneoplasicas y habiendo sido vinculado con la promocion
tumoral. Por ello las hipotesis propuestas y los objetivos planteados para su

comprobacién son:

Hipotesis 1. La resistencia a insulina da lugar a fallos en la

regeneracion a partir de células progenitoras agravando el dafio hepatico.

e Caracterizar el impacto de la falta de Irs2 en la poblacion de CPHs
inducida tras el tratamiento con DDC.

¢ Definir los efectos de la ausencia de Irs2 en la poblacion hepatocitica
durante el dafio generado por la dieta DDC.

e Determinar qué papel tiene IRS2 en el comportamiento de células

estromales que rodean a las progenitoras como CEHs y FPs.
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Hipotesis 2. La expresion de IRS2 promueve la progresién de

hepatocarcinomas.

e Determinar si existen variaciones en la expresion de IRS2 durante
diferentes fases y estados de diferenciacion de HCCs de origen
humano.

e Caracterizar como afecta la expresion de IRS2 en la proliferacion,

migracion y epitelizacion de HCCs in vitro e in vivo.
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Materiales y métodos

3.1 Experimentacion animal

Los ratones utilizados en este proyecto fueron estabulados en el
animalario del CIPF reconocido como Centro de Cria, Usuario y
Suministrador de animales de experimentacion (nimero de registro; ES 46
250 0001 002) bajo la normativa espafiola vigente (RD 53/2013). Los
animales se mantuvieron en instalaciones libres de patdégenos (SPF) y
separados en areas de trabajo especificas para ratones inmunodeprimidos
(colonia SCID) y para ratones inmunocompetentes (colonia Irs2”-y WT). Se
mantuvieron en condiciones controladas gracias al uso de microaisladores y
racks ventilados, bajo ciclos de luz de 12 horas y a una temperatura de 23°C

con acceso libre a comida y agua.

La experimentacion animal fue realizada por personal acreditado
siguiendo procedimientos previamente aprobados por el “Comité Etico de
Experimentacion Animal” (CEEA) del Centro de Investigacion Principe Felipe
(CIPF) y el Ministerio de agricultura, pesca, alimentacion y agua de la
Generalitat Valenciana. Los sacrificios se llevaron a cabo por dislocacion

cervical.

3.1.1 Modelos animales

En este proyecto se han utilizados dos modelos animales:

e Modelo Irs2"
Este modelo generado en la cepa C57BL/6 carece del gen que

codifica a Irs2 en todo el organismo. Fue mantenido y caracterizado
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genotipicamente por Arantxa Leal y Carlos Acosta mediante PCR bajo las

indicaciones descritas previamente en la bibliografia [27].

e Modelo SCID

El modelo murino SCID fue generado en la cepa CB17/Icr-
Prkdcscid/lcricoCr (Charles River). Posee una mutacion autosémica recesiva
designada como “Prkdcs“® que le confiere una inmunodeficiencia severa de
linfocitos B y T, es por ello que fue estabulado en un area de trabajo
especifica para ratones inmunodeprimidos. Esta inmunodeficiencia le impide
producir anticuerpos para reaccionar contra antigenos comunes, por lo que
también le impide rechazar injertos celulares exdgenos [222]. Es por ello que
este modelo fue utilizado para la experimentacion que conllevé la generacion

de xenoinjertos con células humanas.

3.1.2 Induccidn de dafio hepatico

Para los estudios de dafio hepatico se usé el modelo animal Irs2” y
los respectivos animales WT como controles. Hembras de entre 10 y 12
semanas fueron alimentadas con dieta enriquecida al 0,1% en DDC durante
7, 14 y 21 dias. Tras el tratamiento, los animales fueron sacrificados
administrando CO: y realizando dislocacion cervical, extrayendo suero
sanguineo e higado para su posterior andlisis. Tanto la administracion de la
dieta como los sacrificios fueron realizados por Arantxa Leal y el Dr. Carlos

Acosta.

3.1.3 Generacidn de xenoinjertos

En la generacion de xenoinjertos se utilizaron hembras de la colonia
SCID de entre 6 y 8 semanas de edad. Estas se mantuvieron anestesiadas
por via inhalatoria administrando isoflurano (Isovet, Braun Vetcare) al 5% en

induccion y al 1,5-2% en mantenimiento durante el procedimiento quirdrgico.

Las células a inyectar se mantuvieron en condiciones estandar de
cultivo (detallado en el apartado 3.2) y se manejaron bajo esterilidad. Minutos
previos a la inyeccion, estas células fueron tripsinizadas (Life technologies)

y resuspendidas en 75 uL de matrigel (10 mg/mL) (BD Bioscience) disuelto
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en 75 pL de PBS y mantenido en frio hasta su inyeccion. Se inyectaron un
total de 5x10° células por dosis de forma subcutanea en la ingle del animal.
El crecimiento tumoral fue monitorizado por mediciones de longitud cada 7
dias mediante el uso de un calibre digital. Para el calculo del volumen tumoral
se utilizo la férmula [V = (A x A x L)/2] siendo “V” volumen, “A” anchura y “L”
longitud, tal y como se describe en otros estudios [223]. Los animales fueron
sacrificados tras 6 semanas desde la inyeccion celular administrando CO:
seguido de dislocacion cervical. Finalmente se procedio a la recoleccion de

los tumores generados.

3.1.4 Ensayo de migraciéon bazo-higado

El ensayo de migracién bazo-higado permite analizar la capacidad
de las células de invadir el tejido hepatico desde un tumor primario
intraesplénico, por medio de la migracion a través de la vena esplénica y
porta hepatica (Figura 8). Para este ensayo se utilizaron hembras SCID de
entre 6 y 8 semanas de edad. Las células a inyectar se mantuvieron en
condiciones estandar de cultivo (detallado en el apartado 3.2) manejandose
bajo esterilidad. Minutos previos a la inyeccién, estas células fueron
tripsinizadas y resuspendidas en PBS estéril. Cada dosis de inyeccidn
contenfa 5 x 10° células de la linea Huh6 en 30 pL de PBS. Estas dosis se

mantuvieron en frio hasta su administracion.

A término de experimento, los animales fueron sacrificados
administrando CO: y realizando dislocacion cervical, procediéndose a su
diseccién (4 semanas en el caso de los experimentos de silenciamiento de
IRS2 y 6 semanas en los de sobreexpresion). Los tumores generados en el
higado fueron contados y medidos longitudinalmente con un calibre digital.
Tanto algunos de estos tumores como el tejido hepatico sano circundante a
estos, fueron extraidos para posteriormente analizar su expresién proteica 'y
genética. El resto del higado con los tumores integrados en él y el bazo,
también  fueron procesados para realizar experimentos de
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia siguiendo los procedimientos

descritos en los apartados 3.8 y 3.9.
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Migracion bazo-higado

Higado

HCC
intrahepatico

=
Vena porta Bazo

Vena esplénica

Figura 8. Trayectoria recorrida por las células durante el ensayo de migracién bazo-
higado. llustracion de inyeccion de células en el bazo y formacién de un tumor primario, el
cual diseminaria migrando a través de la vena esplénica y porta hasta el higado donde se
formaria un tumor secundario. HCC, hepatocarcinoma.

3.1.5 Recoleccién de muestras biolégicas

Tras el sacrificio de los animales se procedié a la extraccion de
tejidos y muestras bioldgicas de interés experimental. Para estudios de
expresion proteica y genética, pequefias muestras de tejido fueron
congeladas inmediatamente después de su recoleccién en nitrégeno liquido,
siendo almacenadas a -80°C hasta su procesamiento. Los higados
destinados al analisis por inmunofluorescencia de los animales tratados con
dieta DDC fueron incluidos en fresco en compuesto de temperatura 6ptima
de corte (OCT) (Millipore, Sigma), congelados inmediatamente vy
almacenados a -80°C. Los tejidos destinados a ensayos de
inmunofluorescencia e inmunohistoquimica provenientes de los
experimentos tumorales fueron fijados con PFA 4%-PBS en agitacion suave
y a 4°C durante 16 horas. Para inmunofluorescencia se lavaron con PBS y
se incubaron durante 24 horas con diluciones crecientes de sacarosa
(Sigma) 10, 20 y 30%-PBS con el fin de criopreservar los tejidos. Finalmente
fueron incluidos en OCT y congelados a -80°C hasta su posterior uso. Sin
embargo, para el andlisis inmunohistoquimico, tras ser fijados, fueron
lavados con dH20 e introducidos en el procesador de tejidos (Spin Tissue
Processor, Myr; STP120-2) que de forma automatica sumerge agita y
centrifuga los tejidos pasando por diluciones de EtOH 70%; 96%; 100%; Xilol
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y Parafina. Finalmente fueron incluidos en parafina y almacenados a

temperatura ambiente hasta su posterior uso.

3.2 Cultivos celulares

Las diferentes lineas celulares utilizadas (Figura 9) y (Tabla 2) se
cultivaron en condiciones de esterilidad manteniéndolas en un incubador
(Thermo Fisher Scientific) en condiciones controladas de temperatura
(37°C), humedad (95%) y CO:2 (5%). La descongelacion celular se realizé
mediante agitacion rdpida en un bafio a 37°C. Las células fueron
resuspendidas en medio fresco y centrifugadas antes de su siembra. Para el
mantenimiento de cada linea se utiliz6 un medio de cultivo especifico. Al
llegar al 95% de confluencia en la placa, las células fueron lavadas con PBS
estéril (libore de Mg* Ca*?) pH 7,4, y tripsinizadas en el incubador.
Posteriormente la tripsina fue inactivada gracias al suero contenido en el
medio de cultivo, que se afiadié a una dilucién 2:1 (medio de cultivo:tripsina).
Dependiendo de las especificaciones de la linea, en ciertos casos se
procedié a la siembra directa de estas células tripsinizadas, y en otros casos
se realizd un paso previo de centrifugacion. El medio de cultivo fue

remplazado con una frecuencia de 3 veces por semana.

Linea celular Tipo de linea

HepaRG Hepatoma

LX2 Estrellada hepética

hCEH Primaria estrellada hepatica de origen humano
Huh6 Hepatoblastoma

HepG2 Hepatoblastoma

Hep3B Hepatocarcinoma

Tabla 2. Listado de lineas celulares de origen humano utilizadas en el estudio.

Linea celular HepaRG (cedida por las Dras. Anne Corlu y Cristiane
Guillouzo, Universidad de Rennes), se caracteriza por ser una linea de
células humanas de hepatoma con caracter progenitor, que fueron aisladas
de un paciente con colangiocarcinoma [224]. Se cultivaron en medio Williams
E Medium (Fisher Scientific) suplementado con 10% suero Fetal Clone I

(GE Healthcare), 50 uM de hidrocortisona hemisuccinato (Sigma-Aldrich),
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0,88 puM de insulina (Biotest Diagnosticos), 2 mM de L-glutamina (Fisher
Scientific) y 1% penicilina-estreptomicina (Fisher Scientific). Para el proceso
de descongelacion se utilizé una centrifugacion de 5 minutos a 1000 rpm. En
experimentos donde se requerian condiciones sin insulina, el medio se
cambié 24 horas después de su siembra, al mismo medio pero sin
suplemento de insulina. Las células fueron tripsinizadas con tripsina 0,05%

EDTA (Life Technologies) durante 5 minutos y pasadas a una densidad 1:5.

Linea celular LX-2 (cedida por el Dr. Scott Friedman, Icahn School
of Medicine en Mount Sinai), linea de células estrelladas hepaticas humanas
que fue mantenida en medio DMEM con glucosa y piruvato (Gibco) en alta
concentracion, suplementado con 2% de suero fetal bovino (FBS) inactivado
por calor (Sigma-Aldrich), 2 mM de L-glutamina (Fisher Scientific) y 1%
penicilina-estreptomicina  (Fisher Scientific). Para el proceso de
descongelacion se utilizd una centrifugacion de 3 minutos a 1000 rpm siendo
las células resuspendidas y sembradas en medio suplementado con 10% de
FBS inactivado por calor durante 24 horas. Antes de llegar a confluencia, las
células fueron tripsinizadas con tripsina 0,25% EDTA (Life Technologies)
durante 2 minutos, posteriormente la tripsina se inactivé con FBS inactivado
por calor. La resuspension celular resultante se centrifugé durante 3 minutos
a 1000 rpm, finalizando con la siembra celular a una densidad 1:5. Las
células utilizadas para experimentacion y no para mantenimiento, se
sembraron sobre placas pretratadas con gelatina (0,1%) (Sigma) disuelta en
agua y se les cambi6o el medio tras 24 horas, al utilizado para el
mantenimiento de la linea celular HepaRG.

Linea de células estrelladas hepaticas primarias humanas
(hCEH) (Innoprot, Derio, Espafia), linea comercial proviene de una donante
caucasica sana de 15 afios de edad. El medio de cultivo, proceso de
tripsinizacion y descongelacion de estas células fue el mismo que el utilizado
con la linea LX-2, a diferencia de que la concentracion de tripsina utilizada
que fue del 0,05% EDTA y de que el paso de centrifugacion
postdescongelacion fue omitido. La siembra de estas células para su

mantenimiento se realizd sobre placas pretratadas durante 10 minutos con
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polilisina (PLL) (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 12 ug/mL,
seguido por 3 lavados con agua estéril (Braun) y secado a temperatura
ambiente. Las células utilizadas para experimentaciébn y no para
mantenimiento, se sembraron sobre placas pretratadas con gelatina (0,1%)
y se les cambio el medio tras 24 horas, al utilizado para el mantenimiento de
la linea celular HepaRG.

Figura 9. Lineas celulares utilizadas en el estudio. Imagenes de contraste de fases de
las lineas celulares humanas utilizadas durante este proyecto. Barra de escala 100 um.

Linea celular Huh6 (cedida por la Dra. Marta Casado, IBV, CSIC,
Valencia), procedente de un hepatoblastoma de un varén de 12 meses de

edad con un fenotipo mixto (epitelial-mesenquimal) predominantemente
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embrionario [225]. Fue cultivada en medio DMEM con alta glucosa y piruvato,
suplementado con 10% FBS inactivado por calor y 1% penicilina-
estreptomicina. Para el proceso de descongelacién se utilizd una
centrifugacion de 5 minutos a 1000 rpm. Las células fueron tripsinizadas con
tripsina 0,05% EDTA durante 5 minutos y sembradas a una densidad 1:10.

Linea celular HepG2 (adquirida de ATCC), se caracteriza por ser
una linea epitelial de hepatoblastoma, proveniente de un varon caucésico de
15 afios de edad [226]. Fue mantenida en medio de cultivo RPMI 1640
(Gibco) que contiene L-Glutamina suplementado con un 10% FBS inactivado
por calor y un 1% penicilina-estreptomicina. Para el proceso de
descongelacion se utilizé una centrifugacion de 5 minutos a 1000 rpm. Las
células fueron tripsinizadas con tripsina 0,25% EDTA durante 5 minutos y

sembradas a una densidad 1:5.

Linea celular Hep3B (cedida por la Dra. Marta Casado, IBV, CSIC,
Valencia) caracterizada por ser una linea epitelial proveniente de un
hepatocarcinoma de un de un varén no caucésico de 8 afios de edad con
mutacién en el gen p53 y con el virus de la hepatitis B integrado en su
genoma [227]. El medio utilizado para su cultivo, proceso de descongelacion
y tripsinizacion fueron los utilizados con la linea HepG2, a diferencia del uso

de tripsina 0,05% EDTA y la siembra a una densidad 1:5.

3.3 Inactivacion de células estrelladas con Mitomicina
C (MitoC)

Una vez que las células estrelladas (LX-2 y hCEH) llegaron al 75%
de confluencia, fueron tratadas durante 3 horas con MitoC (Millipore Sigma)
diluida a una concentracién final de 1 mg/mL en medio alvanced DMEM/F-
12 (Gibco). Tras el tratamiento, se realizaron 5 lavados con PBS para
eliminar cualquier resto del compuesto citotdxico, siguiendo las
especificaciones de tratamiento de tales residuos. Finalmente, se procedi6 a
seguir con el proceso de tripsinizacion y mantenimiento celular para

experimentacion previamente descrito en el apartado 3.2.
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3.4 Infeccidn lentiviral de lineas celulares
Se crearon diferentes lineas celulares estables mediante infeccion
con vectores lentivirales (Tabla 3). Las lineas HepaRG y LX-2 fueron

infectadas por el Dr. Luke Noon y Arantxa Leal respectivamente.

Virus Vector Lentiviral kel . MOl
comercial

shRNA-luc SMARTvector 2.0 Luciferase control Dharmacon 1
ShRNA- SMARTvector 2.0 non-targeting Dharmacon 1
scrambled control

ngZNA' SMARTvector 2.0 SH-003554-03-10 Dharmacon 1
GFP control | rLV-EF1-GFP Vectalys 6
EF1-mirs2 rLV-EF1-mlrs2 Vectalys 6
pIRS2-GFP rLV-pIRS2-GFP Vectalys 6

Tabla 3. Vectores lentivirales utilizados para generar lineas celulares estables.

Para llevar a cabo el proceso de infeccion, las células a infectar
(utilizadas con el menor nimero de pases posibles) se sembraron en placas
de 6 pocillos. Tras 24 horas y habiendo alcanzado una confluencia de en
torno al 60-70%, se tripsinizd uno de los pocillos con el que se realizd un
conteo celular. Sabiendo los valores de numero de células, el factor de
multiplicidad de infeccién (MOI) escogido y la titulacion virica (aportada por
el proveedor), se calcul6 el volumen de virus a afiadir en cada caso a partir

de la siguiente férmula.

MO = N2 de virus
" N°de células

Seguidamente, se procedié a cambiar el medio de cultivo por medio
fresco que contenia la suspension virica y polibreno a una concentracion final
de 1lpg/mL (Sigma Aldrich). Tras 24 horas desde la infeccién, se aspir6 el
medio que contenia los virus, se realizaron varios lavados con PBS y se
afiadi6 medio de mantenimiento fresco. Las lineas celulares infectadas con
los lentivirus de silenciamiento, fueron tratadas con puromicina (3 pg/mL)

(Sigma Aldrich). Todo el proceso se llevd a cabo en condiciones de
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esterilidad, siguiendo medidas de seguridad biolégica y utilizando una cabina

de seguridad bioldgica clase 1.

Lineas de silenciamiento: para silenciar la proteina IRS2, se utilizd
un vector lentiviral que contenia un “short hairping RNA” (shRNA)
complementario al transcrito humano de IRS2 (shRNA-IRS2), capaz asi de
formar una doble hebra con este, dando lugar a su degradacién. Como
control de infeccion, se utilizd, bien un vector que contenia un shRNA
complementario al gen de la luciferasa (shRNA-luc) no expresado por
ninguna de las lineas infectadas, o bien vector shRNA-scrambled, sin
complementariedad. Estos vectores lentivirales contenian ademas un casete
de resistencia a puromicina y la secuencia del gen reportero GFP,
permitiendo seleccionar quimicamente y distinguir visualmente las células
infectadas. La capacidad de seleccion de estos cultivos permitié realizar una

infeccion con MOI bajo.

Lineas de sobreexpresiéon: con el objetivo de sobreexpresar la
proteinas IRS1 e IRS2, se infectaron dos lineas; una control que contenia la
secuencia del gen reportero de la proteina verde fluorescente (GFP) (GFP
control) y otra que contenia la secuencia de ratdn del gen que codifica para
Irsl o Irs2 (EF1-mirsl y EF1-mirs2). Estos vectores no contenian ningun
casete de seleccion, por lo que se utiliz6 un MOI de infeccion alto para

asegurar la superacion del proceso en un amplio nimero de células.

Lineas reporteras: con el objetivo de seguir el patron de expresion
de IRS2, se utilizé un vector lentiviral que contenia la secuencia del gen
reportero de la proteina GFP controlada bajo el promotor humano de IRS2
(pIRS2-GFP). De modo que estas lineas permiten visualizar por medio de la
expresion de GFP variaciones en la expresion de IRS2. La intensidad de
GFP es dependiente del nUmero de insertos viricos integrados en el genoma
de cada célula, por lo que para poder visualizar cambios en la expresion de
IRS2 y no cambios de insertos viricos, se crearon lineas clonales a partir de

una sola célula. Al no poseer casete de seleccioén se utilizé un MOI alto.
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3.5 Estimulacién con insulina/IGF-1

La estimulacién con los factores insulina e IGF-1 se realiz6 con las
células HepG2. Los cultivos se mantuvieron durante 3 dias en condiciones
estandar y una vez alcanzada una confluencia de en torno al 90% se
procedi6 a realizar el protocolo de estimulacion. En primer lugar, se llevaron
las células a condiciones de ayunas mediante el lavado con PBS de los
cultivos y la incubacion durante 15 minutos de estos con medio libre de
suero, realizdndose 3 ciclos de incubacidén. De esta forma se eliminan
completamente los posibles restos de suero. Seguidamente se mantuvieron
los cultivos durante 3 horas en el incubador con medio fresco libre de suero.
Tras el ayuno, se procedié a la estimulacion con insulina 1nM (Biotest
Diagnosticos, Roche) o con IGF-1 1nM (Sigma) durante 10 minutos en el
incubador. Finalmente, las células fueron lavadas con PBS frio sobre hielo y
recogidas para su analisis proteico siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 3.11.

3.6 Separacion celular por citometria de flujo “cell

sorting”

La separacién de poblaciones celulares fue llevada a cabo por el
servicio de citometria del CIPF, utilizando un sistema de separacion celular
(Cell Sorter) (High Speed Cell Sorter MoFlo, Beckman-Coulter, CA, USA).
Las lineas celulares fueron crecidas en condiciones de cultivo estandar,
procediendo a su tripsinizacion al llegar al 90% de confluencia. Se diluyeron
a una concentracion de 2x10° células/mL de medio, afiadiendo yoduro de
propidio (Lmg/mL). Con el uso del Cell Sorter, las suspensiones celulares se
hicieron pasar a través de un canal en forma de flujo laminar, que fue
excitado con un laser para la deteccion de GFP (488 nm de longitud de
onda). Para establecer las condiciones de separacioén celular, se utilizé una
linea carente de GFP, con la que se estableci6 un rango de deteccion
negativo. Finalmente, se procedio a la separacion de dos poblaciones de la
linea reportera pIRS2-GFP clonal (descrita en el apartado 3.4),

estableciendo dos rangos de intensidad para GFP, uno mayor denominado
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“GFP+” y otro menor denominado “GFP-”, obteniendo tras el proceso dos

suspensiones con un nimero conocido de células (Figura 10).

2057

Rango

negativo
—

“‘GFP-" “‘GFP+”

Tamanio celular

10 10
™

Intensidad de GFP

Figura 10. Representacién de poblaciones celulares HepG2 pIRS2-GFP separadas
mediante cell sorting. Imagen representativa de la distribucion poblacional de GFP en la
linea HepG2 pIRS2-GFP tras el proceso de sorting donde se ha separado una poblacion
con poca expresion de GFP “GFP-“ y otra enriquecida “GFP+”, eliminando las células cuya
expresion se correspondia a los controles negativos, denominado “rango negativo”. En el
eje “Y” se representa el tamafio celular y en el eje “X” la intensidad de GFP registrada para
cada célula. GFP, proteina verde fluorescente.

3.7 Andlisis de enzimas de dafio hepatico en suero

Estos andlisis fueron llevados a cabo por el Dr. Carlos Acosta. Para
ello se llevaron a cabo ensayos de ELISA de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, analizando las enzimas aspartato aminotransferasa (AST) y
alaninoaminotransferasa (ALT) en el suero sanguineo extraido de los
animales WT e Irs2”, tanto controles como tratados con dieta DDC tras 7,
14 y 21 dias.

3.8 Inmunohistoquimica

Los ensayos de inmunohistoquimica fueron llevados a cabo por el
laboratorio del Instituto Valenciano de Patologia, donde las muestras de
higado previamente incluidas en parafina, fueron cortadas en secciones de
4 um. Se realizaron tinciones con el anticuerpo CD3 (Tabla 4) asi como de
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hematoxilina y eosina (Sigma), mediante el uso del Autostainer link 48
(Agilent, Santa Clara, CA, USA). Las imagenes mostradas, representativas
de varias muestras independientes, fueron adquiridas usando el software
Pannoramic Viewer (3DHISTEC).

Anticuerpo Huésped | Referencia Dilucién

Anti-CD3 Conejo Agilent Dako (IR503) 11
Tabla 4. Anticuerpo primario utilizado para la deteccibn proteica por
inmunohistoquimica.

3.9 Tincion por inmunofluorescencia

Esta técnica se ha ejecutado de la misma manera indistintamente
para tejidos como para células, exceptuando los pasos previos relativos a la

preparacion de las muestras.

3.9.1 Tejidos criopreservados

Los tejidos incluidos en blogues de OCT preservados a -80°C se
laminaron en cortes de 6um de espesor usando un criostato (Leica CM1850
UV) con el que se mantuvo una temperatura de -20°C en su interior. Cada
corte de muestra fue pegado a un portaobjetos tratado con PLL. Aquellos
tejidos que tras la diseccion animal fueron incluidos directamente en OCT,
se fijaron posteriormente a su corte con PFA 4% durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente se procedié a eliminar los restos de
PFA 'y de OCT realizando 3 lavados de PBS. Los tejidos que fueron incluidos

en OCT previamente fijados, se lavaron directamente con PBS tras su corte.

3.9.2 Cultivos celulares

Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos pretratados con
PLL (procedimiento descrito en el apartado 3.2). Una vez finalizado el tiempo
de crecimiento se aspir6 el medio de cultivo y se lavaron los restos celulares
con PBS. Seguidamente, las células fueron fijadas con PFA 4% durante 10
minutos a temperatura ambiente, realizandose 3 lavados con PBS.
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Anticuerpo Huésped | Referencia Dilucién
Anti-BrdU Rata Abcam (ab6326) 1:200
Anti-

Caspasa3 . Cell Signalling Technology .
activa Conejo (9664) 1:800
(Aspl75)

Anti-CD45 Rata R&D Systems (MAB114-SP) 1:200
. . Santa Cruz Biotechnology .
Anti-CK19 Raton clone BA17 (sc-53258) 1:300
. . . Santa Cruz Biotechnology .
Anti-Elastina Raton (SC58756) 1:100
Anti-EPCAM Conejo Abcam (ab32392) 1:200
Anti-FGF7 Ratén R&D systems (MAB251-100) 1:200
Anti-FGFR2 Conejo Sigma Aldrich (FO300) 1:300
Anti-FLAG Ratén Sigma Aldrich (F3165) 1:200

Anti-FOX01 . Cell Signalling Technology .
(C29H4) Conejo | Hggos) 1:100
Anti-GFAP Conejo DAKO (Z0334) 1:250
. Santa Cruz Biotechnology .
Anti-HNF4a Cabra clone C-19 (sc-6556) 1:200
. . Santa Cruz Biotechnology B-5 .
Anti-IRS2 Ratén (sc-390761) 1:500
Anti-Ki67 Conejo Abcam (ab15580) 1:800
. Thermofisher Pierce antibodies .
Anti-MIC1-1C3 | Rata (MA5-16136) 1:100
Anti-SOX9 Conejo Millipore (AB5535) 1:100
Anti-SPP1 Cabra R&D systems (AF808) 1:200
. . Santa Cruz Biotechnology (sc- .
Anti-THY1 Raton 53456) 1:100
Anti- . Santa Cruz Biotechnology clon .
Vimentina Raton E-5 (sc-373717) 1:200
Anti-a SMA Conejo Abcam (ab5694) 1:100
Faloidina
(Alex. Fluor | ------- Invitrogen (A22287) 1:50
647)

Tabla 5. Listado de anticuerpos primarios utilizados para la deteccion de proteinas

por inmunofluorescencia.

Tras la fijacién tanto de los cortes de tejidos como de las células en
cubreobjetos, se permeabilizaron las estructuras lipidicas con una disolucién
en base de PBS 0,5% Tritbn 100X durante 15 minutos a temperatura

ambiente. Tras este paso se realizaron dos lavados de PBS y se procedio a
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bloquear las muestras con solucion PBS 1% BSA, 5% suero de caballo, 0,2%
Tritdn X100 (previamente filtrada), durante una hora a temperatura ambiente.
Tras lo cual, se incubaron los anticuerpos primarios seleccionados en la
misma disolucién de bloqueo a la concentracion indicada en la Tabla 5,
durante 16 horas a 4°C y en condiciones himedas. Tras la incubacién del
anticuerpo primario, se procedi6 a retirar el excedente realizando 6 lavados
con PBS. Seguidamente, se incubd la muestra con el anticuerpo secundario
correspondiente (Alexa Fluor, Life Technologies) (dilucion 1:500) junto con
Hoechst 33342 a una concentracion final de 1 pg/mL en una disolucién de
PBS 1% BSA,; 0,2% Triton 100X durante 2 horas a temperatura ambiente y
en oscuridad. Finalmente, se eliminaron los excesos de anticuerpo
secundario realizando 4 lavados de PBS y dos lavados de H20 destilada
preservando la muestra con un portaobjetos y medio de montaje fluorescente

(Dako), conservandola en oscuridad y a 4°C hasta su posterior uso.

Las imagenes mostradas son representativas de muestras de varias
réplicas, habiendo sido adquiridas usando o bien un microscopio confocal
Leica TCS-SP6 (Leica, Wetzlar, Alemania) o bien un microscopio de
fluorescencia invertido Leica DM 6000B. Las imagenes fueron procesadas
usando el software Leica Application Suite X (LAS X, version 3.4.2.18368,
Leica Microsystems CMS GmbH).

3.10 Andlisis cuantitativo de imagen

Los estudios cuantitativos de imagen se realizaron a partir de cortes
de tejidos criopreservados y tefiidos por inmunofluerescencia para diferentes
marcadores segun el protocolo descrito en el apartado 3.9. Se aplicaron
métodos cuantitativos diferentes dependiendo de los requerimientos

experimentales:

3.10.1 Anélisis cuantitativo de intensidad de tincion
El andlisis cuantitativo de intensidad de tincién se realizé a partir del
andlisis de imagenes adquiridas mediante microscopia confocal. Empleando

el programa ImageJ (version 1.47, Wayne Rasband, National Institutes of
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Health, EEUU), se determiné la intensidad de tincion en diferentes campos
aleatorios de varias muestras independientes estableciendo un limite de
deteccion constante para todas las imagenes. Este tipo de analisis se realizé
para determinar la expresion de los marcadores GFAP, a-SMA, Vimentina,
Elastina, THY1y FLAG.

3.10.2 Andlisis cuantitativo celular

En este caso, las muestras tefiidas de forma fluorescente fueron
analizadas utilizando el software de adquisicion y analisis IN Cell Analyzer
1000 (GE Healthcare). Para ello, contando con la asistencia del servicio de
citometria del CIPF, se establecieron protocolos de adquisicién apropiados
para cada experimento. Se seleccioné el objetivo, los filtros de
emision/excitacion (Tabla 6) y las intensidades de exposicién apropiadas
segun el marcaje analizado, para asi adquirir en diferentes campos la
totalidad de la muestra. La adquisicion se realizé evitando la saturacion de

exposicién y asegurando un correcto enfoque.

Canal de excitacion Longitud de onda de Longitud de onda de
filtro de excitacién filtro de emision

Hoechst 390/18 nm 432.5/48 nm

GFP 438/24 nm 475/24 nm

Cy5 632/22 nm 684/25 nm

Tabla 6. Longitud de onda de los filtros de excitaciéon y emision utilizados en los
protocolos de adquisiciéon de imagen con IN Cell Analyzer.

Tras la adquisicion, se realizaron diferentes protocolos de analisis
utilizando el sistema sistema IN Cell Analyzer. Para identificar y segmentar
células individuales se utiliz6 el marcaje nuclear de Hoechst 33342. A partir
de la previa identificacion celular, se establecié un limite de deteccion de
intensidad para cada marcador en estudio, que determinaba la positividad o

negatividad de este en cada célula (Figura 11).

Tras la segmentacion y aplicacion del protocolo de analisis, se
obtuvo el nimero de células positivas/negativas para cada marcador
analizado, por campo adquirido. El nimero de células por unidad de &rea en

cada muestra se hall6 multiplicando el nimero de campos analizados por el

54



Capitulo 3. Materiales y métodos

area de adquisicién de cada objetivo utilizado. Aquellos campos que no
contenian muestra en su totalidad, fueron eliminados del andlisis para evitar
generar datos erroneos a la hora de calcular la densidad celular por unidad
de area.

Con este método se calculd el nimero de nucleos HNF4a positivos
(hepatocitos) y negativos (células no parenquimales) en criocortes de
higados tratados con dieta DDC durante diferentes periodos de tiempo,
habiendo procesado entre 4 y 6 muestras independientes para cada
experimento, lo que generd un total de 1,23 x 10° nlcleos analizados.
Ademas, realizando un marcaje conjunto de Ki67 y estableciendo arboles de
decision en el proceso de andlisis, se determind el nimero de nucleos dobles
positivos para diferentes marcadores. De este modo se calculd la
proliferacion de las poblaciones HNF4a positiva, HNF4a negativa y SPP1
positiva, analizando un total de 5,1 x 10% 7,2 x 10° y 6,5 x 10* nlcleos
positivos respectivamente, de entre un total de 1,23 x 108 (para HNF4a) y 6,7

x 10° (para SPP1), de nucleos analizados.

| Mascaras de analisis IN Cell |

Figura 11. Mascaras celulares aplicadas en el andlisis de imagen mediante IN Cell.
(Izquierda) Segmentacion de nucleos utilizando como sefial la tincion de Hoechst.
(Derecha) Clasificacion de nucleos segun la intensidad de sefial del marcador HNF4a como
negativos (rojo -) o positivos (verde +) a partir de la segmentacion nuclear de Hoechst
previamente realizada. HNF4a, factor nuclear 4 a de hepatocito.

3.10.3 Distribucién hepatica por area nuclear

Con el objetivo de analizar en mayor detalle la poblacion hepatica,
se realiz6 una distribucion del nimero de hepatocitos segln su area nuclear.
Este analisis de imagen se llevd a cabo con la plataforma multiparamétrica

IN Cell, aplicando el mismo protocolo que en el apartado 3.10.2 y
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seleccionando la opcién de medida del tamafio nuclear en cada célula
adquirida de forma individualizada, basado en la deteccion de la sefal de
tincion Hoechst. Debido a la gran cantidad de células analizadas y datos
numéricos continuos obtenidos, se realizaron distribuciones frecuenciales

utilizando el programa de Office, Microsoft Excel.

3.10.4 Estimacioén de ploidia hepatocitica

La estimacion de ploidia hepatocitica se realizé mediante la
implementacion de un novedoso protocolo que se encuentra en proceso de
revision en la revista JOVE. Este protocolo permite realizar estimaciones de
ploidia hepatica a partir de secciones tisulares evitando el estandarizado uso
de la citometria de flujo. Ademas, ofrece ventajas como la capacidad de
obtener informacién espacial permitiendo localizar en el tejido cada grupo de
hepatocitos. El principio fundamental de este protocolo se basa en que las
células no parenquimales (HNF4a -) poseen nlcleos cuyo contenido de ADN
es 2c, mientras que los hepatocitos pueden presentar diversas ploidias y
ademés binuclearidad. A partir del calculo del contenido de ADN de las
células no parenquimales como control interno 2c, se interpolaron los
distintos contenidos de ADN de las poblaciones hepaticas 2c, 4c, 8c y 16c
(Figura 12).

Para llevar a cabo este andlisis, se realizaron tinciones de
criosecciones de higados controles y tratados con dieta DDC con el
marcador hepético nuclear HNF4a y Hoechst. Las muestras fueron
adquiridas y analizadas con la plataforma IN Cell siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 3.10.2. De nuevo, la capacidad de andlisis
multiparamétrica de este sistema, permitié obtener valores individuales para
cada nucleo adquirido de circularidad/elongacion (0-1, siendo 1 muy

circular), area nuclear e intensidad media de tincion Hoechst.

El célculo del contenido de ADN de cada nucleo, se realizd a partir
de los datos obtenidos del andlisis en dos dimensiones (2D), por lo que la
intensidad nuclear de Hoechst es proporcional a la densidad de ADN. El

contenido de ADN se debe relativizar al calculo en 3D, por tanto, fue

56



Capitulo 3. Materiales y métodos

calculado multiplicando la densidad de ADN por el volumen de cada ntcleo.
Para realizar el calculo del volumen a partir del area reportada por el sistema
IN Cell, se aplicaron las formulas matematicas siguientes:

) \/érea nuclear
radio = V——m—

4
volumen = 3 X X radio®

Datos en 2D

O Intensidad de Hoechst = Densidad de ADN

Células no Hepatocitos
parenquimales HNF4a+
HNF4a- Mononucleares Complejos
ﬁ C>0.8 C<0.8
c@2| © @@
C>0.8 = 2c > 2c

Interpolacién a 3D

Densidad de ADN x volumen = Contenido de ADN

C>0.8
Células no Hepatocitos
parenquimales HNF4a+
Mononucleares Complejos
Calibrador 2c C>0.8 C<0.38
C@B Estratificacion: Ploidia?

<2c; <4¢; £8cy <16¢

Figura 12. Modelo de estimacion del contenido de ADN. Los datos obtenidos se
corresponden al andlisis de criosecciones hepaticas marcadas con HNF4a y Hoechst en
dos dimensiones (2D). A partir de estos se obtienen los valores de densidad de ADN de
nucleos con alta circularidad (C) 20,8, tanto de células no parenquimales (HNF4a-) como
de hepatocitos (HNF4a+) mononucleares. Mediante la implementaciéon de férmulas
matematicas aplicables a circulos y esferas perfectas, se realiza una interpolacion del
contenido de ADN de estos nucleos altamente circulares. Los valores de contenido de ADN
de células no parenquimales se utilizan como calibrador interno 2c. Los valores de
contenido de ADN obtenidos en la poblaciéon hepética son estratificados en diferentes
ploidias a partir del calibrador. 2D, 2 dimensiones; 3D, 3 dimensiones; HNF4a, factor
nuclear 4 a de hepatocito; C, circularidad; c, nimero de copias genéticas; A, area.
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Estas férmulas Unicamente son aplicables a circunferencias
perfectas, es decir, aquellos nlcleos cuyos valores de circularidad son
cercanos a 1. No todos los nucleos analizados presentaran alta circularidad
debido a que los hepatocitos pueden ser binucleares y que las células no
parenquimales suelen contener nicleos ovalados. De modo que para poder
aplicar el protocolo, el contenido de ADN fue calculado multiplicando el
volumen de cada célula cuya circularidad superaba el valor de 0,8 [87] por la
intensidad nuclear de Hoechst. Aquellos nucleos con una circularidad <0,8 y
que contenian nlcleos poco circulares o binucleares, fueron designados
como complejos. De este modo se determind el contenido de ADN de
ndcleos muy circulares tanto en la poblacion HNF4a positiva como negativa.
Como control 2c interno se utilizé el valor medio de contenido de ADN de la
poblacién no parenquimal. Finalmente se relativizo el valor de contenido de
ADN de cada nucleo a los controles, obteniéndose diferentes grupos de
ploidia hepética (Figura 12).

3D 2D

Plano de X X
corte nuclear :

Contenidode  Real Estimado
ADN: 4c <4c 4c
<4c

Figura 13. llustracion de las posibles estimaciones de ploidia inferiores a las reales.
Los nucleos de hepatocitos en 3 dimensiones (3D) que sean cortados para su analisis en
2D por su eje central, tendrén una ploidia estimada exacta a la real, pero variaciones en el
eje de corte resultarian en un area nuclear menor y por tanto una estimacion de ploidia
inferior a la real. 2D, 2 dimensiones; 3D, 3 dimensiones; ¢, nimero de copias genéticas.

Otra de las limitaciones de esta técnica es la capacidad de medir
Unicamente la ploidia minima nuclear. Esto se debe a que la segmentacion
de nucleos por su eje medio indicaria la ploidia exacta, ya que el area en 2D
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seria la maxima. Sin embargo, aquellos nicleos que se encuentren cortados
por un plano que no coincida con su eje central, poseeran un area inferior a
su maximo valor. De esta forma, la estimacién de su ploidia sera inferior a la
real. En cualquier caso, seria una limitacion equivalente entre diferentes

muestras (Figura 13).

3.10.5 Anélisis de granularidad de Spp1

Mediante el uso de la herramienta multiparamétrica IN Cell Analyzer,
se procedio al calculo del nUmero de granulos de Sppl observados por
célula. A partir del marcaje por inmunofluorescencia de Sppl en criocortes
de higados de ratén WT e Irs2” tratados durante 14 dias con dieta DDC, se
llevé a cabo la adquisicion y andlisis por IN Cell previamente descrito en el
apartado 3.10.2. Ademas de identificar las células Spp1l positivas, el analisis
se complementd incluyendo la deteccion de acumulos de pixeles positivos
para este marcador, referenciados como granulos. Para asegurar un analisis
mas certero, al tratarse de un parametro de estudio muy dependiente del
enfoque de la muestra, se eliminaron todos aquellos campos que no
cumplian con el criterio de nitidez requerido para este analisis. De esta forma
se procesaron 6 muestras en cada grupo, analizando un total de 2,7 x 10*
células Sppl positivas, obteniendo asi el nimero medio de granulos en la

poblacién Sppl en cada grupo de animales.

3.11 Inmunodeteccion de proteinas por Western blot

e Extraccion de proteinas:

Las muestras provenientes de tejidos fueron introducidas en un
tampon de lisis que contenia Tris-HCI 50 mM (Sigma-Aldrich, Panreac) pH8,
NaCl 150 mM (Panreac), NP-40 1% (Sigma-Aldrich), deoxicolato de sodio
0,5% (Sigma- Aldrich) y SDS 0,1%. En el momento de su uso, se
complementd con un mix de inhibidores de proteasas y fosfatasas
consistente en Complete 1x (Roche), B-Glicerolfosfato 50 mM (Sigma-
Aldrich), PMSF 20 mM (disuelto en etanol, Roche) y Ortovanadato de sodio
(Na3vO4) 200 pM (Sigma-Aldrich). Los tejidos fueron lisados con un
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homogeneizador Polytron PT1600E (Kinematica, Suiza) aplicando tres ciclos

de lisis de 10 segundos y 15 segundos de descanso en hielo.

Para la extraccién proteica de muestras que provenian de cultivos
celulares, se procedio a realizar tres lavados en frio con PBS de las placas
que contenian los cultivos adherentes. Tras lo cual, las células fueron
rascadas de la placa y recolectadas en un tampoén de lisis compuesto por
Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 200 mM, Tween-20 1% (Sigma-Aldrich) y NP-
40 0,2% al que se le afiadié el mix de inhibidores de proteasas y fosfatasas
previamente descrito. La lisis se llevé a cabo usando un sonicador Branson
Sonifier 150 aplicando también tres ciclos de lisis de 10 segundos y 15

segundos de descanso en hielo.

Los homogeneizados resultantes fueron incubados durante 40
minutos en hielo y centrifugados a 4°C durante 30 minutos a 13200 rpm. El
sobrenadante en el que se encontraban las proteinas purificadas fue pasado

a un nuevo tubo eppendorf y almacenado a -80°C hasta su posterior uso.

e Cuantificacion y preparacion de proteinas:

La concentracién proteica fue calculada usando el kit BCA Protein
Assay (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Se utiliz6 un lector de placas
Multiskan FC Microplate Photometer (Thermo Scientific, Finland) para medir
de forma colorimétrica a 562 nm la concentracion proteica de las muestras,
referenciandola a una curva patrén de BSA, segun las instrucciones del
fabricante. Se prepararon 20 ug de cada una de las muestras proteicas junto
con tampén de carga compuesto por Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, Glicerol 10%
(Sigma-Aldrich), SDS 1,6% (Sigma-Aldrich), B-Mercaptoetanol 5%(Sigma-
Aldrich) y Azul de bromofenol 0,005% (Biorad). Estas muestras fueron
desnaturalizadas aplicando un choque de calor a 97°C durante 5 minutos,

seguido de una centrifugacion de 5 segundos a 13000 rpm.

e Separacion de proteinas por peso molecular y transferencia:
Las muestras proteicas se cargaron junto con un marcador de peso
molecular (Biorad) en un gel de poliacrilamida, variando su porcentaje segun

el peso molecular de las proteinas a resolver (15% para proteinas muy
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pequefias y hasta 7% para las proteinas mayores). Los geles bifasicos que
contenian una fraccion inferior de resolucion y una fraccién superior de

estancamiento proteico (Tabla 7) y (Tabla 8).

Fase de resolucion 6% 7% 8% 10% | 12% | 12,5% | 15%
(Vf=10mL)

H20 (mL) 3,39 [ 314 | 2,89 | 239 (1,89 |1,765 | 1,14
Tampon de 3 3 3 3 3 3 3

resolucion (TrisHCI
1,5M, 0,4% SDS, pH

8,8) (mL)

Acrilamida 40% (mL) 1,5 1,75 | 2 2,5 3 3,125 | 3,75
Glicerol (mL) (Biorad) | 2 2 2 2 2 2 2
APS 10% (pL) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100
TEMED (pL) 10 10 10 10 10 10 10

Tabla 7. Componentes de la fase de separacion de geles de poliacrilamida. Los
volimenes a afiadir de cada reactivo se detallan en funcién del porcentaje de acrilamida
final del gel.

Fase de estancamiento (Vf=4mL) 4,5%
H20 (mL) 2,46
Tampdn de estancamiento (TrisHCI 1
0,5M; 0,4% SDS, pH 8,8) (mL)

Acrilamida (mL) 40% (29:1) 0,5
APS 10% (uL) 40
TEMED (ulL) 4

Tabla 8. Componentes de la fase de estancamiento de geles de poliacrilamida.

El gel se introdujo en una cubeta junto con tampén de separacion
(Tris 25 mM, Glicina 200 mM (Calbiochem), SDS 0,05%) usando el sistema
Mini-Protean de Biorad. Se realizé una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) aplicando una corriente constante de 60 V
durante 15 minutos, hasta que las muestras alcanzaron la fase inferior del
gel, cuando se aplicé una corriente de 120 V hasta la completa resolucion de

la franja de peso molecular de las proteinas de interés.

Posteriormente, se procedié a la transferencia de las proteinas
resueltas a una membrana PVDF (Biorad). La membrana fue previamente
activada con metanol 100% (Merk) durante 5 minutos en agitacion y
manteniéndola en tampén de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 200 mM,
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metanol 10%). Se realiz6 una transferencia himeda aplicando un voltaje de
100 V durante 90 minutos en agitacion y a 4°C. Tras lo cual, se procedi6 a
bloquear la membrana con tamp6n de bloqueo BSA 3% en TBST (Tris-HCI
50 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%, pH7,5) en agitacion durante 1 hora
a temperatura ambiente para evitar uniones inespecificas del anticuerpo

primario.

e Deteccion de proteinas:

Para la deteccion de la proteina de interés, la membrana fue
incubada durante 16 horas en agitacion a 4°C con el anticuerpo primario
especifico que reconoce a la proteina de estudio, diluido en tampén de
bloqueo (Tabla 9).

Anticuerpo Huésped | Referencia Dilucion
Anti-Caspasa3 . Cell Signalling Technology .
activa (Asp175) Conejo (cs9664) 1:500
Anti-E- . o .
Cadherina Ratén BD Biosciences (610182) 1:500
Anti-FGF7 Rat6n R&D systems (MAB251- 1:500
100)
Anti-GFAP Conejo DAKO (Z0334) 1:1000

i- Santa Cruz Biotechnol
Anti-IRS2 clon Raton anta Cruz biotechnology 1:500
B-5 (sc390761)

Anti-N-
Cadherinaclon | Ratén BD Biosciences (61092) 1:500
32 (RU)

. . Santa Cruz Biotechnology )
Anti-P53 Raton (sc71819) 1:500
Anti-p-AKT (Ser . Cell Signalling Technology )
473) Raton (40515s) 1:1000

. . Santa Cruz Biotechnology .
Anti-pERK Raton (sc7383) 1:500
Anti-p-GSK3B . Santa Cruz Biotechnology .

(Ser 9) Conejo | (5c11757) 1:500
Anti-SPP1 Cabra Sigma Aldrich (03389) 1:1000
Anti-Vimentina . Santa Cruz Biotechnology )

Clon E-5 Raton (sc373717) 1:500
Anti-a SMA Conejo Abcam (ab5694) 1:1000
Anti-B-actina Ratén Sigma Aldrich (A1978) 1:40000

Tabla 9. Listado de anticuerpos utilizados para la deteccién de proteinas por western
blot.
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Tras la incubacion del anticuerpo primario, se realizaron 6 lavados
a la membrana con tampon TBST durante 5 minutos en agitacion para
eliminar exceso de anticuerpo y uniones inespecificas. Seguidamente, se
incubd el anticuerpo secundario especifico para el reconocimiento del
primario conjugado a la encima HRP (Cell Signaling Technology), diluido en
tampo6n de bloqueo (1:5000), durante 2 horas en agitacion a temperatura
ambiente (Tabla 9). Finalmente se realizaron 6 lavados a la membrana con
tampon TBST durante 5 minutos en agitacion para eliminar exceso de
anticuerpo y uniones inespecificas.

Para detectar la sefial luminica emitida por la encima HRP, la
membrana fue incubada con una solucibn de sustrato ECL (Thermo
Scientific) siguiendo las indicaciones del fabricante. La membrana se
introdujo en un casete (Amersham) donde fue expuesta a peliculas CURIX
RP2 Plus (AGFA) en condiciones de oscuridad. Finalmente, las peliculas
fueron reveladas usando una reveladora AGFA Curix 60 y posteriormente
escaneadas. La sefial resultante fue cuantificada usando el software ImageJ
(Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) y normalizada usando

la sefial de un control de carga (B-Actina).

3.12 Analisis de expresion génica por RT-gPCR
Los ensayos de RT-gPCR para el andlisis de expresion génica
fueron llevados a cabo por la Dra. Amparo Galan.

e Extraccion y purificacion de ARN
Para la extraccion de ARN de muestras provenientes de cultivos
celulares, se utilizé el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) basado en un sistema de
de lisis, adhesion, lavado y elucién por columnas con tratamiento de DNAsa
(Qiagen) para la eliminacion de DNA gendmico. La extraccion de ARN de las
muestras de tejido, se llevé a cabo homogeneizando entre 50-100 mg de
estas en 1 mL de TRIzol (MilliporeSigma) con un homogeneizador Polytron
PT1600E (Kinematica, Suiza) y posterior precipitacion con alcoholes. EI ARN
obtenido se purificé posteriormente con el el kit RNeasy Mini Kit (Qiagen)
siguiendo el protocolo de RNA Clean up y digestiéon en columna con DNAsa
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para obtener una pureza adecuada para su uso posterior en técnicas de
andlisis de PCR. La calidad y concentracion del ARN fue medida usando un
espectrofotémetro Nanodrop ND-1000 (v3.7, Thermo Scientific, Wilmington,
DE, EEUU), conservandose a -80°C hasta su uso.

e Retrotranscripcion:

Las muestras de ARNm (1-3 ug por muestra) fueron retrotranscritas
a ADNc usando el kit EcoDry Premix (Takara) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las preparaciones de ADNc fueron diluidas a la solucion de
trabajo adecuada con agua libre de ADNasa y ARNasa.

e RT-gPCR:

La reaccion se llevd a cabo en placas de 384 pocillos (Biotest
Diagnosticos, Roche), que contenian una mezcla de reaccion consistente en:
0,1 uL de la pareja de cebadores correspondiente (0,5 pyL del cebador
forward y 0,5 uL del cebador reverse) con una concentracion inicial 50 mM,
5 uL de muestra de ADNc (100-200 ng) y 4,9 uL de SYBR PreMix ExTaq (Mi
RNaseH Plus, Takara). Los cebadores utilizados para el estudio de cada gen
(Tabla 10) se disefiaron libres de intrones para aplicar la técnica de RT-PCR.
Seguidamente, las placas fueron cubiertas con un film termo-adhesivo
(Roche) sometiéndola a una centrifugacion corta para asegurar la mezcla de
todos los componentes de reaccion. Finalmente la placa se introdujo en un
termociclador LightCycler 480 Il (Roche) en el que se programd: 1 ciclo de
desnaturalizacién a 95°C durante 5 minutos, 45 ciclos de amplificacién
consistentes en desnaturalizacion a 95°C durante 10 segundos, anillamiento
a 54°C durante 20 segundos, y extension a 72°C 30 seg (con deteccion de

fluorescencia) y 1 ciclo de fusion.

Todas las muestras se analizaron por triplicado, incluyendo
controles negativos (muestras sin ADNc) y controles positivos utilizados
como calibradores intraexperimentales. La expresion relativa de ARNm fue
calculada utilizando como control de expresion para lineas celulares
humanas la proteina ribosomal L19 (RPL19) y para tejido de ratéon la

gliceraldehido-3-fosfatasa deshidrogenasa (Gapdh). El calculo de la
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expresion relativa de los genes referidos al gen de referencia se realizé

mediante la aplicacién del método del AACH.

Gen Especie | Cebador Forward Cebador Reverse

E- Humano | 5-TGCCCCCAATAC 5-ACGGTGGCTGTG

Cadherina CCCAGCGT-3’ GAGGTGGT-3'

Epcam Ratén 5-AACACAAGACG 5-CCGTTCACTCT
ACGTGGACA-3 CAGGTCCAT-3'

FGF7 Humano | 5-TGCAATGAACAA 5-CCGTTGTGTGTC
GGAAGGAA-3 CATTTAGC-3

Fgf7 Ratén 5-TTGACAAACGAG 5-CCCTTTGATTGCC
GCAAAGTG-3 ACAATTC-3'

FGFR2-Illb | Humano | 5-TGCTGGCTCTG 5-GGCGATTAAGAA
TTCAATGTG-3 GACCCCTA-3’

Fgfr2-1llb Raton 5-AAGGTTTACA 5-AGAGCCAGCA
GCGATGCCCA-3 CTTCTGCATT-3’

Gapdh Ratén 5-TGCAAGAGACAG 5-GGCGATAGTCGT
AGGAGTGG-3' TAGCTTCG-3

IRS2 Humano | 5-GTTTCCAGAAG 5-TGAAATGGATG
CAGCCAGAG-3’ CATCGTACC-3’

P53 Humano | 5-CACATGACGGAG 5-ACACGCAAATTTC
GTTGTGAG-3’ CTTCCAC-3

RPL19 Humano | 5'-CGAATGCCAGAG 5-CCATGAGAATCC
AAGGTCAC-3' GCTTGTTT-3'

Sppl Ratén 5-GCTTGGCTTA 5-GACTCACCGCT
TGGACTGAGG-3’ CTTCATGTG-3’

Tabla 10. Lista de parejas de cebadores utilizados en el ensayo de RT-qPCR.

3.12.1 Meta-analisis de expresion de IRS2 en tejido hepatico humano

El grupo del Dr. Yujin Hoshida del UT Southwestern Medical Center
(Texas, EEUU) llevé a cabo un meta-andlisis de expresion de ARNm de IRS2
recopilando la informacion desde bases de datos accesibles de forma
publica. Un primer andlisis fue realizado con datos de 10 muestras de
higados sanos, 10 con inflamacién, 10 cirréticos y 26 con HCC, distinguiendo
dos grupos tumorales, uno de estadio temprano (13 muestras) y otro de
estadio avanzado (13 muestras) todos ellos recogidos en la base de datos

“Gene Expression Omnibus” bajo el numero de acceso “GSE54238".

65



Capitulo 3. Materiales y métodos

Por otra parte también se analizaron diferencias en la expresién de
IRS2 en un total de 374 muestras de HCC recopiladas en el The Cancer
Genome Atlas (TCGA). Estas muestras a su vez fueron clasificadas en varios
subgrupos moleculares (S1-S3) segun su perfil de expresién génica. El
subgrupo S1 (n=105) representa aquellos tumores caracterizados por poseer
un perfil progenitor con baja tasa de diferenciacion y supervivencia. El S2
(n=93) posee un tamafio mayor y en él se encuentran inducidos genes como
MYC y AKT. Finalmente, el S3 (n=176) se caracteriza por poseer un perfil

tumoral diferenciado y de menor tamafio [159].

3.13 Ensayo de viabilidad y crecimiento celular MTT

Para medir la viabilidad celular, las células bajo estudio se
sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad y durante un tiempo
determinado por la linea de estudio (Tabla 11).

Linea celular Nimero de células sembradas | Tiempo en cultivo
LX2 activadas 2000 48 horas

LX2 15000 5 dias

inactivadas

Huh6 2000 48 horas

Hep3B 4000 48 horas

Tabla 11. Listado de condiciones de experimentacion para el ensayo MTT segun la
linea celular usada.

Después de la incubacion celular, se afiadi6 3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide (MTT) (Sigma-Aldrich)
previamente disuelto en PBS (libre de Mg*? Ca*?) pH 7,4 a una concentracion
final 5 mg/mL vy filtrado, en un ratio 1:5 al medio de cultivo en condiciones de
oscuridad. Tras 4 horas en el incubador celular, el medio fue aspirado y los
cristales de formazan resultantes tras la metabolizacion del compuesto por
las células vivas, se disolvieron en 100uL de dymethylsulfoxide (Sigma-
Aldrich), dando lugar a una reaccién colorimétrica directamente proporcional
a la cantidad de células vivas. Se midi6 la densidad Optica resultante a 570
nm usando un lector de microplacas automético (Victor; PerkinElmer,
Waltham, MA, USA).
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3.14 Ensayo de proliferacion con 5-Bromo-2-
Dexosiuridina (BrdU)

Las células Huh6 se sembraron en una placa de 24 pocillos sobre
cubreobjetos, a una densidad de 20000 células por pocillo. Tras 24 horas en
cultivo, se afiadié una disolucidn filtrada de BrdU (Sigma) a concentracion
final de 10 uM en medio de cultivo fresco. Tras 3 horas de incubacién a 37°C
y 0,5% CO2, la disolucion fue retirada y realizandose 2 lavados de 5
segundos y 3 lavados mas de 2 minutos cada uno, con PBS. Tras la
eliminacién por completo del BrdU, se fijaron las células con PFA 4% disuelto
en PBS durante 10 minutos. Se llevaron a cabo 3 lavados de PBS y se
procedié a la permeabilizacién celular usando una disolucion en base de
PBS-0,5% Triton 100X durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras lo
cual, se realizaron dos lavados con PBS y se procedid a hidrolizar el ADN
mediante la incubacion de las células con &cido clorhidrico 1M durante 30
minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se eliminaron los restos de
acido con PBS y se procedid siguiendo el protocolo descrito en el apartado
3.9.2 a realizar una incubacién con el anticuerpo primario anti-BrdU.

3.15 Ensayo de herida (wound healing)

El ensayo de herida se llevé a cabo para evaluar la capacidad
migratoria celular in vitro. Para ello se utilizaron placas de 12 pocillos, en los
que se rotul6 una linea horizontal en la base externa de la placa. En el caso
de las células LX-2, las placas fueron pretratadas con gelatina (0,1%). Las
células fueron sembradas siguiendo las condiciones de cultivo estandar de
cada linea celular. Una vez llegado a su estado confluente, se rasco una
linea vertical en el centro de cada pocillo utilizando puntas p200, quedando
una franja libre de células. Se procedio a aspirar el medio, a hacer un lavado
con PBS para eliminar restos celulares y a afiadir medio de cultivo fresco.
Usando un microscopio de campo claro (Leica DM IL) y utilizando el
contraste de fases, se realiz6 una foto a cada pocillo en el lugar de la herida,

utilizando la marca rotulada como referencia de posicion. Tras 24 horas
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(células LX2) y 7 horas (células Huh6) de cultivo, se realizé otra fotografia

exactamente en el mismo lugar donde se hizo en el tiempo inicial.

Utilizando el software ImageJ se midi6 el area de la herida inicial y
final, con lo que se calcul6 la tasa de migracién de cada linea celular,
referenciando los controles a 1. Se realizaron 3 experimentos
independientes, con al menos 3 réplicas cada uno, comparandose

Unicamente heridas con un area inicial similar.

3.16 Ensayo de migracioén e invasion por transwell

Para mediar las capacidades migratorias e invasivas in vitro se
procedi6 a realizar un ensayo con pocillos transwell (EMD Millipore Millicell,
Fisher Scientific) para placas de 24 pocillos con un diametro de poro de 8
pm. Para el experimento de migracion, los pocillos transwell fueron
prehidratados con 100 pL de medio de cultivo completo con baja
concentracién de suero (1%). Mientras que para los experimentos de
invasion, la prehidratacion se realiz6 con matrigel 0,4 mg/mL disuelto en
medio de cultivo completo con baja concentracion de suero (1%), ambos
durante 1 hora en el incubador. Las células utilizadas fueron disgregadas con
tripsina siguiendo el procedimiento estandar descrito en el apartado 3.2.
Fueron centrifugadas durante 5 minutos a una velocidad de 1000 rpm y
resuspendidas en medio de cultivo completo 1% suero a una concentracion
de 4 x 10° células/mL. Seguidamente, se afadieron 750 uL de medio
completo 10% suero a cada pocillo, introduciendo con unas pinzas un inserto
transwell en cada uno. Sobre cada transwell se sembraron 200 uL de la
suspension celular previamente preparada y se dejo en el incubador celular
durante 4 horas y 30 minutos. Tras la incubacién, el medio contenido en el
inserto fue aspirado con pipeta suavemente y se realiz6 un lavado con PBS.
Las células pegadas al transwell fueron fijadas y tefiidas con una disolucion
a partes iguales de metanol-PBS y cristal violeta (0,5%) (Sigma) durante 15
minutos en oscuridad y agitacién ligera. Finalmente, el cristal violeta fue
retirado por decantacion y los insertos fueron lavados por inmersion en PBS.

Las células contenidas en la parte superior del inserto fueron eliminadas con
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el algodén de un bastoncillo, quedando Unicamente fijadas y tefiidas las
células migradas en la parte inferior del transwell. El inserto fue cortado con
un cuter y montado con medio de montaje acuoso (Tissue-Clear-Based
Mounting Medium, Dako) sobre un portaobjetos para su posterior analisis de

imagen.

El nimero de células migradas fue calculado mediante la
adquisicion y andlisis de 4 campos aleatorios en cada pocillo usando la
plataforma de imagen “IN Cell 1000” descrita en el apartado 3.10. Las
imagenes mostradas, representativas de 3 experimentos independientes,
fueron adquiridas usando el software Pannoramic Viewer (3DHISTEC).

3.17 Ensayo de clonogénesis

El ensayo de clonogenicidad se llevd a cabo sembrando una
cantidad muy escasa de células por pocillo, para asegurar el aislamiento
espacial de cada célula y medir asi su capacidad para sobrevivir en este
ambiente hostil en el que se carece de sefializacion intercelular, y de formar
finalmente una colonia de al menos 50 células. Las lineas celulares se
trataron de forma esténdar, se disgregaron por tripsinizacion hasta conseguir
células completamente separadas y se sembraron en placas de 6 pocillos en
triplicados. La linea Huh6 y Hep3B fueron sembradas a una densidad de 200
células/pocillo, manteniéndose por 11 dias en cultivo. EI medio de cultivo fue
remplazado 2 veces por semana. Finalizado el tiempo de crecimiento celular,
se aspird el medio de cada pocillo y se realiz6 un lavado con PBS. Para tefiir
y fijar las colonias, se afiadid 1 mL de una disolucion 0,5% cristal violeta
PBS:metanol 1:1 filtrada, manteniendo las placas en agitacion suave durante
15 minutos. Seguidamente se realizaron varios lavados con agua destilada,
dejandose secar las placas y escaneandose cada pocillo con un escaner de
oficina (EPSON perfection V200 photo) a una resolucion de 600dp y en

escala de grises.

El analisis de cada pocillo se realiz6 utilizando el software ImageJ,
con el que se transformd cada imagen a un formato binario y se analizo el

area de cada colonia formada por pocillo. Con el programa Microsoft Excel
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se realizaron distribuciones del nimero de colonias segln su area, eligiendo
una distribucion logaritmica en base 2 y siendo representada en formato x-y

con el programa GradhPad.

3.18 Andlisis estadistico
La representacion de datos y el andlisis estadistico fue llevado a
cabo utilizando el programa GraphPad Prism version 6.00 (GraphPad

Software, La Jolla, CA, http://www.graphpad.com). El nimero de muestras

“n

independientes representado como “n” en el apartado de resultados, indica
el numero de animales utilizados en el caso de los experimentos in vivo, el
namero de tumores analizados en los experimentos de xenoinjertos y el
namero de experimentos independientes llevados a cabo en el caso de los
experimentos in vitro. Los ensayos analiticos utilizados fueron: t-test, para
comparar una variable entre dos muestras, one-way ANOVA para la
comparacion de varias muestras con una sola variable y two-way ANOVA
para comparar varias muestras en las que intervienen diferentes variables.
Los resultados fueron pareados cuando se aplicaron las mismas variables

de experimentacion.
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Resultados

4.1 Blogque 1: El papel de IRS2 durante lareparacion del
dafio hepético

La regeneracion hepatica puede estar liderada por hepatocitos que
proliferan masivamente para repoblar el higado, o por células progenitoras
gue emergen cuando este tejido sufre un dafio crénico causado por la ingesta
de alcohol, la dieta, infecciones hepéticas, etc. Este trabajo de investigacion
se ha centrado en el estudio de la respuesta progenitora durante el dafio
hepatico crénico, por lo que el modelo utilizado ha sido el de la dieta DDC al
0,1% que induce la expansién de células de caracter progenitor. La dieta fue
administrada durante diferentes intervalos de tiempo (dia 0, 7, 14 y 21 dias)
aanimales WT e Irs2” (Figura 14, A). Como se ha descrito en la introduccion,
esta dieta induce una remodelacién del tejido que genera una respuesta
ductular en la que CPHs se disponen alrededor de las venas portales
hepaticas, interaccionando con las células estromales para proliferar y
madurar hacia hepatocitos y colangiocitos de novo, que ayudan a mantener
la funcién parenquimal (Figura 14, B). Las células estromales participan en
primer lugar induciendo una respuesta fibrogénica a causa de la pérdida
masiva de células parenquimales. También participan en la comunicacion
estroma-epitelio generando factores paracrinos que permiten la proliferacion
y maduracién de CPHs. Durante el dafio, esta poblacion fibrética es capaz
de remitir dando lugar a un proceso de resolucion [130].
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A Tiempo (dias):
7 14 21

v v
C‘“ WT 0.1% dieta DDC
g Irs2- Dafio crénico

Colangiocitos

Célulade

Espacio
..... 2 de Disse

Zona inflamatorias Zona perivenosa
periportal o pericental

Figura 14. Modelo de experimentacion de dafio hepético cronico utilizado. (A) Disefio
de protocolo de administracion de dieta DDC. (B) Respuesta celular tras el dafio
hepatotéxico causado por la administracion de la dieta DDC, en el que se produce una
remodelacion tisular a consecuencia de la expansion de CPHs alrededor de VPs y
activacion de CEHs y FPs, que forman parte del nicho progenitor y dan lugar a deposiciones
en la MEC. Irs2, substrato receptor de insulina 2; DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-
dihidrocolina; VP, vena portal; AH, arteria hepatica; VC, vena central; CB, conducto biliar;
FPs, fibroblastos portales; CEHa, célula estrellada hepatica activada; CPHs, células
progenitoras hepaticas; MEC, matriz extracelular.

Los resultados mostrados a continuacion se basan en el analisis de
varias poblaciones celulares, tanto in vivo utilizando el modelo animal, como
in vitro mediante la manipulacion de lineas celulares humanas implicadas en

la respuesta al dafio hepatocitico.
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4.1.1 Estudio de la respuesta al dafio crénico hepético en animales

Irs2"

En primer lugar, se procedié a analizar cémo la resistencia a insulina
causada por la falta de Irs2 afecta al higado durante el dafio crénico hepatico
causado por la dieta DDC, inductora de células progenitoras. Para ello se
estudiaron cambios en las poblaciones celulares de hepatocitos, CPHs,
CEHs y FPs.

4.1.1.1 Laausenciade Irs2 altera la capacidad de atenuacion del
dafio hepatico crénico

Con el objetivo de analizar si la ingesta de la dieta DDC estaba
generando un dafio hepatico durante su administracion a lo largo del tiempo,
se procedi6 a la medida de enzimas de dafio hepatico en suero como la
alaninoaminotransferasa (ALT) o la aspartato aminotransferasa (AST). Tras
7 dias, los resultados mostraron una induccion similar en ambos grupos de
animales, indicando inicialmente un dafio comparable. Sin embargo, tras 14
y 21 dias, los animales Irs2” mostraron niveles mayores de ambas enzimas
en sangre, indicativo de un mayor nivel de dafio hepatocitico. De forma
llamativa, los animales controles reducian los niveles de ALT y AST entre 7
y 14 dias de dieta DDC, indicando una capacidad de respuesta al dafio
alterada en la ausencia de Irs2 (Figura 15, A). Complementariamente,
también se analizé la tasa apoptotica celular en ambos grupos de animales
mediante un ensayo de inmunofluorescencia con caspasa-3 activa en estos
higados. Los resultados no mostraron diferencias entre ambos grupos de
animales tras 14 dias de dieta DDC. Sin embargo, tras 21 dias de dieta, se
observd una mayor tasa en el nimero de células en apoptosis en los
animales Irs2”- (Figura 15, B), pudiendo indicar una menor capacidad de los

higados Irs2” de contencion del dafio en comparacion con los controles.
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Figura 15. Irs2 es necesario parareducir los niveles de dafio hepatico durante ladieta
DDC. (A) Niveles de transaminasas hepéticas en suero de animales WT e Irs2”- durante el
tratamiento con dieta DDC (n=4) Medias comparadas mediante un analisis two-way
ANOVA aplicando un test de Bonferroni para comparaciones miltiples (B) Andlisis por
inmunofluorescencia de caspasa-3 activa en criosecciones de higados de animales WT e
Irs2” tratados durante 14 y 21 dias con dieta DDC (derecha) que fueron cuantificados como
células positivas por corte (izquierda). Barra de escala 50 pm. Para comparar medias se
utilizé un andlisis t-test no pareado. Los datos representan la media + SEM. *p < 0,05, **p <
0,01, y ***p< 0,001. Irs2, substrato receptor de insulina 2; WT, fenotipo salvaje; Irs2”, raton
deficiente del gen Irs2; ALT, alaninoaminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa;
DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; d14, dia 14; d21, dia 21.

4.1.1.2 La ausencia de Irs2 acentla la pérdida de hepatocitos
pequefios durante el dafio crénico hepatico

Con el propésito de analizar mas en detalle el efecto de la dieta DDC

sobre la poblacion de hepatocitos, que representan la unidad funcional del

higado, se realizaron tinciones de inmunofluorescencia de los higados de
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animales WT e Irs2" tratados con dieta DDC 0,1% durante 0, 14 y 21 dias.
El marcaje del factor de transcripcion nuclear de hepatocitos (HNF4a) y de
la totalidad de nucleos utilizando Hoechst, mostré una pérdida en la densidad
de ndcleos de hepatocitos a medida que avanzaba el tiempo de
administracion de la dieta. Tras 21 dia se observaron diferencias entre
ambos grupos de animales, no sélo en la densidad de ndcleos marcados

sino también en su tamafio (Figura 16, A).
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Figura 16. La falta de Irs2 incrementa la reducciéon de células HNF4a positivas
durante el tratamiento con dieta DDC. (A) Imagenes representativas del analisis de
inmunofluorescencia de HNF4a y Hoechst en criocortes de higados de ratones WT e Irs2
" tras 21 dias de dieta DDC. Barra de escala 50 um. (B) Cuantificacion del nimero de
nucleos HNF4a positivos por mm? en animales WT e Irs2”- (n = 4-6), total de 5,1 x 10°
ndcleos HNF4a+ analizados). (C) Distribucion por tamario del nimero de nucleos HNF4a
positivos por mm? en animales WT e Irs2” tras 21 dias de dieta DDC (n = 4, total de 1,2 x
10° nlcleos HNF4a+ analizados. Los datos representan la media + SEM. *p < 0,05, **p <
0,01, y ***p< 0,001. Medias comparadas mediante un analisis two-way ANOVA aplicando
un test de Bonferroni para comparaciones mudltiples. Irs2, substrato receptor de insulina 2;
DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; WT, fenotipo salvaje; Irs2, raton deficiente del
gen Irs2; HNF4aq, factor nuclear 4 a de hepatocito; VP, vena porta; d21, dia 21.
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Estas muestras fueron estudiadas en mayor detalle por medio de un
andlisis de imagen de alto contenido, utilizando el software IN cell analyzer.
Con este se calculd el numero de nucleos HNF4a positivos por unidad de
area durante el progreso del dafio hepatico. Como resultado se observé una
reduciéon parenquimal entre los higados controles (dia O de dieta) y los
tratados durante 14 dias en ambos grupos de animales, consecuente con el
dafio hepatocitico causado por la dieta DDC. Sin embargo, se observé que
entre dia 14 y dia 21 esta pérdida se mantenia en los animales WT, mientras
gue en los Irs2” se vefa alin mas acentuada. Como consecuencia, tras 21
dias de dieta DDC, se obtuvo una reduccién significativa en el nimero de
nucleos HNF4a positivos por unidad de area en los animales Irs2” en

comparacion con los WT (Figura 16, B).

Gracias a la capacidad de analisis multiparamétrico del software IN
cell analyzer, se hallo el area de cada nucleo adquirido, permitiendo asi
realizar una distribucion de nucleos HNF4a positivos en funcién de su
tamafio en ambos grupos de animales tras 21 dias de dieta DDC. En esta se
observd que la reduccion de nlcleos de hepatocitos se produce
principalmente en la poblacién de menor area nuclear (<75 ym?) (Figura 16,
C).

4.1.1.3 La delecidn de Irs2 aumenta el nimero de nucleos de
hepatocitos Ki67 positivos durante el tratamiento DDC

Dada la observacion de la reduccién de hepatocitos, se procedi6 a
analizar si esta pudiera deberse a cambios en la capacidad proliferativa
hepatocitica. Para ello se realiz6 un analisis de imagen con IN cell analyzer
a partir de muestras de higados tratados con dieta DDC (dia 0, 14 y 21)
tefiidos mediante inmunofluorescencia con HNF4a y Ki67 como marcador de
células en proliferacién (tanto en fase G1, S, G2 y mitosis) (Figura 17, A). El
célculo del porcentaje de nlcleos de hepatocitos Ki67 positivos no mostré
diferencias entre 14 y 21 dias de dafio hepético en los animales WT. Cabe
destacar que a pesar de que en los animales Irs2” se observo una reduccion

del nimero de nucleos de hepatocitos tras 21 dias de dieta DDC, estos
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presentaban un mayor porcentaje de positividad para el marcador Ki67
(Figura 17, B). Este resultado es un indicador de que la mayor pérdida
hepatocitica observada en estos animales no era debido a fallos
proliferativos en esta poblacion celular.
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Figura 17. Induccion de nucleos Ki67 HNF4a doble positivos en animales Irs2” tras
21 dias de dafio hepatico. (A) Imagenes de inmunofluorescencia representativas de la
poblacion HNF4a Ki67 doble positiva (flechas) alrededor de venas centrales (linea
punteada blanca, VC) criocortes de higados de ratones WT e Irs2” tras 21 dias de dieta
DDC. Barra de escala 50 um. (B) Cuantificacién del porcentaje de nucleos HNF4a+ Ki67+
doble positivos sobre el total de nicleos HNF4a+ durante 0, 14 y 21 dias de dieta DDC (n =
4-6). (C) Distribucién del porcentaje de nucleos HNF4a+ Ki67+ doble positivos segun su
area nuclear (um?) después de 21 dias de dieta DDC en animales WT e Irs2”(n=4). Linea
roja posicionada en el punto en el que se observa una reduccion de células HNF4a+ <75
um?, Medias comparadas mediante andlisis two-way ANOVA aplicando un test de
Bonferroni para comparaciones multiples. Los datos representan el valor medio + SEM.
*p < 0,05, *p < 0,01, y ***p< 0,001. Irs2, substrato receptor de insulina 2; DDC, 3.5-
dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; WT, fenotipo salvaje; Irs2”, ratén deficiente del gen Irs2;
HNF4a, factor nuclear 4 a de hepatocito; VC, vena central; d21, dia 21.

Ademas, con el fin de estudiar mas en profundidad estas
variaciones, se realizd una distribucién del porcentaje de nucleos HNF4a
Ki67 doble positivos seglin su tamafio nuclear tras 21 dias de dieta DDC. Los
resultados mostraron una distribucion diferencial en el tamafio de los nlcleos

77




Capitulo 4. Resultados

Ki67 positivos entre ambos grupos de animales. Mientras que en los
animales WT los nucleos de hepatocitos que poseian un mayor indice de
proliferacion eran los de menor tamafio, en los animales Irs2”- se producia
un desplazamiento de la curva hacia tamafios mayores (Figura 17, C). Los
hepatocitos son capaces de llevar a cabo ciclos de endoreplicacion, en los
que el material genético se duplica pero no se lleva a cabo la citocinesis,
aumentando asi el tamafio celular. Los cambios observados en el area de
los nucleos Ki67 positivos podrian resultar en diferencias en la ploidia

hepatocitica, por lo que esta fue analizada.

4.1.1.4 La falta de Irs2 reduce la capacidad de induccién de la
poblacion hepatocitica 2c durante el dafio crénico

hepatico
Con el fin de analizar cambios en la ploidia hepatocitica se
desarroll6 un método de estimacién del contenido de ADN nuclear mediante
analisis de imagen con IN cell analyzer, teniendo en cuenta la morfologia y
la intensidad de Hoechst de cada nucleo. La estimacion de ploidia se realizoé
usando como calibradores 2c internos células no parenquimales HNF4a

negativas.

De este modo se analizo el perfil de nucleos HNF4a positivos con
alta circularidad (“simples”), excluyendo del analisis aquellos ndcleos que
presentaban una circularidad pobre <0,8 (“‘complejos”) (Figura 18, A). Al
aplicar el método de andlisis, en una Unica muestra se pueden observar
diferentes poblaciones de nudcleos de hepatocitos distribuidos segin su
tamafio e intensidad nuclear de Hoechst. Aquellos grupos de mayores
ploidias estan representados por ndcleos mayores y poblaciones cada vez
mas dispersas (Figura 18, B). El analisis numérico de esta distribucién resulté
en un enriquecimiento de la poblacion 4c, seguido por la 8c, 2c y 16c,
estando esta Ultima representada por un nimero muy reducido de células
(Figura 18, C).

Mediante la aplicacién de este método, se analizaron de manera

mas detallada las poblaciones hepatociticas 2c, 4c, 8c y 16¢ durante el dafio
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cronico a partir de criosecciones de higados WT e Irs2” tefiidos con HNF4a
y Hoechst. La estimacién del contenido de ADN determiné que en ambos
grupos de animales las poblaciones 2c y 4c se reducian tras 14 dias de
administracion de dieta DDC. Sin embargo, la poblacion 8c no sufria cambios
significativos, y la 16c aumentaba en los controles pero no en los Irs2”, cuyos
niveles eran mayores en condiciones control sin dieta (Figura 19), indicando
cambios intrinsecos debidos a la falta de Irs2.
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Figura 18. Analisis de ploidia hepatica en animales control siguiendo el método
desarrollado. (A) Imagenes representativas de los diferentes tipos de nucleos de
hepatocitos marcados con Hoechst obtenidas mediante la plataforma IN Cell. Se distinguen
células “simples” con nucleos cuya ciruclaridad supera el valor 0,8 y “complejas” con una
circularidad <0,8, con variaciones en la intensidad de tincion de Hoechst. (B) Distribucion
de nucleos de hepatocitos simples de una sola muestra control en el que cada punto
representa un nicleo y se define en funcién de su intensidad media de Hoechst (unidades
relativas/pm?2), su area (um2) y ploidia interpolada. (C) Representacion del porcentaje
medio de hepatocitos mononucleares 2c, 4c, 8c, 16 c y complejos de animales WT control
(n=4, andlisis de un total de 6,7 x 104 nucleos HNF4a positivos). UR, unidades relativas; c,
ndmero de copias genéticas.

La comparacion entre ambos grupos de animales mostré6 una
reduccion en el nimero de nucleos HNF4a del 61%, 50,4% y 34,8% en las
poblaciones 2c, 4c y 8c respectivamente (esta Ultima no significativa) tras 21
dias en los animales Irs2” (Figura 19), consistente con la mayor pérdida de
nucleos hepatociticos de menor tamafio descrita anteriormente. El resultado
mas llamativo de este analisis recae sobre la poblacién de nucleos 2c, que
se vid incrementada en los animales WT entre 14 y 21 dias de dieta DDC.
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Se observé un aumento de un 64%, indicativo no sélo de una contencion del
dafio hepatocitico sino también de un proceso de adaptacion ausente en los

animales Irs2” (Figura 19).
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Figura 19. Incapacidad de repoblacion de nucleos HNF4a 2c en animales Irs2”
durante el dafio hepatico. Cuantificacion del niumero de nucleos HNF4a positivos por mm?
en animales WT e Irs2” durante 0, 14 y 21 dias de dieta DDC, distribuidos en graficas
independientes segun la estimacién de su contenido de ADN (hepatocitos 2c, 4c, 8cy 16¢).
n = 4-6, con un total de 3,1 x 104, 7,2 x 10%, 7,6 x 10* y 2,6 x 10* nucleos HNF4a+ analizados
en las poblaciones 2c, 4c ,8c y 16c respectivamente. Los datos representan el valor medio
+ SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, y ***p< 0,001. Medias comparadas mediante un analisis two-
way ANOVA aplicando un test de Bonferroni para comparaciones mdltiples. Irs2, substrato
receptor de insulina 2; DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; WT, fenotipo salvaje;
Irs2”, ratén deficiente del gen Irs2; HNF4aq, factor nuclear 4 a de hepatocito; ¢, nimero de
copias genéticas.
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4.1.1.5 Lainduccion de la fraccién celular no parenquimal se ve
retardada en animales Irs2” durante el dafio crénico
hepatico

Llevando a cabo el mismo procedimiento que el seguido para
estudiar la densidad de nucleos hepaticos durante el dafio crénico, se calculo
la densidad de la poblacién HNF4a negativa, es decir, la fraccién de células
no parenquimales (CNPs). Los resultados mostraron un incremento en el
namero de CNPs tras 14 dias de dieta DDC en ambos grupos de animales
(Figura 20). Esta induccion es consistente con la descrita remodelacion
tisular que genera la dieta DDC, dando lugar a la formacién de ductos para
la eliminacion de la acumulacion de bilis, en los que se expanden las CNPs
[121]. Sin embargo, el patron de induccibn de CNPs resultd6 menos
pronunciado en los animales Irs2” a lo largo del tiempo, observandose una
reduccion del 21% estadisticamente significativa tras 14 dias de dieta DDC

en comparacion con los animales WT (Figura 20).
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Figura 20. Reduccion de CNPs en animales Irs2”- tras 14 dias de dafio hepatico.
(Izquierda) Imagen de inmunofluorescencia representativa de la poblacion HNF4a negativa
alrededor de venas portales (linea punteada blanca, VP) tras 14 dias de dieta DDC.
Acumulacion de CNPs en zonas periportales, rodeados por linea amarilla. Barra de escala
50 um. (Derecha) Cuantificacién del numero de nucleos HNF4a negativos por mm? en
animales WT e Irs2” durante 0, 14 y 21 dias de dieta DDC. n = 4-6, con un total de 7,2 x
10° niicleos HNF4a- analizados. Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05,
**p < 0,01, y ***p< 0,001. Medias comparadas mediante un analisis two-way ANOVA
aplicando un test de Bonferroni para comparaciones mdltiples. Irs2, substrato receptor de
insulina 2; DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; WT, fenotipo salvaje; Irs2”, raton
deficiente del gen Irs2; HNF4a, factor nuclear 4 a de hepatocito; VP; vena porta.
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Con el fin de comprobar si el fallo en la induccién no parenquimal
era debido a diferencias en la proliferacion de esta poblacion, se realizé un
estudio mediante analisis de imagen del numero de células HNF4a negativas
y Ki67 positivas. Los resultados no mostraron cambios entre ambos grupos
de animales. Aunque tras 14 dias de dieta se produjo una induccién de CNPs
en ambos gurpos de animales, no se observé un aumento significativo de
Ki67 en CNPs en este periodo. Sin embargo, si que se observé un aumento
tras 21 dias de dieta DDC, tanto en los controles como en los animales
Irs2”- (Figura 21). A pesar del aumento proliferativo de CNPs tras 21 dias de
tratamiento, no se observaron variaciones significativas en su nimero. Dada
la heterogeneidad en la composicion celular de CNPs, incluyendo CPHs,
CEHs, FPs, etc, es posible que estos cambios se deban a diferencias en el

comportamiento de cada una de estas poblaciones en particular.
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Figura 21. La falta de Irs2 no afecta a la proliferacién de CNPs que aumenta tras
periodos largos de dafo hepatico. (lzquierda) Imagenes de inmunofluorescencia
representativas de la poblacién HNF4a negativa/Ki67 positiva alrededor de venas portales
donde estas células se acumulan (linea punteada blanca, VP) en criocortes de higados de
ratones WT e Irs2” tras 21 dias de dieta DDC. Barra de escala 50 um. (Derecha)
Cuantificacion del porcentaje de nucleos HNF4a-/Ki67+ por mm? en animales WT e Irs27
durante 0, 14 y 21 dias de dieta DDC (n = 4-6). Los datos representan el valor medio +
SEM. *p < 0,05 y **p < 0,01. Medias comparadas mediante un andlisis two-way ANOVA
aplicando un test de Bonferroni para comparaciones multiples. Irs2, substrato receptor de
insulina 2; DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; WT, fenotipo salvaje; Irs2”, raton
deficiente del gen Irs2; HNF4aq, factor nuclear 4 a de hepatocito; VP; vena porta.

82



Capitulo 4. Resultados

4.1.1.6 Ladeficienciaen Irs2reduce la expansion y proliferacion
de células progenitoras hepaticas

Con el propdsito de testar si la falta de Irs2 altera la composicion de
CNPs durante el dafio crénico hepatico, se analiz6 la poblacion de CPHs,
cuya induccion ha sido demostrada ser necesaria para la supervivencia de
ratones durante la administracion de la dieta DDC [130]. El dafio generado
por esta dieta induce una respuesta ductular, también descrita en patologias
de dafio cronico como la colestasis, hepatitis alcohdlica, EHNA, HBV y HCV
[123, 228-231]. La reaccién ductular que se produce durante la
administracién de la dieta DDC consiste en la expansion de estructuras
ductulares positivas para el marcador CK19, que contienen colangiocitos
encargados de eliminar el flujo biliar, y CPHs que pueden dan lugar tanto a

hepatocitos como a colangiocitos [121].

El andlisis por inmunofluorescencia después de 14 dias de
tratamiento DDC, mostré que la falta de Irs2 no impedia la expansion de
células CK19 positivas, que originan los ductos periportales donde las CPHs
se expanden. Sin embargo, el estudio de marcadores de CPHs como MIC1-
1C3, SOX9, EPCAM y SPP1 mostré una reduccién en los animales Irs2",
coincidente con la reduccion de CNPs observada tras este mismo periodo de
tratamiento (Figura 22, A). De forma complementaria, también fueron
analizados los niveles de expresibn de ARNm de Epcam y Sppl,
observandose una reduccion en la induccion de ambos marcadores tras 14
dias de dieta DDC (Figura 22, B).

En el analisis proliferativo de CNPs anteriormente descrito, no se
observaron diferencias entre animales WT e Irs2”, sin embargo, al tratarse
de una poblacion heterogénea, cabe la posibilidad de que haya diferencias
proliferativas entre los distintos tipos celulares no parenquimales (CEHs,
CPHs, colangiocitos, FPs...). Con el fin de comprobar si la falta de Irs2
pudiera dar lugar a cambios en la capacidad proliferativa de CPHs, se analizé
el porcentaje de células SPP1 Ki67 doble positivas tras 14 dias de dieta DDC
(Figura 23, A).
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Figura 22. Los animales Irs2” reducen el nimero de CPHs alrededor de venas
portales. (A) Imagenes de inmunofluorescencia representativas de la poblacion KRT19,
MIC1-1C3, SOX9, EPCAM y SPP1 alrededor de venas portales, donde estas células se
acumulan (linea punteada blanca, VP) en criocortes de higados de ratones WT e Irs2” tras
14 dias de dieta DDC (n=4). Barra de escala 50 um. (B) Cuantificacion de la expresién de
ARNm de Epcam y Sppl representado como unidades relativas (UR) utilizando Gapdh
como gen de referencia en muestras de higados de animales WT e Irs2”- durante 0, 14 y
21 dias de dieta DDC (n=6-8). Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05, **p <
0,01, y ***p< 0,001. Medias comparadas mediante un andlisis two-way ANOVA aplicando
un test de Bonferrini para comparaciones mdltiples. Irs2, substrato receptor de insulina 2;
DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; WT, fenotipo salvaje; Irs2”, raton deficiente del
gen Irs2; VP; vena porta; UR, unidades relativas; CK19, citoqueratina 19; MIC-1C3,
citoquina inhibidora de macréfagos 1-1c3; EPCAM, molécula de adhesién celular epitelial,
SPP1, osteopontina 1; d14, dia 14.
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Figura 23. La falta de Irs2 reduce la capacidad proliferativa y altera la distribucién de
Spp1l. (A) Imagenes de inmunofluorescencia representativas de la poblacion SPP1/Ki67
doble positiva (indicadas con flechas) alrededor de venas portales (linea punteada blanca,
VP) en criocortes de higados de ratones WT e Irs2” tras 14 dias de dieta DDC. Barra de
escala 10 um. (B) Cuantificacion del porcentaje de nucleos SPP1+ Ki67+ doble positivos
sobre el total de células SPP1 positivas en animales WT e Irs2” después de 14 dias de
dieta DDC (n = 6, total de 6,47 x 106 células SPP1 positivas analizadas). (C) Cuantificacion
del indice granular de células SPP1 positivas, como namero de granulos medio por célula
(n = 6, total de 2,7 x 10*células SPP1 positivas analizadas). Los datos representan el valor
medio + SEM. *p < 0,05 y **p< 0,001. Para comparar medias se utilizé un analisis t-test no
pareado. Irs2, substrato receptor de insulina 2; WT, fenotipo salvaje; Irs27, raton deficiente
del gen Irs2; VP; vena porta; SPP1, osteopontina 1; d14, dia 14.

Los resultados mostraron que el porcentaje de células Sppl en
proliferacion sobre el total de esta poblacién se encontraba reducido en un
33% en los animales Irs2” (Figura 23, B). Ademas, se aprecié como las
células productoras de SPP1, dispuestas principalmente en forma de ductos
alrededor de venas las portales, mostraban diferencias en el patrén de tincién
entre ambos grupos de animales. SPP1 puede localizarse tanto de forma
intracelular como extracelular, al tratase de un factor soluble de secrecion

[232]. En los controles se observé una localizacion de SPP1 en forma de
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cumulos, mientras que en los Irs2”- se encontraba localizado de forma difusa
predominantemente alrededor del citoplasma. Es por ello que mediante
andlisis de imagen con IN cell analyzer se determiné el indice de
granularidad de SPP1, resultando disminuida un 61% en los animales Irs2™"

(Figura 23, C), pudiendo asi indicar cambios en la secrecion de este factor.

Con el fin de estudiar mas en profundidad si IRS2 pudiera tener un
papel directo sobre la expresion de SPP1, se trabajo in vitro con la linea
celular humana progenitora HepaRG. Para ello se utilizaron lineas de
sobreexpresion (mIRS2) y silenciamiento de IRS2 (sh-IRS2), obtenidas por
medio de infeccion lentiviral. Estas lineas celulares fueron cultivadas bajo
condiciones estandar, en las que el medio de cultivo contenia aporte de
insulina (0,88 uM). Ademas, con el objetivo de testar si el aporte insulinico
pudiera inducir cambios en SPP1, también se cultivaron eliminando este
suplemento del medio. El analisis de SPP1 mostré que IRS2 era capaz de
inducir y reprimir la expresion proteica de SPP1, independientemente del

aporte extra de insulina al medio de estas células progenitoras (Figura 24).
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Figura 24. La expresion de SPP1 esta vinculada a la expresion de IRS2 en células
humanas progenitoras. Imagenes representativas del andlisis proteico de IRS2, SPP1y
-actina por western blot en células HepaRG cultivadas como progenitoras en condiciones
control (control y scramb), de sobreexpresion (mIRS2) y de silenciamiento (sh-IRS2) de
IRS2, con y sin aporte de insulina durante su cultivo (0,88 pM). Cuantificacién de la
expresion de SPP1 representado como unidades relativas (UR) en tres experimentos
independientes. Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05. Medias
comparadas mediante un andlisis two-way ANOVA aplicando un test de Holm Sidak para
comparaciones mdltiples.Irs2, substrato receptor de insulina 2; mIRS2, sobreexpresion de
IRS2; Scramb, scrambled control; sh-IRS2, silenciamiento de IRS2; SPP1, osteopontina 1;
Ins, insulina; UR, unidades relativas.

4.1.1.7 Lainduccion de Fgf7 durante el dafio hepatico con DDC
es dependiente de Irs2

La presencia de CPHs durante el dafio hepatico se asocia a la
expansion de células fibréticas e inflamatorias que interaccionan entre si
mediante sefalizaciéon por factores de crecimiento y citoquinas formando
parte del nicho progenitor. FGF7 forma parte de este microambiente, siendo
necesaria su induccion para la expansion de CPHs y para la supervivencia
de los ratones bajo tratamiento con dieta DDC [130]. Con el fin de comprobar
si la reducida expansién de CPHs observada en el modelo Irs2” pudiera
estar asociada a cambios en el nicho progenitor, se analizé la expresion de

FGF7 durante el dafio crénico con DDC.

Mediante inmunofluorescencia de cortes procedentes de higados
tratados con DDC, se observd que FGF7 tenia una disposicion
predominantemente periportal, localizdndose en estrecho contacto con
CPHs marcadas con SPP1 y EPCAM, formando parte de estructuras
ductulares (Figura 25, A). El tratamiento con dieta DDC entre 14 y 21 dias,
mostré un aumento de FGF7 en los animales control tanto a nivel de proteico
detectado por inmunofluorescencia como de ARNm, no observable en los
animales Irs2”- (Figura 25, B y Figura 26 A B). Ademas, cabe destacar la
apreciacion de una falta de arquitectura ductular en los animales Irs2”,
donde las CPHs se encuentran rodeadas por células estromales (Figura 25,

A), pudiendo indicar fallos en el nicho progenitor.
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Figura 25. Los animales Irs2” reducen la expresion de FGF7 alrededor de CPHs. (A)
Imagenes representativas del analisis por inmunofluorescencia de FGF7, SPP1 y EPCAM
alrededor de venas portales donde estas células se acumulan (linea punteada blanca, VP)
en criosecciones de higados WT e Irs2” tratados con dieta DDC durante 14 dias (n=4).
Barra de escala 25 pm. Ampliacién de zonas ductulares (recuadro punteado amarillo) con
barra de escala de 10 pm. (B) Imagenes representativas del andlisis por
inmunofluorescencia de FGF7 y EPCAM alrededor de venas portales (linea punteada
blanca, VP) en criosecciones de higados WT e Irs2” tratados con dieta DDC durante 14 y
21 dias (n=4). Barra de escala 50 um. Irs2, substrato receptor de insulina 2; WT, fenotipo
salvaje; Irs2”, raton deficiente del gen Irs2; VP; vena porta; FGF7, factor de crecimiento
fibroblastico 7; SPP1, osteopontina 1; EPCAM, molécula de adhesién celular epitelial; d14,
dia 14; d21, dia 21.

Con el objetivo de comprobar si la falta de Irs2 altera la expresion
de Fgf7, se estudio la expresion de su receptor, Fgfr2-1llb. Este se localiza
Unicamente en células de caracter epitelial, en concreto se ha demostrado

que las CPHs lo expresan en grandes cantidades [130]. Ademas también se
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ha demostrado un aumento en su expresién durante el tratamiento con DDC
[233].
A
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Figura 26. La expresion Fgf7 y su receptor Fgfr2-lllb se reduce en los ductos de los
animales Irs2”. (A) Imagenes representativas de la expresion de FGF7 y FGFR2 alrededor
de ductos (linea blanca punteada) donde se diponen las CPHs rodeadas de células
estromales (linea amarilla punteada) (n=4) tras 14 y 21 dias de dieta DDC en criosecciones
de higados de animales WT e Irs2”. Barra de escala 10 um. (B) Cuantificacion de la
expresion de ARNm de Fgf7 y Fgfr2-Illb representado como unidades relativas (UR)
utilizando Gapdh como gen de referencia en muestras de higados de animales WT e Irs2
" durante 0, 14 y 21 dias de dieta DDC (n=6-8) representado como el valor medio + SEM.
*p < 0,05, **p < 0,01 y ****p< 0,0001. Medias comparadas mediante un analisis two-way
ANOVA aplicando un test de Bonferroni para comparaciones multiples. Irs2, substrato
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receptor de insulina 2; WT, fenotipo salvaje; Irs2”, ratén deficiente del gen Irs2; FGF7,
factor de crecimiento fibroblastico 7; FGFR2, receptor 2 de factor de crecimiento
fibroblastico UR, unidades relativas; DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; d14, dia 14;
d21, dia 21.

Mediante la realizacién de tinciones conjuntas de FGF7 y FGFR2
durante el dafio hepatico producido por la dieta DDC, se pudo observar in
situ cédmo las células residentes en los ductos que expresan FGFR2 se
encuentran en contacto directo con células FGF7 positivas. Junto con la
induccion de FGF7 durante el tratamiento DDC, se produjo un aumento en
la expresion proteica de FGFR2 y de ARNm de Fgfr2-1llb en los animales
WT, consistente con los datos bibliograficos descritos. Sin embargo, en los
animales Irs2” se observo una falta de induccion de Fgf7 asi como una
reduccion en los niveles de expresion proteica de FGFR2 y de ARNm de
Fgfr2-1lib, resultando en una disminucién significativa de expresion tras 21
dias de dieta DDC (Figura 26, A y B). Estos resultados indican que la falta
de Irs2 genera en un fallo en la comunicacion estromal de Fgf7 y epitelial de

su receptor Fgfr2-11b.

4.1.1.8 La expresion de GFAP en el higado se reduce en el
modelo Irs2” durante el tratamiento DDC

Irs2 resultd necesario para la induccion de Fgf7 durante el dafio

cronico hepético inducido con la dieta DDC. Es por ello que se decidi6
estudiar el papel de Irs2 sobre CEHs y FPs, que expresan FGF7 y que
forman parte del progenitor [101, 209]. En primer lugar, se estudiaron las
CEHs por medio de ensayos de inmunofluorescencia, utilizando como
marcador la proteina GFAP. Las células GFAP positivas se observaron
situadas dispersas por la zona parenquimal, coincidiendo con la descripcion
de su localizacion en el espacio de Disse [234]. También se observaron
dispuestas en la zona periportal, y en concreto, formando parte de las
estructuras ductulares que contenian células de origen progenitor SPP1

positivas (Figura 27).
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Figura 27. Pérdida parenquimal y periportal de células GFAP positivas durante el
dafo hepatico en los animales Irs2. Imagenes representativas de inmunofluorescencia
de GFAP, a-SMA y SPP1 alrededor de venas portales (linea punteada blanca, VP) en
criosecciones de higados WT e Irs2” tratados con dieta DDC durante 14 y 21 dias. Barra
de escala 50 um. Ampliaciones de ductos (linea punteada amarilla) donde se disponen las
células SPP1 positivas y GFAP. Barra de escala 10 um. Cuantificacién del area de tincién
de GFAP (n= 3y 4) en unidades relativas (UR) durante los distintos tiempos del tratamiento
con DDC (0, 7, 14y 21 dias). Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05y **p <
0,01. Para comparar medias se utiliz6 un analisis t-test no pareado. Irs2, substrato receptor
de insulina 2; WT, fenotipo salvaje; Irs2, ratén deficiente del gen Irs2; VP; vena porta; a-
SMA, a-actina del musculo liso; GFAP, proteina &cida fibrilar glial; SPP1, osteopontina 1;
DDC, 3.5-dietoxicarbinol-1.4-dihidrocolina; dO, dia O control; d7, d14, d21, dia 7, 14y 21
respectivamente; UR, unidades relativas.
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La falta de Irs2 llevé a la pérdida de este marcador desde etapas
tempranas del dafio hépatico (dia 7), siendo significativa la diferencia entre
ambos grupos de animales tras 14 y 21 dias de dieta DDC (Figura 27),
indicativo de una reduccion en la poblaciéon de CEHs. Ademas, el dafio
hepatico promueve la activacion de CEHs hacia miofibroblastos, que
comienzan a expresar el marcador a-SMA y que también generan matriz
extracelular mediante la expresién de colagenos, promoviendo asi la
cicatrizacion [96]. A pesar de la reduccion de marcadores de CEHs como
GFAP y FGF7 en los animales Irs2”, en estas mismas tinciones no se
observo una menor expresion del también marcado de CEHs activadas, a-
SMA.

4.1.1.9 Los animales Irs2” poseen un microambiente fibrético
diferencial durante el dafio crénico con DDC
Continuando con el estudio de células fibréticas localizadas en el
nicho de CPHs, se procedi6 al analisis de proteinas implicadas en la
activacion tanto de CEHs como de FPs. Para ello se realizé un estudio de
inmunofluorescencia tras 21 dias de dieta DDC. La cuantificacién de la
expresion de proteinas como vimentina o a-SMA, caracteristicas de
miofibroblastos provenientes de CEHs y de FPs, no mostré alteraciones
significativas entre ambos grupos de animales. Sin embargo, la expresion de
marcadores mas propios de FPs, como elastina y THY1 [101], se
encontraban aumentados en los animales Irs2”, indicando por tanto una
mayor induccion de FPs durante el dafio crénico ante la falta de Irs2 (Figura
28).
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Figura 28. Marcadores de células mesenquimales se mantienen en niveles
equivalentes mientras que los de células mesenquimales no estrelladas aumentan
en los animales Irs2” . Imagenes representativas de inmunofluorescencia de a-SMA,
vimentina, THY1 y elastina alrededor de venas portales (linea punteada blanca, VP) en
criosecciones de higados WT e Irs2” tratados con dieta DDC durante 21 dias. Barra de
escala 50 ym. Cuantificacion del area de tincién de cada marcador en unidades relativas
(UR) (n= 3y 4). Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05. Para comparar
medias se utilizéd un andlisis t-test no pareado. Irs2, substrato receptor de insulina 2; WT,
fenotipo salvaje; Irs2”, raton deficiente del gen Irs2; VP; vena porta; a-SMA, a-actina del
musculo liso; THY1, antigeno celular del timo 1; d21, dia 21; UR, unidades relativas.

La observacién en mayor detalle de células THY1 positivas in situ
tras 14 dias de dieta DDC, mostrdé una localizacion diferencial entre los
controles y los animales Irs2”. Ante la falta de Irs2, las células THY1 positivas
tendian a distribuirse alrededor de los ductos, en estrecho contacto con
células Epcamy Sppl positivas. Mientras que en los controles, estas tendian
a localizarse méas hacia la periferia, adquiriendo también un fenotipo mas

alargado y laxo que las presentes en los animales Irs2” (Figura 29).
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Figura 29. Diferencias en la disposicion de células THY1 positivas entre higados WT
e Irs2” tratados durante 14 dias con dieta DDC. Imagenes representativas del anélisis
por inmunofluorescencia de THY1, Sppl y Epcam alrededor de venas portales (linea
punteada blanca, VP) en criosecciones de higados WT e Irs2” tratados con dieta DDC
durante 14 dias (n=4). Barra de escala 50 um. Ampliacion de zonas ductulares (recuadro
punteado amarillo) con barra de escala de 15 um. Flechas indicativas de células THY1
positivas. Irs2, substrato receptor de insulina 2; WT, fenotipo salvaje; Irs27, raton deficiente
del gen Irs2; VP; vena porta; THY1, antigeno celular del timo 1; EPCAM, molécula de
adhesion celular epitelial; SPP1, osteopontina 1; d14, dia 14.

Los cambios morfolégicos en las células THY1 positivas en el
modelo Irs2” durante el tratamiento DDC condujeron al estudio mas en
profundidad de esta poblacién celular. En concreto, las células THY1
positivas pueden provenir tanto de FPs residentes en el higado, como de
fibrocitos, células de origen hematopoyético cuya migracion hacia el higado
ha sido descrita en casos de dafio hepatico como la colestasis. Los fibrocitos,
ademas de expresar el marcador hematopoyético CD45, también participan
en la fibrosis hepética mediante la expresion de colageno [235]. Para
comprobar si los cambios morfolégicos observados en la poblacion THY1 del
animal Irs2”- pudieran deberse a diferencias en el origen de esta poblacién,
se realizaron tinciones conjuntas de THY1 y CD45 en higados tratados con
dieta DDC durante 21 dias.

94



Capitulo 4. Resultados

CD3+ (células/mm?2)

WT Irs2-

Figura 30. Aumento de células estromales derivadas de la médula 6sea en los
animales Irs2”. (A) Imagenes representativas del andlisis por inmunofluorescencia de
THY1 y CD45 alrededor de venas portales (linea punteada blanca, VP) en criosecciones
de higados WT e Irs2” tratados con dieta DDC durante 21 dias (n=4). Barra de escala 25
um. Ampliacion de zonas de acumulacion de células CD45 positivas (recuadro punteado
amarillo) con barra de escala de 10 pm. (B) Imagenes representativas del andlisis por
inmunohistoquimica de CD3 alrededor de venas portales (linea punteada negra, VP) en
secciones de parafina de higados WT e Irs2” tratados con dieta DDC durante 21 dias.
Barra de escala 50 pm. Cuantificacién del nimero de células CD3 positivas por unidad de
area (n=6). Los datos representan el valor medio + SEM, **p < 0,01. Para comparar medias
se utilizo un andlisis t-test no pareado. Irs2, substrato receptor de insulina 2; WT, fenotipo
salvaje; Irs2”", raton deficiente del gen Irs2; VP; vena porta; THY1, antigeno celular del timo
1; CD45, grupo de diferenciacion 45; CD3, grupo de diferenciacion 45; d21, dia 21.

Los resultados mostraron una mayor tendencia de colocalizacion en
los animales Irs2” (Figura 30, A). Ademas, también se analiz6 el marcador
linfocitico CD3, cuya expresion ha sido descrita en células doble positivas
THY1 CDA45 durante el dafio hepatico [101]. El nimero de células CD3
positivas se encontraba aumentado un 61% en los animales Irs2”
comparado con los WT tras 21 dias de dieta DDC (Figura 30, B). Por tanto,
estos resultados muestran que ante la falta de Irs2, se producia un aumento
de células hematopoyéticas en el estroma fibrotico alrededor de las CPHs,

indicando una composicion del nicho progenitor diferencial.
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4.1.2 Estudio del papel de IRS2 en hCEHSs.

Tras comprobar que el dafio hepatico genera una respuesta
aberrante en la poblacion estromal de los animales Irs2”, se procedi6 a
estudiar in vitro cémo afecta la falta de IRS2 a hCEHs.

4.1.2.1 Laexpresion de RS2 no alterala proliferacion, migracion
ni estado de activacion de células estrelladas activadas
Durante el dafio hepatico las CEHg migran al lugar del dafio y pasan
a un estado activado, entrando en ciclo celular e induciendo asi su
proliferacion, expresando también genes profibréticos, citoquinas y factores
de crecimiento. De esta forma participan en la fibrogénesis provisional del
tejido y en la reepitelizacién del higado, siendo también responsables de la
fibrosis hepética debido a una perpetuacion de su activacion [98]. Dado el
fallo en la produccion de FGF7 y la reduccion de células GFAP positivas en
el modelo Irs27, surge la cuestion de si la falta de IRS2 tiene un papel directo
en la poblacién de CEHSs y cudles serian los mecanismos en los que estaria
implicado. Se realizé un silenciamiento de IRS2 mediante infeccién lentiviral
con un sh-RNA complementario en la linea de CEHs de origen humano LX-
2. Los resultados mostraron una reduccion proteica del 90% en la
denominada linea sh-IRS2 frente a la linea control de infeccion sh-luciferasa
(sh-luc) (Figura 31, A).

Ha sido descrito que el cultivo in vitro de CEHs sobre una superficie
de plastico induce una activacion espontanea de las mismas, aumentando la
sintesis de proteinas fibréticas [236]. Con el objetivo de analizar si la falta de
IRS2 inducia diferencias fenotipicas durante el estado de activacion de
CEHs, se realiz6 un ensayo de MTT con el que se estudio la viabilidad celular
de células LX-2 bajo el silenciamiento de IRS2. Los resultados no mostraron

cambios significativos (Figura 31, B).
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Figura 31. El silenciamiento de IRS2 no produce cambios en la viabilidad de células
estrelladas humanas. (A) Imagenes representativas del analisis proteico de IRS2 y -
Actina por western blot en células LX2 sh-luc y sh-IRS2. Cuantificacion de la expresion de
IRS2 representado como unidades relativas (UR) en tres experimentos independientes. (B)
Im&genes en contraste de fases de células LX2 sh-luc y sh-IRS2, con barra de escala de
100 um. Cuantificacién de la viabilidad celular por medio del ensayo MTT. Se realizaron 3
experimentos independientes con triplicados. Los datos representan el valor medio + SEM.
*p < 0,05. Para comparar medias se utilizd un analisis t-test pareado. IRS2, substrato
receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla
corta IRS2; UR, unidades relativas.

Con la finalidad de analizar posibles cambios en las capacidades
migratorias bajo el silenciamiento de IRS2, se llevé a cabo un ensayo de
herida. Los resultados no mostraron diferencias significativas en la tasa
migratoria tras 24 horas desde la realizacién de la “herida” en condiciones de

cultivo estandar de células LX-2 en su estado activado (Figura 32).
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Figura 32. La capacidad de migracion de células estrelladas no se ve afectada por el
silenciamiento de IRS2. Imagenes representativas del ensayo de herida en contraste de
fases de células LX2 sh-luc y sh-IRS2, a tiempo cero y tras 24 horas de realizar la herida.
Barra de escala de 200 pm. Cuantificacion del indice de migracion como el porcentaje del
area de herida cerrada tras 24 horas. Los datos representan el valor medio + SEM. Para
comparar medias se utilizé un andlisis t-test pareado. IRS2, substrato receptor de insulina
2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; h, horas.

Dado que la expresion proteica de a-SMA indica un estado activado
de las células LX-2 [237], se procedio a analizar si el silenciamiento de IRS2
repercutia en cambios en este marcador. El andlisis proteico tanto por
western blot (Figura 33, A) como por inmunofluorescencia (Figura 33, B) no
mostré variaciones significativas bajo estas condiciones de cultivo, aunque
si una ligera tendencia de aumento de expresion de a-SMA. De igual manera
se analizo la expresion del marcador de células estrelladas GFAP, en el que
tampoco se observaron cambios significativos (Figura 33, A). Por tanto, la
falta de expresion de IRS2 en cultivos de células LX-2 en su estado activado,
no afectd a su capacidad proliferativa, migratoria, ni a la expresion del

marcador miofibroblastico a-SMA.
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Figura 33. La expresion de a-SMA como marcador de miofibroblastos no se altera
ante la falta de IRS2 en células estrelladas humanas. (A) Imagenes representativas del
analisis proteico de IRS2, a-SMA, GFAP y B-Actina por western blot en células LX2 sh-luc
y sh-IRS2. Cuantificacion de la expresion de a-SMA (n=3) y GFAP (n=4) representado
como unidades relativas (UR). (B) Imagenes de inmunofluorescencia representativas del
nivel de a-SMA expresado en estos cultivos. Barra de escala de 50 um. Los datos
representan el valor medio + SEM. *p < 0,05. Para comparar medias se utilizé un analisis
t-test pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta
luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; UR, unidades relativas; a-SMA, a-actina
del musculo liso; GFAP, proteina acida fibrilar glial.

4.1.2.2 La inactivacion mitdtica de lineas de CEHs humanas
induce la expresiéon de FGF7
La fibrosis hepética es un proceso reversible en el que los
miofibroblastos entran en apoptosis, senescencia o también pueden dejar de
expresar genes profibroticos, dando lugar a una transicion a un estado
inactivado similar al quiescente [98]. Dada la importancia de este proceso en
la reparacion del dafio hepatico, se estudié si IRS2 pudiera ejercer un papel
durante esta transicion. Con el fin de modelar la inactivacion de CEHs in vitro,
células LX-2 fueron tratadas con el compuesto citostatico mitomicina C
(MitoC) y cultivadas sobre gelatina, ya que su uso ha sido indicado para
completar un estado de reversion en CEHs [238]. Como resultado, los
cultivos experimentaron un arresto del ciclo celular junto con cambios
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morfolégicos, adquiriendo un aspecto estrellado (Figura 34, A). El
tratamiento con MitoC también provocé una reduccién en la expresion del
marcador de miofibroblastos a-SMA, caracteristico del estado de activacion
miofibroblastico [237] (Figura 34, A y B). Ademas, dado que las CEHs son
productoras de FGF7 y tras observar una reduccion de este marcador en el
animal Irs2” durante el dafio hepético, se procedid a su andlisis. Los
resultados mostraron una induccién proteica tanto por inmunofluorescencia
como por western blot tras el tratamiento con MitoC (Figura 34, A y B).
Ademas, la inactivacién mitotica mediante la exposicion a MitoC junto con el
cultivo sobre gelatina de una linea primaria de origen humano de CEHs
(hCEH) también resulté en un aumento proteico de FGF7 (Figura 34, C).

A

5 LX2 c hCEH
Cont MitoC Cont MitoC
23/18 kDa s FGF7
SO | -
23/18 kDa FGF7
— 42 kDa E B-Actina
42 kDa | 3-Actina

Figura 34. El uso de MitoC inactiva mitdticamente células estrelladas humanas e
induce la expresion de FGF7. (A) Imagenes en contraste de fases de células LX2 en
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condiciones control activadas, y bajo el tratamiento de MitoC para la inducciéon de la
inactivacion celular. Imagenes de inmunofluorescencia representativas del nivel de a-SMA
y FGF7 expresado bajo ambas condiciones. Barra de escala de 50 pm. (B y C) Iméagenes
representativas del analisis proteico de a-SMA, FGF7 y 3-Actina por western blot en células
LX2 (B) y hCEH (C) bajo condiciones de activacion (cont) e inactivacion (MitoC). a-SMA, a-
actina del musculo liso; FGF7, factor de crecimiento fibroblastico 7; MitoC, mitomicina C;
Cont, control; hCEH, células estrelladas hepaticas primarias humanas.

4.1.2.3 IRS2 promueve la supervivencia de células estrelladas
inactivadas productoras de FGF7
Dada la importancia de la apoptosis de CEHs activadas durante la
resolucion fibrogénica [98], se testd si IRS2 pudiera ejercer un papel en este
proceso. Para ello se evaluoé la supervivencia de células LX2 a largo plazo (5
dias) tras el tratamiento con MitoC.
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Figura 35. El silenciamiento de IRS2 aumenta la muerte celular de células estrelladas
humanas inactivadas. (A) Imagenes en contraste de fases de células LX2 sh-luc y sh-IRS
inactivadas con MitoC, con barra de escala de 200 um. Cuantificaciéon de la viabilidad
celular por medio del ensayo MTT. Se realizaron 3 experimentos independientes con
triplicados. (B) Imagen representativa del nivel proteico de IRS2, P53, CASPASA-3 activa
y B-Actina expresado por células LX2 sh-luc y sh-IRS2 tras ser inactivadas con MitoC.

Cuantificacion de la expresiéon de P53 y CASPASA-3 activa representado como unidades
relativas (UR) (n=3-5). Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05 y **p < 0,01.
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Para comparar medias se utilizé un andlisis t-test pareado. IRS2, substrato receptor de
insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2;
MitoC, mitomicina C; UR, unidades relativas.

Los resultados mostraron que el silenciamiento de IRS2 reducia en
un 47% la capacidad de supervivencia de CEHs tras el tratamiento con MitoC
y su cultivo sobre gelatina (Figura 35, A). El analisis complementario de los
marcadores P53 y Caspasa-3 activa mostraron un aumento en las células
silenciadas tras la inactivacién (Figura 35, B). De modo que la falta de
expresion de IRS2 se tradujo en una mayor tasa de muerte celular por medio
de la induccion de apoptosis de CEHs inactivadas, estado en el que la

expresion de FGF7 se encontraba inducida.

Complementariamente, la linea primaria hCEH fue tratada con NT-
157, inhibidor alostérico de las proteinas IRS1/2 que conlleva su degradacion
proteosémica [239]. El estudio proteico de P53 y Caspasa-3 activa mostraron
una induccién de la muerte celular tras el tratamiento de NT-157 durante 72
horas (Figura 36), indicativo de un papel protector de la apoptosis de las

proteinas IRS1/2 en la linea primaria hCEH.

Caspasa-3
activa

GFAP

B-Actina

Figura 36. La inhibicion de las proteinas IRSs en la linea primaria de hCEHs induce
lamuerte celular. Imagenes en contraste de fases de células hCEH en condiciones control
(DMSO) y tratadas con NT-157 5uM durante 72 horas junto con andlisis proteico mediante
western blot de IRS2, P53, CASPASA-3 activa, GFAP y B-Actina (representativo de n=4).
IRS2, substrato receptor de insulina2; cont, control; GFAP, proteina &cida fibrilar glial.
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4.1.2.4 Lafaltade IRS2 disminuye la capacidad de reduccién de
a-SMA durante la inactivacion de LX-2

Tras observar que IRS2 promovia la supervivencia de CEHs
inactivadas, se estudio si su silenciamiento pudiera alterar la expresion del
marcador fibrogénico a-SMA tras su inactivacién con MitoC. Los resultados
mostraron una reduccion de a-SMA tanto en las células control como en las
silenciadas. Sin embargo, el silenciamiento de IRS2 mostré una menor
capacidad de reduccion proteica del marcador a-SMA, a juzgar por su mayor
expresion tras la inactivacion mitética (Figura 37). Estos resultados podrian
ser indicativos de una reduccién en la capacidad de inactivacién, o también

podrian indicar una supervivencia selectiva de células con caracter mas

fibrogénico.
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Figura 37. La falta de IRS2 reduce la capacidad de disminuir la expresiéon de a-SMA
ante la inactivacién de células estrelladas humanas. Imagen representativa del nivel
proteico de a-SMA y B-ACTINA expresado por células LX2 sh-luc y sh-IRS2 en condiciones
de activacién e inactivacion tras el tratamiento con MitoC. Cuantificacion de la expresion de
a-SMA representado como unidades relativas (UR) (n= 4-5). Los datos representan el valor
medio + SEM. *p < 0,05, **p < 0,01, y ***p< 0,001. Medias comparadas mediante andlisis
two-way ANOVA aplicando un test de Bonferrini para comparaciones multiples. IRS2,
substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN
de horquilla corta IRS2; MitoC, mitomicina C; UR, unidades relativas; a-SMA, a-actina del
musculo liso.
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4.2 Bloque 2: El papel de IRS2 durante el avance
tumoral hepético

La expresion de IRS2 ha sido vinculada con lesiones preneoplasicas
intrahepaticas [180]. Ademas, se le atribuye un papel protumoral a través de
la accién de YAP [240], cuya expresion también ha sido relacionada con la
desdiferenciacion de hepatocitos hacia células progenitoras [241]. Por otra
parte, durante el estudio del papel de IRS2 en la respuesta al dafio crénico
hepético, se ha observado como su expresion es necesaria tanto para la
reepitelizacién hepatica como para la diferenciacién hacia un estado epitelial,
similar al de los hepatocitos, de la linea progenitora de hepatoma HepaRG
[242]. Dadas las semejanzas entre los procesos de reparacion del dafio y el
cancer [138], el caracter poco diferenciado de los HBs y algunos HCCs
similar a células progenitoras [157], y la importancia de los procesos de
epitelizaciéon en cancer, se procedi6 a estudiar el papel de IRS2 en

hepatocarcinogénesis.

4.2.1 Laexpresiéon de IRS2 sereduce en estadios avanzados de HCC

y en tumores menos diferenciados y con peor pronéstico

En primer lugar y con el objetivo de estudiar si cambios en la
expresion de IRS2 son relevantes en HCC, se establecid una colaboracién
con el grupo del Dr. Yujin Hoshida del UT Southwestern Medical Center
(Texas, EEUU). El planteamiento de estas hipétesis llevd al analisis de
variaciones en la expresion de IRS2 gracias al meta-analisis de bases de
datos de origen publico por este grupo. En concreto, se utilizé la base de
datos “Gene Expression Omnibus” de la que, bajo el nimero de acceso
“GSEb54238” se obtuvieron datos de un total de 56 muestras de higados
sanos (n=10), con inflamacién (n=10), cirréticos (n=10) y con HCC. En este
ultimo se distinguen dos grupos tumorales, uno de estadio temprano (n=13)
y otro de estadio avanzado (n=13). Los datos muestran variaciones en la
expresion de IRS2 durante la progresion del dafio hepatico y cancer. Destaca

la reduccion significativa de IRS2 en aquellos tumores de caracter mas
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avanzado en comparacién con HCCs tempranos, con muestras de higados
sanos y con higados inflamados (Figura 38, A).

A “Gene Expression Omnibus” “GSE54238” B The Cancer Genome Atlas (TCGA)
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Figura 38. Muestras humanas de HCC de caracter avanzado y con un perfil de menor
diferenciacion y supervivencia reducen los niveles de IRS2. Cuantificacion de la
expresion de ARNm de IRS2 representado como unidades relativas (UR) en (A) muestras
humanas de higados sanos (n=10), con inflamacién crénica (n=10), cirréticos (n=10) o de
HCC de caracter temprano (n=13) y avanzado (n=13), (B) y en muestras de HCC de
diferentes subclases moleculares S1 (n=105), S2 (n=93) y S3 (n=176). En la representacion
se observa el valor de cada muestra como un punto junto con el valor medio + SEM. *p <
0,05, **p < 0,01y ***p < 0,001. Para comparar medias se utilizé un analisis one-way ANOVA
aplicando un test de Wilcoxon. IRS2, substrato receptor de insulina 2; UR, unidades
relativas; HCC, hepatocarcinoma; n, nimero de muestras.

Ademas, también se analizé el perfil de expresion de IRS2 en
muestras de HCC clasificadas previamente en tres subgrupos segun su perfil
transcriptomico, S3-S1 [159]. Los datos de estas muestras provienen de un
total de 8 cohortes de pacientes independientes recopiladas de forma
internacional, obteniéndose datos de un total de 374 muestras recopiladas
en el The Cancer Genome Atlas (TCGA). El andlisis de expresion de IRS2
en cada uno de los tres subgrupos revelé que los mayores niveles se
observaban en el subgrupo S3, caracterizado por poseer un perfil tumoral
diferenciado y de menor tamafio. Seguido de este, el perfil S2, caracterizado

por poseer un mayor tamafo junto con induccion de MYC y de AKT.
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Finalmente, el perfil S1 fue el que menor expresion de IRS2 presentaba,
siendo este grupo caracterizado por poseer un perfil de caracter progenitor
con bajo grado de diferenciacion, asociandose con un mayor indice de
reapariciéon en los pacientes, asi como con mayores capacidades invasivas
[159] (Figura 38, B). Por lo que mediante el andlisis de datos recogidos en
bases de datos de distinto origen, la expresién de IRS2 muestra una
disminucion a medida que se produce un avance tumoral y una
desdiferenciacion.

4.2.2 El silenciamiento de IRS2 no altera la capacidad proliferativa de

lalinea Huh6

Con el objetivo de estudiar cémo afecta la reduccion en la expresién
de IRS2 en hepatocarcinogénesis se silencidé IRS2 en diferentes lineas de
HCC y HB de origen humano, analizando para ello cambios fenotipicos
relevantes en tumorigénesis. En concreto, la linea de HB Huh6 proveniente
de hepatoblastos (hepatocitos en proceso de diferenciacion), ha sido descrita
como capaz de formar tumores intrahepéticos por medio de la migracién a
través de la vena esplénica desde un tumor primario en el bazo [243]. Esta
caracteristica permite no solo el estudio de sus capacidades migratorias e
invasivas in vivo, sino también el analisis de su comportamiento en un

microambiente intrahepatico y por tanto mas cercano a la realidad.

Por medio de infeccién lentiviral de la linea Huh6 se gener6 una
linea control sh-luciferasa (sh-luc) y otra que contenia un shRNA para IRS2
(sh-IRS2). En primer lugar se evalud el correcto silenciamiento de IRS2,
observandose un descenso del 84% en la expresion proteica (Figura 39, A).
Con el objetivo de analizar si este silenciamiento conllevaba cambios en la
capacidad de proliferacion, se midi6 la actividad metabdlica celular relativa
al nimero de células viables por medio del ensayo MTT, no resultando en
cambios significativos al silenciar IRS2 (Figura 39, B). El estudio de la tasa
de sintesis de ADN por medio de la incorporacién de BrdU tampoco resultd

en cambios significativos (Figura 39, C), indicando que el silenciamiento de
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IRS2 en la linea Huh6 y bajo condiciones estandar de cultivo, no muestra

cambios en la proliferacién celular.
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Figura 39. El silenciamiento de IRS2 en Huh6 no altera la proliferacién celular. (A)
Imagen representativa del analisis proteico de IRS2 por western blot en células Huh6 en
condiciones control (sh-luc) y bajo el silenciamiento de IRS2 (sh-IRS2). Cuantificacion de
expresion representada como unidades relativas (UR) en tres experimentos
independientes. (B) Cuantificacion de la viabilidad celular por medio del ensayo MTT con
triplicados en tres experimentos independientes (C) (Izquierda) Imagenes confocales de
inmunofluorescencia representativas de la tincién anti-BrdU en cultivos Huh6 control (sh-
luc) y bajo el silenciamiento de IRS2 (sh-IRS2). Barra de escala 50 pm. (Derecha)
Cuantificacion del porcentaje de nucleos BrdU positivos en cultivos Huh6 control (sh-luc) y
bajo el silenciamiento de IRS2 (sh-IRS2) en 3 experimentos independientes con un total de
2,7 x 10* células analizadas. Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05. Para
comparar medias se utilizé un andlisis t-test pareado. IRS2, substrato receptor de insulina
2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; UR,
unidades relativas.

4.2.3 Laformacion de colonias aisladas de mayor tamafio incrementa
al reducir los niveles de IRS2
El ensayo de clonogénesis modela la capacidad de supervivencia y
crecimiento de células aisladas. Con el objetivo de evaluar si la expresion de
IRS2 afectaba a estas capacidades protumorigénicas, se llevé a cabo ensayo

con la linea Huh6. Tras 12 dias en cultivo, se observé la formacion de
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colonias de diferentes tamafios predominando unas colonias pequefas con
un fenotipo compacto y mayores en las que los limites se mostraban
dispersos y en las que células individuales carentes de contacto entre si y
con una alta expresién de vimentina se extendian hacia la periferia (Figura
40, A). El silenciamiento de IRS2 no reflej6 cambios significativos en el
namero total de colonias formadas, pero resultdé en un enriquecimiento de
colonias de mayor tamafio y caracter disperso, mientras que disminuia
ligeramente el nUmero de colonias de menor tamafio (Figura 40, B).
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Figura 40. La falta de IRS2 en Huh6 promueve la formacién de colonias de mayor
tamafio y mayor dispersion. (A) Imagenes representativas de inmunofluoresncenia de
colonias sh-IRS2 tefiidas con vimentina y Hoechst (H) distribuidas en funcion de su
tamafio. Barra de escala 200 pm. (B) Imagenes representativas del analisis de
clonogenicidad de la linea Huh6 en condiciones control (sh-luc) y bajo el silenciamiento de
IRS2 (sh-IRS2). Representacion del nimero de colonias en funcién de su tamafio (n=3, con
triplicados). **p < 0,01. Medias comparadas mediante un analisis two-way ANOVA
aplicando un test de Sidak para comparaciones mdltiples. IRS2, substrato receptor de
insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2;
H, Hoechst.
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Con el objetivo de analizar si diferencias en la expresién de IRS2
enddgeno pudiera generar cambios similares, se llevo a cabo este mismo
ensayo con la linea reportera celular clonal Huh6 pIRS2-GFP, que expresa
GFP bajo el control del promotor de IRS2 (Figura 41, A). Esta construccion
genética ha sido previamente validada y caracterizada bajo el uso de la linea
HepaRG [242]. Mediante separacion celular por citometria de flujo se
aislaron dos poblaciones celulares, una en la que la expresion de IRS2 se
encontraba enriquecida y otra en la que se encontraba reducida. El ensayo
de clonogénesis realizado con ambas poblaciones mostr6 que las células
con menores niveles de expresion de IRS2 enddgeno generaban mas
colonias de mayor tamafio (Figura 41, B). Estos resultados indican que la
reduccion en la expresion de IRS2, tanto a través de su silenciamiento como
a través de una menor expresion enddgena, resulta en la formacion de

colonias de mayor tamafio a partir de células aisladas.
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Figura 41. La reduccién de expresion enddgena de IRS2 en Huh6 promueve la
formacion de colonias de mayor tamafio. (A) Imagen de la linea celular reportera clonal
Huh6 pIRS2-GFP tefiida con Hoechst. Barra de escala 100 pm. (B) Iméagenes
representativas del andlisis de clonogenicidad de la linea Huh6 pIRS2-GFP a partir de
células enriquecidas en IRS2 (GFP+) y con bajos niveles de expresion de IRS2 (GFP-).
Representacion del nimero de colonias en funcién de su tamafio (n=2, con triplicados).
GFP, proteina verde fluorescente.

4.2.4 El silenciamiento de IRS2 en Huh6 induce cambios en el
citoesqueleto de actina
La observacion de la morfologia celular en contraste de fases de
Huh6 bajo condiciones estandar de cultivo, mostré un cambio en el aspecto

celular al silenciar IRS2. Para estudiar mas en profundidad estas variaciones,
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se realiz6 un marcaje del citoesqueleto de actina con faloidina (F-Actina). Los
resultados revelaron que las células silenciadas perdian la organizacién de
filamentos de actina, de forma que los filamentos dispuestos a lo largo del
cuerpo celular pasaban a agruparse en la periferia formando protusiones de
F-actina (Figura 42). Estas protusiones han sido descritas como filopodios y
estan vinculadas con la promocion de la motilidad celular [161].

Contraste de fases

‘I:Iﬁ

Figura 42. El silenciamiento de IRS2 en Huh6 altera la morfologia del citoesqueleto
celular. (Izquierda) Imagenes en contraste de fases (derecha) e imagenes confocales de
inmunofluorescencia representativas de cultivos Huh6 control (sh-luc) y silenciando IRS2
(sh-IRS2), tefiidas con F-Actina. Se pueden observar diferentes aumentos con barra de
escala 100 pm, 25 um y 10 pm (de izquierda a derecha). IRS2, substrato receptor de
insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2;.

425 La tasa migratoria e invasiva de Huh6 aumenta tras el

silenciamiento de IRS2 in vitro

El estudio de cambios en las capacidades migratorias bajo el
silenciamiento de IRS2 se realiz6 mediante un ensayo de herida, en él se
estudié la capacidad de cierre de un area libre de células. Este ensayo
mostré que tras 7 horas de migracion, las células carentes de IRS2 migraban
mas réapido, llegando a cubrir un 20% mas del area libre de células (Figura
43, A). El aumento en la tasa migratoria también fue corroborado mediante
el ensayo de transwell, en el que el silenciamiento de IRS2 favorecia la
migracion a través de los poros de la camara (Figura 43, B). Por medio de

ambos ensayos se demostré que el silenciamiento de IRS2 promovia la
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migracion in vitro de Huh6. Ademas, también se evalud la capacidad invasiva
de estas células. Para ello se adiciond matrigel a las camaras transwell, de
modo que para poder traspasar el estrato formado, las células debian ser
capaces de reducir la formaciéon de adhesiones. Los resultados mostraron
que el silenciamiento de IRS2 en Huh6 aumenta la capacidad invasiva
(Figura 43, C).
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Figura 43. El silenciamiento de IRS2 en la linea Huh6 promueve la migraciéon e
invasion celular. (A) Imagenes de contraste de fases del experimento de herida en tiempo
0 (Oh) y tras 7 horas (7h) en cultivo, en células Huh6 sh-luc y sh-IRS2. Barra de escala 200
um. Los recuadros negros muestran una zona magnificada con barra de escala de 50 pm.
Cuantificacion del indice de migracion mediante el calculo del porcentaje de area cerrada
tras 7 horas en tres experimentos independientes, con al menos 3 réplicas cada uno. (B y
C) Experimento de migracion e invasion por transwell en el que se muestran Imagenes de
células teflidas que han traspasado los poros, y la cuantificacion de la tasa de migracion e
invasién representado como unidades relativas (UR). Los controles han sido normalizados
a la unidad. Se llevaron a cabo 3 experimentos independientes. Barra de escala 50 pum.
Los datos representan el valor medio + SEM. *p< 0,05, **p< 0,01. Para comparar medias
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se utilizd un analisis t-test pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de
horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; UR, unidades relativas.

426 El silenciamiento de IRS2 promueve las capacidades

metastasicas de células Huh6

Tras observar un aumento en la capacidad migratoria de Huh6
debido al silenciamiento de IRS2 in vitro, se procedié al estudio del
comportamiento migratorio in vivo. La inyeccion intraesplénica de las células
Huh6 provocé la formacién de un tumor primario en el bazo de los animales
SCID. Esta linea celular tiene una alta capacidad de migracion e invasion en
comparacion con otras lineas de HCC [243], lo que le permite migrar a través
de la vena esplénica y vena porta hepatica hasta alcanzar el higado y
metastatizar en este formando tumores intrahepéticos (Figura 44, A).
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Figura 44. Lafaltade IRS2 en lalinea celular Huh6 promueve lamigracién in vivo. (A)
Esquema representativo del procedimiento de experimentacién por el que las células Huhé
son inyectadas en el bazo de los animales, formando en este un tumor primario y migrando
através de la vena esplénica y porta hasta el higado, donde forman tumores intrahepaticos.
(B) Iméagenes representativas del ensayo de migracion bazo-higado. Se observan tumores
intrahepaticos (flechas negras) formados a partir de la migracion de un tumor primario Huh6
intraesplénico sh-luc y sh-IRS2. Cuantificacibn de la carga tumoral intrahepatica
(representado como un punto por cada animal, junto con el valor medio +SEM) y (C) de su
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tamario longitudinal (n=6 y 7). *p< 0,05. Para comparar medias se utilizé un analisis t-test
no pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta
luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; HCC, hepatocarcinoma.

Tras cuatro semanas desde la inyeccion intraesplénica, se procedié
al estudio de la formacién de tumores intrahepaticos de forma macroscépica.
El silenciamiento de IRS2 resulté en un aumento no significativo (p=0,054
aplicando un t-test) de la carga tumoral intrahepatica de cada animal. El
namero medio de tumores intrahepaticos por animal fue de 2,714 + 1,248
tumores en los controles en comparacion con 7,167 + 2,344 tumores (media
+ SEM) utilizando las células silenciadas (Figura 44, B). Cabe destacar que
el nimero total de tumores macroscopicos formados en los animales
controles fue de 19 (n=7 animales) en comparacion con 43 bajo el
silenciamiento de IRS2 (n=6 animales). Destac6 el tamafio tumoral de los
tumores sh-IRS2, resultando 2,6 veces mayor que en los controles (Figura
44, C). Los resultados obtenidos en este ensayo mimetizan los obtenidos en
el ensayo de clonogénesis, ya que el silenciamiento de IRS2 genera tumores
pequefios como los controles, pero también resulta en la formacién de
tumores de mayor tamafio ausentes en los controles, ademas de corroborar

la mayor capacidad migratoria observada in vitro.

La examinacion histoldgica de los tumores mediante la realizacién
de tinciones de hematoxilina y eosina reveld diferencias a nivel morfolégico
(Figura 45, A). Los tumores que silenciaban la expresion de IRS2 mostraron
una reduccién del area tumoral necrética (Figura 45, B). Ademas, dada la
importancia de la expresion del gen supresor de tumores p53 en cancer, y
en concreto la relacién de su menor expresion en HCCs con una menor
diferenciacion y mayor progresion tumoral [244], se analiz6 su expresion. Los
resultados mostraron una reduccion de p53 a nivel de ARNm en los tumores
sh-IRS2 (Figura 45, C).
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Figura 45. El silenciamiento de IRS2 en tumores intrahepéaticos reduce la necrosis
tumoral y la expresién de P53. (A) Imagenes en campo claro de tincién de hematoxilina
y eosina de higados con tumores intrahepaticos Huh6 sh-luc y sh-IRS2 (T), rodeados en el
limite con el tejido hepatico no tumoral (H). Barra de escala 500 y 50 pm. (B) Cuantificacion
del area de tejido tumoral necrético representado como porcentaje (n=2-8). (C)
Cuantificacion de la expresion de ARNm de P53 representado como unidades relativas
(UR), utilizando RPL19 como gen de referencia en tumores intrahepaticos sh-luc y sh-IRS2
(n=7). Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05 y ***p < 0,001. Para comparar
medias se utiliz6 un andlisis t-test no pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-
luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; UR, unidades
relativas.

o
L

114



Capitulo 4. Resultados

427 La falta de IRS2 en la linea epitelial Hep3B promueve el

crecimiento de xenoinjertos subcutaneos

De manera adicional, también se estudiaron las consecuencias de
la pérdida de expresion de IRS2 en la linea epitelial de hepatocarcinoma
Hep3B. Para ello se generd una linea control sh-luc y otra sh-IRS2. El
correcto silenciamiento se verific6 mediante andlisis proteico y de ARNm,
observandose un descenso de expresion transcripcional del 55% que dio
lugar a su reduccion proteica (Figura 46, A). La caracterizacion fenotipica de
esta linea no resultd en cambios significativos en el crecimiento celular, a
juzgar por los resultados obtenidos en el ensayo MTT (Figura 46, B), al igual
gue lo observado con la linea Huh6.
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Figura 46. El silenciamiento de IRS2 en la linea Hep3B no afecta a la proliferacion
celular pero aumenta el nimero de colonias de mayor tamafio. (A) Imagenes
representativas del andlisis de expresion proteica de IRS2 de la linea Hep3B bajo
condiciones sh-luc y sh-IRS2, junto con un andlisis de expresion de ARNm (n=3). Para
comparar medias se utilizé un analisis t-test pareado *p < 0,05 (B) Cuantificacion de la
viabilidad celular por medio del ensayo MTT, representado como valor medio + SEM (n=5,
con triplicados). Para comparar medias se utilizé un andlisis t-test pareado. (C) Imagenes
representativas del andlisis de clonogenicidad de la linea Hep3B sh-luc y sh-IRS2 y
representacion del nimero de colonias en funcién de su tamafio (n=3, con triplicados).
Barra de escala 2,5 mm. Medias comparadas mediante un andlisis two-way ANOVA
aplicando un test de Sidak para comparaciones multiples. IRS2, substrato receptor de
insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2;
UR, unidades relativas.
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Mediante el ensayo de clonogénesis se observé que el tamafio de
las colonias obtenidas era generalmente pequefio, poseyendo estas una
morfologia compacta. El silenciamiento de IRS2 en Hep3B mostré6 una
tendencia en el aumento de la capacidad de supervivencia de células
aisladas y su desarrollo hasta la formacién de colonias, en concreto, las de
mayor tamafio (Figura 46, C).
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Figura 47. El silenciamiento de IRS2 en la linea Hep3B aumenta el peso y volumen
tumoral. (A) Representacion del volumen tumoral en funcién del tiempo como el valor
medio +SEM (n=2-6). Medias comparadas mediante un andlisis two-way ANOVA aplicando
un test de Sidak para comparaciones mdltiples. *p < 0,05. (B) Representacién del peso de
xenoinjertos subcutdneos formados a partir de células Hep3B sh-luc y sh-IRS2,
representado como el valor maximo y minimo y la mediana (n=5-6). Para comparar medias
se utilizé6 un andlisis t-test no pareado. (C) Imégenes en campo claro de tincion de
hematoxilina y eosina de xenoinjertos subcutdneos Hep3B sh-luc y sh-IRS2. Barra de
escala 100 y 50 um. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta
luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2.

Para estudiar la capacidad de formacién de tumores a partir de estas
células in vivo, se generaron xenoinjertos subcutaneos (debido a su
incapacidad de formacion de tumores en el ensayo de migracion bazo-
higado). Tras la inyeccién subcutanea de estas células se midié el volumen

de los tumores formados con una frecuencia semanal. El silenciamiento de
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IRS2 resulté en un aumento del volumen tumoral (Figura 47, A), pudiéndose
palpar 2 tumores en los controles y 6 en los silenciados, de entre un total de
6 animales inyectados en cada grupo. La extracciéon de tumores al término
del experimento permiti6 obtener el peso de los tumores menores, no
palpables en el animal, lo que resulté en un ratio tumoral de 5/6 y 6/6 entre
los tumores controles y silenciados respectivamente. La medida del peso
tumoral mostré un aumento no significativo (p=0,067) desde 0,4 +0,2ga 0,9
+ 0,2 g (media + SEM) al silenciar IRS2 (Figura 47, B).

El andlisis histolégico de los xenoinjertos subcutaneos generado a
partir de células Hep3B también mostré diferencias bajo el silenciamiento de
IRS2. Cabe destacar las agrupaciones celulares en forma de ductos de los
tumores sh-IRS2, similares a las reacciones ductulares descritas en
patologias hepaticas donde las células progenitoras se localizan (Figura 47,
C).

4.2.8 El silenciamiento de IRS2 no es suficiente para promover una

EMT in vitro

El avance tumoral generalmente estiq vinculado con mayores
habilidades migratorias e invasivas, con cambios morfolégicos debidos a la
reorganizacion del citoesqueleto de actina y con cambios en proteinas de
adhesion tipicas de procesos EMT, entre otros eventos [245]. Tras observar
que el silenciamiento de IRS2 aumenta el potencial metastasico de diferentes
lineas de HCC y limita la capacidad de diferenciacion de la linea progenitora
HepaRG [242], se planted la hipétesis de que el silenciamiento de IRS2
pudiera promover una EMT in vitro. De entre las lineas celulares utilizadas,
HepG2 no mostré niveles detectables de IRS2, por lo que su silenciamiento
no fue analizado en esta linea. El estudio de marcadores epiteliales como E-
cadherina y FGFR2-Illb indicaban que Hep3B era la linea con mayor indice
epitelial in vitro, mientras que Huh6 era la linea que poseia un mayor indice
mesenquimal debido a su alta expresion de vimentina (Figura 48), muestra

de la heterogeneidad de las lineas celulares usadas en este proyecto.
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Se analizaron cambios en la expresion de proteinas de adhesién
relevantes en una EMT, como son la pérdida de E-cadherina y el aumento
en la expresién N-cadherina y vimentina [135]. Los resultados en la linea
HepaRG mostraron un descenso en la expresion de E-cadherina del 96,7%
+ 9,0 UR (media + SEM) tras silenciar IRS2 y en condiciones de cultivo
estandar. En estas condiciones también se observo un ligero aumento de N-
cadherina y ausencia de cambios en vimentina (Figura 49, A), aunque cabe
destacar los reducidos niveles de expresion basal de vimentina que posee
esta linea (Figura 48).
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Figura 48. Andlisis de expresién de ARNm de IRS2 y marcadores epiteliales y
mesenquimales de las diferentes lineas utilizadas en el estudio. Expresion de ARNm
de IRS2, E-cadherina, FGFR2-1IIb y Vimentina representado como unidades relativas (UR),
utilizando RPL19 como gen de referencia en las lineas HepaRG, Huh6, HepG2 y Hep3B
(n=3). Los datos representan el valor medio + SEM. IRS2, substrato receptor de insulina 2;
E-CAD, E-cadherina; FGFR2-lIIb, receptor 2-lllb del factor de crecimiento fibroblastico;
VIM, vimentina; UR, unidades relativas.
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Figura 49. El silenciamiento de IRS2 promueve cambios en la expresion de
marcadores caracteristicos de una EMT en las lineas HepaRG (A) y Huh6 (B).
Iméagenes representativas del andlisis proteico de IRS2, E-cadherina y N-cadherina por
western blot en células Huh6 y HepaRG en condiciones control (sh-luc y scramb) y sh-
IRS2. Cuantificacién de expresion representado como unidades relativas (UR) en tres
(Huh6) y cuatro (HepaRG) experimentos independientes. Los datos representan el valor
medio + SEM. *p < 0,05, **p< 0,01. Para comparar medias se utiliz6 un andlisis t-test
pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta luciferasa;
sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; E-CAD, E-cadherina; N-CAD, N-cadherina; VIM,
vimentina UR, unidades relativas.
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Por otra parte, el silenciamiento de IRS2 en la linea Huh6 no vario
la expresién de E-cadherina, cuyos niveles basales eran también muy
reducidos (Figura 48). Sin embargo, la expresién de N-cadherina aumenté al
doble, indicando un fenotipo mesenquimal alterado, aunque no se
observaron grandes diferencias en la expresion de vimentina (Figura 49, B).
Finalmente, el analisis de expresion de estas proteinas en la linea epitelial
Hep3B no resultdé en cambios tipicos de una EMT. Los niveles de E-
cadherina y vimentina no se vieron alterados, mientras que los de N-
cadherina disminuyeron ligeramente al silenciar IRS2 (Figura 49, C). Estos
resultados indican que el silenciamiento de IRS2 aunque puede influir en la
expresion de proteinas de adhesion implicadas en una EMT, no es suficiente

para inducir este proceso.

429 Laexpresion de IRS2 es necesaria para la epitelizacion de Huh6

tras la metastasis in vivo

El andlisis de los tumores intrahepaticos generados a partir de la
migracion de células Huh6 desde el bazo hacia el higado se centr6 tanto en
el estudio de E-cadherina, cuya reduccion esté vinculada a un proceso EMT
y ha sido asociada con la promocién del HCC [246], como de FGFR2-lllb,
cuya expresion hemos observado que es dependiente de Irs2 durante la
reparacion del dafio hepético crénico [242] y ademas su reduccién ha sido
vinculada con un perfil de HCC mas agresivo [221]. El andlisis mediante
inmunofluorescencia mostré una menor expresion proteica de FGFR2 en las
células que componian los tumores intrahepaticos sh-IRS2 (T), limitrofes con
el tejido hepético (H) (Figura 50, A). El estudio de expresion de ARNm del
tejido tumoral corrobor6 el correcto silenciamiento de IRS2. Llamativamente,
se observé una reduccion en la expresion de IRS2 entre las células control
cultivadas in vitro y los tumores intrahepéticos formados con estas mismas
células (Figura 50, B), pudiendo sugerir posibles cambios en IRS2 durante el
proceso de migracion y metastasis.
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Figura 50. El silenciamiento de IRS2 en tumores intrahepéaticos y xenoinjertos
subcutaneos reduce su epitelizacion. (A) Imagenes confocales de inmunofluorescencia
representativas de la tincién anti-FGFR2 en tumores intrahepaticos Huh6 sh-luc y sh-IRS2
(T) en el limite con el tejido hepatico no tumoral (H). Barra de escala 15 pm. (B)
Cuantificacion de la expresién de ARNm de IRS2, FGFR2-Illb y E-cadherina representado
como unidades relativas (UR) utilizando como gen de referencia RPL19 en muestras de
células Huh6 cultivadas in vitro (n=3), y en tumores intrahepaticos formados por estas
mismas (in vivo) (n=3-8), sh-luc y sh-IRS2. Medias comparadas mediante un analisis two-
way ANOVA aplicando un test Bonferroni de comparaciones multiples. (C) Imagen
representativa del nivel proteico de IRS2, E-cadherina y B-actina expresado por células
Huh6 in vitro e in vivo en tumores intrahepaticos sh-luc y sh-IRS2. Cuantificacion de la
expresion de E-cadherina en estas muestras representado como unidades relativas (UR)
(n= 2-3). (D) Cuantificacion de la expresién de ARNm de IRS2, E-cadherina y FGFR2-Illb
representado como unidades relativas (UR) utilizando como gen de referencia RPL19 en
xenoinjertos sh-luc y sh-IRS2 (n= 4-5). Los datos representan el valor medio + SEM. *p <
0,05y **p < 0,01, **p < 0,01, y ***p< 0,001. Para comparar medias se utilizé un analisis t-
test no pareado. (E) Imagenes de inmunofluorescencia representativas de la tincién anti-
FGFR2 en xenoinjertos Hep3B control (sh-luc) y silenciando IRS2 (sh-IRS2). Barra de
escala 50 pm. IRS2, substrato receptor de insulina 2; sh-luc, ARN de horquilla corta
luciferasa; sh-IRS2, ARN de horquilla corta IRS2; E-CAD, E-cadherina; FGFR2-IIIb,
receptor 2-11lb del factor de crecimiento fibroblastico; UR, unidades relativas.

Por otra parte, el estudio de los marcadores epiteliales FGFR2-111b
y E-cadherina (Figura 50, B), y la expresion proteica de E-cadherina (Figura
50, C), tanto en células cultivadas in vitro como en los tumores
intrahepaticos, mostré una MET entre las células control cultivadas in vitro y
los tumores intrahepaticos formados por estas. Sin embargo, el
silenciamiento de IRS2 impidi6 el proceso MET, resultando en la generacion
de tumores intrahepaticos con menor grado de epitelizacion, a juzgar por la
reducciéon en FGFR2-Illb y en E-cadherina, tanto a nivel de ARNm como a

nivel proteico.

Complementariamente, el andlisis de expresion de ARNm de
xenoinjertos Hep3B subcutaneos también verificé el silenciamiento de IRS2,
junto con un ligero descenso no significativo (P=0,0522) de la expresion de
E-cadherina y una reduccion en la expresion del receptor epitelial FGFR2-
IlIb del 60% en comparacion con los controles (Figura 50, D). Ademas, en
consonancia con el estudio de expresion de ARNm, la tincién por
inmunofluorescencia de los tumores también mostré un descenso a nivel
proteico de FGFR2 (Figura 50, E) indicando una reduccion del fenotipo

epitelial tumoral ante el silenciamiento de IRS2.
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4.2.10 Lasobreexpresion de IRS2 promueve MET in vitro

Tras observar que el silenciamiento de IRS2 impide el proceso MET
entre células Huh6 cultivadas in vitro y los tumores intrahepaticos formados
a partir de ellas (Figura 50), se traté de analizar si la expresion de IRS2
pudiera ser suficiente para inducir un proceso MET. Para ello se
sobreexpresd IRS2 en diferentes lineas de HB y hepatoma mediante
infeccion lentivirica del inserto IRS2 de origen murino. Al tratarse de la
expresion de un gen de raton en células de origen humano, en primer lugar
se examind si la proteina sobreexpresada era capaz de promover la
sefializacion de insulina/IGF-1. Para ello, se estudiaron posibles cambios en
la localizacién celular del factor de transcripcion FOXO1, que bajo la
sefializacion activa de insulina/IGF-1 sufre una traslocacion desde el nicleo
al citoplasma [247]. Como resultado, la sobreexpresion de IRS2 en la linea
HepG2 promovid la traslocacion de FOXO1 hacia el citoplasma (Figura 51,
A), indicando una sefializacion activa de insulina/IGF-1.

Ademés, estas mismas células fueron estimuladas con insulina
(InM) y con IGF-1 (1nM) seguido del analisis proteico de la fosforilacion de
proteinas implicadas en la ruta de sefializacion de ambos factores. La
diferencia méas llamativa tras la estimulacion con insulina fue el incremento
de los niveles de p-AKT en la linea mIRS2, indicativo de la activacion de la
ruta PI3K. Por otra parte, la estimulacién con IGF-1 inducia estas proteinas

de forma similar en ambas lineas celulares (Figura 51, B).
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Figura 51. La sobreexpresion de IRS2 de origen murino en HepG2 promueve la
sefializacién de insulina/IGF-1. (A) Imagenes de inmunofluorescencia representativas de
la tincién anti-FOXO-01 en células HepG2 control (GFP) y sobreexpresando IRS2 (mIRS2).
Barra de escala 25 pm. (B) Imagenes del analisis de expresion proteica por western blot de
p-AKT, p-GSK3 y p-ERK en muestras de células HepG2 control (GFP) y sobreexpresando
IRS2 (MIRS2) bajo condiciones de ayunas y estimulacién de insulina (1nM) e IGF-1 (1nM).
IRS2, substrato receptor de insulina 2; mIRS2, IRS2 de ratén; GFP, proteina verde
fluorescente; p-AKT; proteina quinasa B fosforilada; p-GSK3 a y B, glucdgeno sintasa
quinasa 3 alfay beta fosforilada; p-ERK, quinasa regulada por sefial extracelular fosforilada;
FOXO1, forkhead box protein O1.

Tras observar que la sobreexpresion de IRS2 de origen murino en
la linea humana HepG2 inducia la sefalizacion de insulina, se estudié el
perfil de expresion de proteinas de adhesion en las lineas HepaRG, Huh6 y
HepG2. La sobreexpresion de IRS2 resultd en un gran aumento en la
expresion de E-cadherina en todas las lineas examinadas. Ademas, la
reduccion de vimentina en un 32% (Figura 52, A) y un 52% (Figura 52, B) en
las lineas HepaRG y Huh6 respectivamente, junto con la reduccién de N-
cadherina de un 52% en HepG2 (Figura 52, C), indicaban que la expresién
de IRS2 inducia el proceso MET in vitro. La expresion de vimentina no pudo
ser caracterizada en HepG2 debido a los niveles tan reducidos que
presentaba.
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Figura52. La sobreexpresion de IRS2 promueve cambios en la expresion de distintos
marcadores caracteristicos de una MET en las lineas HepaRG (A), Huh6 (B) y HepG2
(C). Imagenes representativas del andlisis proteico de IRS2, E-Cadherina, N-Cadherina y
Vimentina por western blot en células HepaRG, Huh6 y HepG2 en condiciones control
(GFP) y sobreexpresando IRS2 (mIRS2). Cuantificacion de expresion representado como
unidades relativas (UR) (n= 3 - 4). Los datos representan el valor medio + SEM. *p < 0,05,
**p< 0,01 y ***p < 0,001. Para comparar medias se utiliz6 un analisis t-test pareado. IRS2,
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substrato receptor de insulina 2; mIRS2, IRS2 de raton; GFP, proteina verde fluorescente;
E-CAD, E-cadherina; N-CAD, N-cadherina; VIM, vimentina UR, unidades relativas.

4.2.11 La expresion de FGFR2-Illb aumenta al sobreexpresar IRS2 en

las lineas Huh6 y HepG2 in vitro

La falta de Irs2 en el modelo animal reducia los niveles de FGFR2-
IlIb durante el dafio hepatico cronico (Figura 26). Ademas, su reduccién esta
vinculada con una mayor agresividad de hepatocarcinomas [221]. Tras
observar que el silenciamiento de IRS2 reducia la expresion de este receptor
epitelial, se evalué si la sobreexpresion de IRS2 era capaz de inducir
cambios en FGFR2-1lIb. El analisis en lalinea Huh6 en condiciones de cultivo
estandar, resulté en una induccion en la expresion de ARNm de este receptor
epitelial de hasta 5,8 veces sobreexpresando IRS2. Adicionalmente, también
se observé un aumento en la expresion proteica de FGFR2 por
inmunofluorescencia (Figura 53, A). Al tratarse Huh6 de una linea mixta
epitelial-mesenquimal, se examind si la expresion de IRS2 podria también
inducir cambios en el ligando de origen mesenquimal de este receptor, FGF7.
Los resultados mostraron un aumento de 2,8 veces en su expresion (Figura
53, A), resultando la sobreexpresion de IRS2 en un aumento de esta ruta de
sefalizacion. También se analizo la expresion de ARNm de FGFR2-1llb de
cultivos HepG2, donde la sobreexpresion de IRS2 condujo a un incremento
de mas del doble de su expresién, junto con el aumento proteico de FGFR2,
observado mediante tinciones de inmunofluorescencia en dichos cultivos
(Figura 53, B).
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Figura 53. Induccién de la expresion de FGFR2-lllb sobreexpresando IRS2.
Cuantificacion de la expresion de ARNm de FGFR2-IlIb en las lineas Huh6 (A) y HepG2
(B) y de FGF7 en la linea Huh6, en condiciones control (GFP) y sobreexpresando IRS2
(mIRS2), representados como unidades relativas (UR) (n=3). Imagenes de fluorescencia
representativas de la tincion anti-FGFR2 en estas células. Barra de escala 50 um. Los datos
representan el valor medio + SEM. *p < 0,05, **p< 0,01. Para comparar medias se utilizd
un analisis t-test pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; mIRS2, IRS2 de ratén;
GFP, proteina verde fluorescente; FGF7, factor de crecimiento fibroblastico 7; FGFR2-IlIb,
receptor 2-11b del factor de crecimiento fibroblastico ;UR, unidades relativas.

127



Capitulo 4. Resultados

4.2.12 Lasobreexpresion de IRS2reduce la capacidad de migracién in
vivo y formacion de tumores intrahepaticos de células Huh6
Finalmente, se procedid a estudiar si la sobreexpresion de IRS2 en

la linea Huh6 era capaz de revertir el fenotipo promigratorio observado bajo

el silenciamiento de IRS2. Para ello se realiz6 un ensayo de migracion bazo-
higado en el que se generaron tumores intraesplénicos primarios mediante
inyeccién de células Huh6 control (GFP) y sobreexpresando IRS2 (mIRS2)

(Figura 54, A). Tras 6 semanas se analizaron de forma macroscépica los

tumores intrahepaticos generados, resultando la sobreexpresion de IRS2 en

una reduccién del 63% de la carga tumoral intrahepética (Figura 54, B)

indicativa de una menor capacidad migratoria in vivo.

De forma llamativa, se observé una pérdida de sobreexpresiéon de
IRS2 en los tumores intrahepaticos formados. Mientras que las células
cultivadas in vitro mantenian esta sobreexpresion en un 183'7% + 21%
(media £ SEM), los tumores intrahepaticos formados a partir de estas
mismas células perdian la significancia de las diferencias estadisticas,
aumentando la expresion de IRS2 en tan solo un 56,0% + 43,9% (media +

SEM), tres veces menos que in vitro (Figura 54, C).

Con el objetivo de analizar si la sobreexpresion de IRS2 se perdia
durante la migracidon bazo-higado, se analizaron estos tumores en mayor
detalle. La insercién lentiviral que contenia el inserto de IRS2 también
expresaba el epitopo FLAG. De modo que se analizaron diferencias en la
expresion de FLAG entre los tumores primarios intraesplénicos y los tumores
intrahepaticos formados a partir de la diseminacion y migracion de estas
células. Como control negativo de tincidn se utilizaron muestras de tumores
intraesplénicos controles, donde no se observd tincion de FLAG. La
cuantificacion de la intensidad de tincion del tumor del bazo con respecto al
del higado en cada animal, mostr6 una reduccion del 47,6% + 8,5% (media
+ SEM) de expresion de FLAG (Figura 54, B). Estos resultados sugieren que
la migracion de Huh6 desde tumores primarios intraesplénicos reduce la
sobreexpresion de IRS2-FLAG durante la migracion e invasion de Huh6 en

el higado.

128



Capitulo 4. Resultados

A Migracion bazo-higado B « W GFP
Higado g%\w- . mmIRs2
SE |lom
intrahepético 5 c\% 10
= @
sf T
2 g °
S 2 57 °
Vena porta Bazo P
P S %
Zo E
Vena esplénica 8 04 _
v A2
¢ R & & & 49 49
o <& ¢ <& © —
o
T 31 T s
180 kDa S WS RS2 oK
53
_ S o 2] 27 T
42 KD —— w— ' (-Actina § O
S
. T x
In vitro 0

=P

= ”' In vitro

D — —
| Intraesplénico || Intrahepatico |
| GFP__ | mIRS2

mIRSZ mIRSZ
Intraesplenlco Intrahepético

[y
(6]
1

[y

Intensidad de
tincion FLAG (UR)
o

o

Figura 54. La sobreexpresiéon de IRS2 en la linea celular Huh6 reduce la migracion in
vivo y su expresion tras la formacion de tumores intrahepaticos. (A) Esquema
representativo de migracion celular in vivo desde un tumor esplénico primario hacia el
higado. (B) Cuantificacién de la carga tumoral intrahepatica formada por células Huh6 GFP
y mIRS2 analizada macroscépicamente representado como el valor de cada animal y el
valor medio total +SEM (n=5). Comparacion de medias mediante andlisis t-test no pareado.
(C) Cuantificacién e imagenes representativas del analisis proteico de IRS2 por western
blot en células Huh6 cultivadas in vitro y en tumores intrahepaticos (in vivo). Comparacién
de medias mediante analisis t-test pareado. (C) Imagenes de fluorescencia representativas
de la expresion de Flag en tumores GFP y mIRS2 intraesplénicos y mIRS2 intrahepaticos.
Barra de escala 50 pum. Cuantificacion de intensidad de expresiéon de FLAG en tumores
mIRS2 intraesplénicos e intrahepaticos representado como valor medio + SEM en unidades
relativas (UR) (n= 4). *p < 0,05 y **p< 0,01. Comparaciéon de medias mediante analisis t-
test pareado. IRS2, substrato receptor de insulina 2; mIRS2, IRS2 de ratén; GFP, proteina
verde fluorescente; UR, unidades relativas; HCC hepatocarcinoma.
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5.1 El papel de IRS2 durante la reparacién del dafo
hepatico.

La resistencia a insulina esta estrechamente relacionada con el
desarrollo y progresion de enfermedades hepaticas en las que se produce
exposicién a un dafio cronico como HGNA o EHNA [248, 249], también
relacionandose con la progresion de fibrosis en EHNA y VHC [53]. La
resistencia a insulina también ha sido relacionada con la aparicion de
estructuras ductulares hepaticas, donde las células progenitoras se disponen
en un nicho fibrético e inflamatorio, tanto en EHNA como en VHC [58, 250].
Sin embargo, se desconoce si la resistencia a insulina podria afectar a la
respuesta progenitora en el higado, y cuales serian los efectos de esta sobre
la comunicacion estromal-epitelial que conduce a la reepitelizacion hepética

[4].

Para abordar la cuestién de como afecta la resistencia a insulina al
dafio crénico hepatico, se ha trabajado con la proteina IRS2, que actla
propagando la sefializaciéon desde los receptores de insulina e IGF-1
promoviendo la activacién intracelular de diferentes vias, siendo esencial
para la sefializacion de insulina en hepatocitos [251]. Ademas, IRS2 de entre
las proteinas IRSs, es la que ejerce un papel principal en la sefalizacion de
insulina en hepatocitos [31]. Su falta de expresion hepéatica ha sido asociada
con un fenotipo de resistencia a insulina [252]. También ha sido descrita una
reduccion en la expresion de IRS2, pero no de IRS1, durante el desarrollo de
enfermedades metabdlicas hepéticas que dan lugar al dafio crénico, como
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HGNA o EHNA [54, 55]. El modelo murino Irs2” con el que se ha trabajado
en este estudio presenta resistencia a insulina [27]. En él se ha inducido dafio
hepatico crénico mediante el uso del modelo de dieta DDC en la que se
forman tapones de porfirinas que obstruyen los conductos biliares,
resultando en un dafio hepatico y en una remodelacion tisular. Esta dieta
reproduce los principales eventos histopatolégicos descritos durante la
colestasis. La obstruccion del flujo biliar da lugar a la expansién de
estructuras ductulares en la que aparecen tanto colangiocitos (encargados
de formar conductos para eliminar el acimulo de bilis) como CPHs (que
pueden diferenciarse en colangiocitos y hepatocitos), rodeadas de células
fibréticas e inflamatorias, formando parte del nicho progenitor [121].

Los resultados de este proyecto muestran que la falta de
sefializacion de insulina/IGF-1 a través de IRS2 afecta de forma negativa a
la respuesta al dafio crénico hepatico, alterando la comunicacién entre CPHs
y estromales y dando lugar a cambios en la composicion fibrética hepatica,

con menores signos de recuperacion hepatocitica.

El analisis de marcadores séricos de dafio hepético (AST/ALT)
durante el tratamiento con dieta DDC 0,1%, muestra una exacerbacion del
dafio ante la falta de Irs2. Ademas, también sugiere una incapacidad de
recuperacion en los animales Irs2 que sf ocurriria en los controles, dada la
reduccidn de estas enzimas tras 14 dias de administracién de dieta DDC que
no se produce ante la falta de Irs2. Asi mismo, el andlisis de células
apoptoticas con caspasa-3 activa muestra un mayor indice de dafio en los
animales Irs2” tras 21 dias de dieta DDC. La muerte celular en el higado
ocurre principalmente mediante apoptosis o necrosis, habiéndose descrito
esta Ultima en modelos de colestasis y estando estrechamente relacionada
con procesos inflamatorios, que se ven incrementados en el modelo DDC
[253]. El hecho de observar una alta pérdida hepatocitica e induccion de
AST/ALT, pero sin embargo bajos niveles de apoptosis, podria radicar en
que la muerte celular con el modelo DDC se dé principalmente por necrosis,

0 que ocurra en etapas mas tempranas de las analizadas. En cualquier caso,
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los resultados indican que Irs2 es necesario para que se produzca una

respuesta y recuperacion ante el dafio cronico causado por DDC.

Junto con la elevacién de enzimas de dafio, se produce también una
pérdida de nucleos de hepatocitos de menor tamafio, incrementada en los
animales Irs2™, reflejo del dafio mas acentuado en estos animales indicando
un posible papel protector de IRS2. Otros estudios también han relacionado
la expresion de IRS2 con una menor susceptibilidad apoptética de
hepatocitos de origen murino neonatal bajo condiciones de restriccion sérica
[254]. La posibilidad de que esta pérdida mas acentuada se deba a una
incapacidad de proliferacion hepatocitica parece poco probable tras el
andlisis de Ki67 en esta poblacion. De hecho, este andlisis refleja un mayor
indice de hepatocitos Ki67 positivos, manifestando que la falta de Irs2 no
impide que los hepatocitos pasen a través del ciclo celular. Una mayor
pérdida hepética junto con un aumento de Ki67 parece contradictorio, sin
embargo hay que tener en cuenta que los hepatocitos son capaces de
realizar ciclos de endorreplicacion, en los que aumentan su ploidia sin
necesidad de dar lugar a dos células independientes por citocinesis [255].
Mediante la tincion de Ki67 no es posible distinguir entre ambos procesos,
sin embargo si que se observo un aumento en el area de los nucleos que se
encontraban pasando por el ciclo celular en comparaciéon con los animales
WT. Este hecho junto con el analisis de poliploidia complementario en el que
se observd una menor pérdida de hepatocitos de mayor ploidia, son
indicativos de que los animales Irs2” podria estar aumentando el proceso de
endorreplicacién en etapas tardias del dafio hepético, y por ende
aumentando la poliploidia hepatocitica. Cabe destacar, que un aumento de
la ploidia y en la replicacion de hepatocitos podrian aumentar también fallos
y aneuploidias que desencadenen en HCC [256], siendo posible que la falta
de Irs2 en higados expuestos a dafio crénico hepatico, que implicaria
continuos ciclos de respuesta al dafio, sean mas susceptibles al desarrollo

de cancer de higado.

La ploidia de los hepatocitos por tanto, puede ser variable

observandose cambios en diferentes estados fisiopatologicos. Han sido
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descritos perfiles de cambio en la ploidia durante la progresion de HGNA
[12,19] y en infecciones virales [88]. Describiéndose también perfiles de
poliploidia diferentes seguin las caracteristicas histopatolégicas y
moleculares de HCCs [89]. Por estos motivos, la metodologia desarrollada
durante este proyecto para la cuantificacién de cambios en la ploidia podria
ser importante para la aplicacion en el estudio de enfermedades hepaticas.
No obstante, esta técnica tiene sus limitaciones. Su aplicaciéon Unicamente
es valida en nucleos cuya morfologia sea circular, dada la necesidad de
inferir a partir del &rea el volumen mediante férmulas matematicas aplicables
a circunferencias exactas. Es por ello que Unicamente es posible analizar la
ploidia a nivel nuclear y no a nivel celular, ya que los hepatocitos binucleares
serian eliminados del andlisis en el caso de no poder ser segmentados como

nucleos individuales.

La funcién de la poliploidia hepética no esté clara, pero una de las
hip6tesis radica en que esta podria ejercer un papel protector ante eventos
téxicos al aumentar el nimero de copias genéticas y disminuir asi las
posibilidades de mutaciones que puedan alterar la funcionalidad hepatocitica
[90]. En consonancia con esta hipétesis, los resultados de la estimacion de
ploidia hepatocitica muestran una pérdida mas acrecentada en las
poblaciones con menor nimero de copias genéticas. En los animales WT la
reduccidn hepatocitica se estabiliza en la poblacién 8c e incluso aumenta el
numero de nucleos 16c, en concordancia con el hecho de que la ploidia
hepatocitica aumenta con el dafio hepatico. El aumento de esta junto con la
pérdida de hepatocitos 2c también ha sido descrito en afecciones hepaticas
como EHNA [87], hepatitis B (VHB) o C (VHC) [88]. Ademas, el dafio
hepético y la regeneracion también han sido asociados con un aumento del
tamafio celular y nuclear [103], indicativo de una mayor ploidia en
hepatocitos [258]. La falta de Irs2 incrementa la pérdida de hepatocitos de
menores ploidias, resultando en un aumento de la poliploidia mas elevado
que en los controles, pudiendo ser indicativo de un dafio mas exacerbado en

esta poblacién.
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El estudio de la poblacién 2c ha demostrado que los animales WT
son capaces de recuperar parte de la poblacion hepatica 2c. Esta
recuperacion es una indicacion de la capacidad de adaptacion y respuesta
al dafio durante la continua ingesta de dieta DDC, que se produce a la vez
que una reduccién en los niveles de enzimas de dafio hepatico (AST/ALT).
Presumiblemente, estos hepatocitos podrian provenir de CPHs con
capacidad de diferenciaciéon a hepatocitos pequefios [116], aunque serian
necesarias mas evidencias para llegar a esta afirmacion. De cualquier modo,
la falta de recuperacién de esta poblacién en los animales Irs2” indica un
fallo en la capacidad de adaptacion y respuesta al dafo crénico hepatico
causado por la dieta DDC.

Cabe destacar que la falta de Irs2 induce una mayor poliploidia en
los higados de los animales sin tratamiento. En la literatura también se
pueden encontrar estudios donde patologias intimamente ligadas con la
resistencia a insulina como es la HGNA, también aumentan el contenido 16c
hepatocitico [87]. Este aumento podria deberse a que IRS2 ejerza un papel
durante los procesos que dan lugar a la poliploidizacién hepatica que ocurre
durante el desarrollo, o también a que estos animales estén expuestos a un

dafio hepatocitico subyacente debido a la falta de Irs2.

El proceso regenerativo en el que intervienen CPHs conlleva una
remodelacion tisular y la participacion de multitud de tipos celulares no
parenquimales [95]. El estudio de la poblacién de CNPs muestra la induccion
de estas poblaciones celulares con el tratamiento DDC. La falta de Irs2
reduce la aparicién de este tipo celular tras 14 dias de dafio hepatico,
consecuente con la observada disminucién de diferentes marcadores
asociados a CPHs y a CEHs en este modelo animal. Por lo que la falta de
generacion de hepatocitos 2c en los animales Irs2” podria deberse a una
menor induccién de CPHs y/o a la pérdida de CEHs. Las causas de la
reduccion de CPHs en los animales Irs2”- podrian ser diversas. Una de ellas
seria la incapacidad de formacién de estructuras ductulares donde las CPHs
residen, proliferan y se expanden como resultado de una respuesta

adaptativa al dafio [112]. El dafio generado por esta dieta induce una
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remodelacién hepatica y una respuesta ductular, también descrita en
patologias de dafio cronico como la colestasis, hepatitis alcohdlica, EHNA,
HBV y HCV [123, 228-231]. La reaccion ductular que se produce durante la
administracion de la dieta DDC consiste en la expansion de estructuras
ductulares positivas para el marcador CK19, que contienen colangiocitos
encargados de eliminar el flujo biliar, y CPHs que pueden dan lugar tanto a
hepatocitos como a colangiocitos [121]. Esta hipotesis no parece la mas
acertada debido a la observacion de estructuras CK19 positivas alrededor de
las zonas portales en ambos grupos de animales, indicativo de que los
animales Irs2”- pueden promover la formacion de ductos donde las CPHs se

localizan.

Otra hipétesis seria la de que Irs2 fuese necesaria para la induccién
de esta poblacion. Aunque existe controversia sobre el origen de CPHs, ha
sido demostrado que estas pueden provenir de hepatocitos maduros que
sufren un proceso de metaplasia, pudiendo asi desdiferenciarse a un estado
mas progenitor y volver a diferenciarse tanto en hepatocitos como en
colangiocitos [116, 259]. El hecho de no observarse una induccion en la
proliferacion no parenquimal, pero si un aumento de CNPs tras 14 dias de
tratamiento DDC, podria indicar que estas poblaciones provienen de otras
células en lugar de provenir de la proliferacion de células residentes
hepaticas. Aunque también cabe la posibilidad de que la proliferacion sea
inducida en etapas mas tempranas de las estudiadas. Sin embargo, tras 21
dias de tratamiento DDC la proliferacion de CNPs se induce, sugiriendo que
esta poblacién podria ser no inducida por la proliferacion, pero si mantenida

en etapas tardias de dafio crénico.

Algunos autores defienden que la plasticidad fenotipica de los
hepatocitos al desdiferenciarse en CPHs podria ser un mecanismo de
evasion del dafio ante a eventos hepatotoxicos [116]. Por tanto, cabe la
posibilidad de que la menor induccién de CPHs observada en los animales
Irs2”- pueda deberse a una menor capacidad de metaplasia hepatica.
Ademas, también es posible que las diferencias en la poliploidia hepatica

descritas en el estado basal ante la falta de Irs2, pudieran afectar al proceso
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de metaplasia. Sin embargo, mediante el uso de un modelo murino que
posee predominantemente hepatocitos diploides (E2f77- E2f87), ha sido
descrito que el enriquecimiento de hepatocitos 2c no genera cambios
histolégicos aparentes ni muestra diferencias en la medida de enzimas de
dafio hepético en suero durante la administracion de la dieta DDC [260]. Por
lo que al menos parece poco probable que el aumento observado en las
enzimas de dafio hepético en los animales Irs2” se deba a cambios en la
ploidia hepética intrinseca. En cualquier caso, esta hipotesis no ha sido
testada, siendo una posible cuestién por resolver si la falta de Irs2 pudiera
afectar a la metaplasia hepatica.

Mediante la manipulacion in vitro de la linea progenitora de origen
humano, HepaRG, se ha demostrado que IRS2 es capaz de regular la
expresion de SPP1, sin que el aporte de insulina al medio suponga cambios
significativos. Esto podria deberse a que lainduccién de SPP1 responda ante
la sefalizacion de IGF-1 o a que el suero que contiene el medio sin aporte
extra de insulina, sea suficiente para inducir la sefializacion de esta. SPP1
ha sido relacionada con la promocion de la respuesta progenitora hepatica,
generando su neutralizacion una disminucion del numero de células
progenitoras y fibroticas y una reduccién en la reepitelizacion hepatica [261].
La menor expresion de Sppl en los animales Irs27, junto con la observada
menor proliferacion de esta poblacién, podria ser una de las causas de la
reduccion de marcadores de CPHs ante la falta de sefializacién a través de
IRS2. Por tanto, IRS2 parece tener un papel inductor en la expansion y
proliferacién de CPHSs, eventos que han sido demostrados determinantes
para la supervivencia de ratones durante la administraciéon de la dieta DDC
[130].

La comunicacion entre el estroma y CPHs es clave para la
resolucién del dafio hepatico, en el que factores pro-regenerativos como
citoquinas y factores de crecimiento son liberados por las células estromales
generando un microambiente promotor de la reparacién y epitelizacion
hepética [95]. La expansion de células progenitoras ha sido asociada en
diferentes estudios con un aumento de la respuesta fibrética [108],
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probablemente debido a que estas se disponen alrededor de un nicho
fibrético y de células inflamatorias [58]. Incluso se ha llegado a demostrar
que la activacion de células productoras de matriz extracelular, como son las
CEHs, es un evento que precede a la proliferacion de CPHs, generando un
nicho que favoreceria su expansion [128]. La sefializacion de IGF-1 a través
de IRS2 ha sido recientemente vinculada con la promocidon de la activacién
fibrotica, donde mediante el uso del modelo Irs2” y bajo la induccién de
colestasis mediante ligacion de ductos biliares, se ha demostrado un retraso
en la activacion fibrética [262]. Por lo que el retraso en la induccién de CPHs
observada en el modelo Irs2” tratado con DDC podria estar relacionada con
una incapacidad de una correcta formacion del nicho progenitor fibrético. En
concreto, los factores de crecimiento fibroblasticos han sido relacionados con
la promocion de la respuesta regenerativa hepatica [210]. Especificamente,
el modelo murino carente de Fgf7 (Fgf7”") muestra una falta de induccién de
CPHs, afectando negativamente a la respuesta al dafio durante la dieta DDC
y reduciendo la supervivencia de los animales, demostrandose también una
reduccidn en los niveles de dafio hepatico bajo el tratamiento exdégeno de
FGF7 [130], demostrando asi un papel positivo de FGF7 en la respuesta al

dafio crénico hepatico.

En consonancia con la localizacion de FGF7 descrita en torno a
CPHs [130], los ensayos de inmunofluorescencia realizados en este proyecto
muestran a FGF7 alrededor de ductos y en contacto directo con células que
expresan marcadores como EPCAM y SPP1. Esta disposicién es indicativa
de una sefializacién paracrina intercelular entre ambos tipos de células,
formando asi FGF7 parte del nicho regenerativo. El receptor de FGF7,
FGFR2-IlIb, se encuentra altamente expresado en CPHSs [130] y es inducido
durante el tratamiento con DDC [233] asi como al sobreexpresar FGF7 [130].
En el modelo Irs2” se produce un fallo en la induccién de Fgf7 y en la
capacidad de mantener la expresion de Fgfr2-1llb durante el dafio hepatico
cronico, produciéndose una reduccién en la expresion de este receptor en
células préximas a las que expresan FGF7 en el nicho progenitor. Ademas,
cabe mencionar que FGF10, también ligando de FGFR2-lllb, ha sido
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relacionado con la expansion de CPHs [263] y su induccidén se encuentra
alterada durante el dafio cronico hepatico en los animales Irs2” y en
cocultivos de células LX2/HepaRG al silenciar IRS2 [242]. Estos datos
indican un fallo en la comunicacion estroma-epitelio entre CPHs vy
fibroblastos, indicando que la sefializacion a través de IRS2 no afecta
exclusivamente a FGF7-FGFR2-IlIb, sino que ademas puede afectar a otros

ligandos de este receptor.

Ha sido demostrado que la falta de FGFR2-I11b impide la repoblacion
de hepatocitos durante la regeneracion hepatica [208]. Esto sugiere que la
falta de sefializacion a través de FGF7-FGFR2-IlIb durante el dafio hepatico
cronico podria repercutir en la mayor pérdida de hepatocitos observada en
el modelo Irs2” y la ausencia de induccion de la poblacion 2c. Esta no es la
primera evidencia que relaciona la resistencia a insulina con una incapacidad
de reepitelizacion, ya que previamente ha sido vinculada con una deficiencia
en la reepitelizacion de heridas cutaneas [264]. Ademas, el modelo de ratén
diabético deficiente en leptina (db/db) reduce la induccion de Fgf7 durante la
reepitelizacién de la piel [265], cuyo silenciamiento ha sido demostrado que
retrasa la reepitelizacion en este mismo modelo [205]. Teniendo en cuenta
todas estas evidencias, es probable que la induccion terapéutica de FGF7
junto con una promocion de la sensibilidad a insulina hepatica pueda mejorar

la reparacion epitelial en sujetos con resistencia a insulina.

La falta de induccion de Fgf7 en el modelo Irs2”- podria ser debida

a una falta de activacion o pérdida de alguna de las poblaciones celulares
productoras de este factor paracrino. Ha sido descrito que Fgf7 es expresado
por CEHs en su estado activado [209] y por FPs [101]. Las CEHs expresan
tanto proteinas profibroticas como citoquinas pro-regenerativas en su estado
activado. Sin embargo, un estudio reciente en el que se realiz6 un analisis
de expresion génica a partir de CEH individuales, ha demostrado que durante
los procesos regenerativos, estas pueden presentar cambios
transcripcionales que las posicionan en dos estados de activacion diferentes,
el profibrotico y el pro-regenerativo, expresando a-SMA y colagenos o bien
citoquinas y factores de crecimiento respectivamente [97]. Segl]nﬁ
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ensayos in vitro realizados con lineas de CEH humanas, la inactivacion
mitotica mediante el tratamiento con MitoC promueve la expresion de FGF7
y reduce la de a-SMA, junto con el arresto del ciclo celular. En consonancia
con esto, la expresion de Fgf7 también ha sido descrita en fibroblastos de la
piel con un fenotipo senescente [266], por lo que es probable que la
expresion de este marcador sea inducida durante la reversion fibrética donde
CEHs entran en senescencia, apoptosis 0 inactivacién. Esta inactivacion
mitotica ha demostrado que la expresion de IRS2 es necesaria para la
supervivencia de CEHSs, en un estado en el que la expresién de FGF7 se
encuentra aumentado. Otro hecho que apoya el papel de IRS2 en la
supervivencia de CEHs es el tratamiento con NT-157, inhibidor alostérico de
las proteinas IRS1/2 [239], que induce la apoptosis de la linea primaria de
origen humano de CEHSs. La pérdida de CEHs también se observa en el
modelo animal Irs2”, donde se produce un descenso del marcador de CEHs
GFAP. Otros estudios han confirmado que la sefializacion a través de IGF-1
es importante para la supervivencia de la poblacion de CEHs activadas [267].
De modo que estos resultados muestran una regulacion de la supervivencia

de esta poblacién bajo la expresion de IRS2.

En el modelo Irs2” durante el dafio crénico DDC, la reduccion de
CEHSs no so6lo se observa por el espacio parenquimal, sino también en las
estructuras ductulares, donde ya ha sido descrita su localizacién y su
contacto directo con CPHs [268]. Es posible que estas interacciones sean
importantes para el mantenimiento de la arquitectura ductular, pudiendo ser
la causa de la observada alteracion de la morfologia ductular en los animales
Irs2”-. Ademas, hay autores que afirman la posibilidad de que la localizacion
ductular de las CEHs se deba a una promocion directa del proceso de
diferenciacién [118]. Por tanto, la pérdida de contacto entre CEHs y CPHs
ante la falta de Irs2 podria afectar negativamente a la proliferacion y

diferenciacion de CPHs durante el dafio crénico hepatico.

Asi pues, la falta de induccién de Fgf7 en el modelo Irs2” podria
deberse a una reduccién de las poblaciones celulares productoras de este

factor, siendo una de ellas las CEHs. Sin embargo, las células THY1
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positivas también han sido descritas como productoras de Fgf7,
localizdndose alrededor de los ductos en proximidad con las CPHs [101]. En
este estudio se ha observado un mayor indice de células THY1 positivas en
los animales Irs2”, encontrdndose en estrecho contacto con las células
SPP1 y EPCAM positivas. Esta observacion y su induccién podrian deberse
a un mecanismo compensatorio ante la falta de CEHs productoras de FGF7
en este modelo. Sin embargo, la induccién de células THY1 positivas no es
capaz de compensar los niveles de Fgf7 observados en los animales control.
Esto podria deberse a que la expresién de Fgf7 en células THY1 positivas
es diferencial dependiendo de su origen. Las células THY1 positivas pueden
provenir de células residentes hepéaticas o de fibrocitos de origen
hematopoyético, cuya expresién de Fgf7 es menor [101]. La observada
mayor colocalizacion de THY1 y CD45 (marcador hematopoyético) junto con
el aumento de células positivas para el marcador linfocitico CD3, indican una
mayor infiltracion de células provenientes de la médula en el nicho estromal
de los animales Irs2”- durante el dafio crénico con dieta DDC. Es posible que
esta mayor infiltracién se deba a un mecanismo compensatorio ante la falta
de induccién de Fgf7 por las células residentes hepaticas. Previamente ya
ha sido descrito como los fibrocitos de los pacientes con diabetes tipo 2
poseen capacidades migratorias, metabdlicas y funcionales alteradas, lo que
podria contribuir a mostrar alteraciones en la expresién de diferentes

marcadores importantes para la reepitelizacion hepatica [269].

A pesar de que la poblaciéon THY1 positiva se encuentra aumentada
en el modelo Irs2™, la induccion de Fgf7 no se produce en igual medida que
en los controles. Ademas, la delecion de Sppl ha sido previamente
relacionada con la movilizacién hasta el higado de células hematopoyéticas
favoreciendo un microambiente proinflamatorio [270]. Por lo que la reduccion
de Spp1 descrita en el modelo Irs2” podria ser también un desencadenante
de la mayor representacion de células linfociticas en el higado de estos
animales. Ademas, cabe destacar que SPP1 puede encontrarse secretada
actuando como factor paracrino y de forma intracelular en modelos murinos

[271]. Se ha demostrado que la SPP1 intracelular es la encargada de reducir
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los niveles de citoquinas proinflamatorias como TNFa o IL6, atribuyendo a
esta un papel reductor de la inflamacion [272]. Los ensayos de
inmunofluorescencia de este estudio muestran diferencias en el patron de
dispersion de SPP1, siendo mas granular en los controles y difusa ante la
falta de Irs2. Esta diferencia podria deberse a un cambio en la secrecién de
esta proteina, pudiendo repercutir en la comunicacién paracrina con otras
células y en la promocién de la movilizacion de células derivadas de la
médula Osea, pudiendo favorecer asi un microambiente proinflamatorio.
Ademas, un estudio demuestra que la falta de Sppl promueve la
proliferacion de hepatocitos de caracter maligno, ejerciendo un papel
protumorigénico en el higado [272]. Estos datos muestran que la falta de Irs2
puede ser un desencadenante de la movilizacion de células de la médula
hasta el higado, pudiendo relacionarse con la reduccién en la expresién de

Sppl o con cambios en su secrecion.

Finalmente, las CEHs activadas tienen la capacidad de llevar a cabo
un proceso de resolucion o reversion fibrética tras el dafio hepéatico, en el
que mueren mediante apoptosis 0 senescencia, 0 pasan a un estado de
inactivacion en el que reducen la expresion de genes fibrogénicos [98]. La
inactivacion mitética mediante el uso de MitoC en cultivos LX-2 reduce la
expresion de a-SMA, indicando un menor estado de activacion. Sin embargo,
el silenciamiento de IRS2 en estos cultivos muestra una menor capacidad de
reducir la expresién de esta proteina, pudiendo sugerir una menor capacidad
de reversion ante la falta de IRS2 y pudiendo contribuir por tanto a la fibrosis
hepética.

En conjunto estos resultados demuestran un papel de IRS2 durante
el dafio cronico hepético, afectando tanto a células progenitoras como
estromales que forman parte del nicho progenitor, siendo necesaria para la
adaptacion y respuesta durante el dafio crénico hepatico. Los datos
generados durante este estudio apoyan la hipétesis de que la resistencia a
insulina/IGF-1 reduce la capacidad de respuesta al dafio pudiendo promover

la progresion de afecciones crénicas hepéticas.
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5.2 El papel de IRS2 durante el avance tumoral
hepatico.

La resistencia a insulina estd relacionada no sdélo con el dafio
crénico que da lugar a la cirrosis, sino que también esta vinculada a una
mayor incidencia de HCC [61, 62], sugiriendo un papel de la sefializacién de
insulina en ambos procesos. Sin embargo se desconocen las consecuencias

gue la resistencia a insulina podria ejercer durante el avance tumoral.

Es en estos contextos de dafio cronico donde se observa una mayor
incidencia de cancer hepatico, documentandose alrededor del 80% de HCC
desarrollados en higados cirréticos y un 20% en higados expuestos a dafio
cronico con HGNA sin haber desarrollado cirrosis [67]. También existe una
estrecha relacion entre la remodelacion tisular que se produce durante el
dafo hepatico crénico y las caracteristicas del ambiente tumoral, llegando a
definirse el cancer como un proceso de reepitelizacion (wound healing)
desmesurado y descontrolado [138]. En este contexto las funciones que
ejerce IRS2 durante la respuesta al dafio crénico hepético podrian también
ser relevantes en la progresion del HCC.

Los resultados alcanzados durante el desarrollo de este estudio
muestran como la pérdida de IRS2 durante el avance tumoral estaria
asociada al desarrollo de un tipo de tumor con un caricter mas progenitor,
con menor grado de diferenciacién y mas migratorio e invasivo. Mientras que
la sobreexpresion de esta proteina reduciria la capacidad migratoria tumoral
y promoveria la epitelizacion de diferentes lineas de hepatoma y HB

promoviendo un proceso MET.

En primer lugar, el analisis de expresién de IRS2 en muestras
hepaticas de origen humano ha revelado un comportamiento muy
heterogéneo incluso entre muestras del mismo grupo de estudio. Este
resultado es una evidencia mas del dinamismo de IRS2 en el higado, pues
su expresion es reducida a nivel transcripcional por la insulina [273], mientras
gue se induce en el periodo de ayunas [252]. De modo que estas variaciones
podrian deberse a diferentes situaciones metabodlicas en el momento de
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recogida de las muestras. A pesar de que en la literatura se pueden encontrar
estudios en los que se relaciona una mayor expresion de IRS2 con muestras
preneoplasicas en etapas tempranas de HCC [180, 181], este analisis no
muestra un incremento de IRS2 en muestras de HCC en comparacién con
higados sanos. Esto podria deberse a diversos factores, como que la mayor
expresion de IRS2 se dé lugar en estados mas tempranos que los
representados por estas muestras, o que el nUmero de muestras analizadas
es reducido y no es suficiente para poder llegar a una conclusion certera.
Ademas, las muestras de HCC temprano muestran una gran variabilidad de
expresion de IRS2, quiza debido a la asociada heterogeneidad intra y extra-

tumoral con la que el HCC se caracteriza [274].

En cualquier caso, y a pesar de la heterogeneidad en la expresion
de IRS2, es evidente la pérdida de expresidon en muestras de HCC en estado
avanzado, sugiriendo un posible papel protector de IRS2 ante el avance
tumoral. Generalmente las proteinas IRSs han sido relacionadas con un
papel promotor de HCC [180, 184-186, 240] y del cancer en general [165—
169, 172-174, 182, 275], debido a que participan en la activacion de
diferentes vias de sefalizacion vinculadas con procesos oncogénicos como
PISK/AKT/mTOR y RAS/MAPK [163, 164]. Por otra parte, también
promueven la sefializacion de insulina, cuya resistencia ha sido vinculada al
cancer [68]. Ademas existen otros estudios que relacionan las IRSs con
menores capacidades tumorales [170, 176—179], vinculando en muchos de
ellos su expresion con un buen grado de diferenciacion tumoral [165, 171,
175, 176]. Por lo que el papel de las proteinas IRSs en cancer es dificil de
concretar y algunos autores sugieren que esta controversia podria deberse
a que su implicacién en cancer puede ser dependiente de tejido, del origen
oncogénico o de factores ambientales [276]. A pesar de ello, en la literatura
también se pueden encontrar otros estudios en los que a través del andlisis
transcriptomico de muestras humanas de HCC, se observa una reduccién de
IRS2 [183], apoyando los resultados obtenidos en este proyecto. El avance
tumoral generalmente esta vinculado con mayores habilidades migratorias e

invasivas, con cambios morfolégicos debidos a la reorganizacién del
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citoesqueleto de actina y con cambios en proteinas de adhesién tipicos de
una EMT entre otros eventos [245], por lo que la pérdida de IRS2 podria

tener implicaciones en ellos.

Apoyando esta hipétesis, el estudio de la linea celular de HB Huh6
mostré una relacion entre la expresion de IRS2 y un menor indice migratorio.
En primer lugar, el silenciamiento de IRS2 resulté en una promocién tanto de
la migracion como de la invasion celular in vitro. Ademas, la observacion de
colonias de mayor tamafio mediante el ensayo de clonogénesis, no solo ante
la falta de IRS2 mediante su silenciamiento, sino también a través de una
menor expresion endogena de este, sugiere que IRS2 pueda ejercer un
papel en el control de la dispersion y supervivencia celular. Aunque no se
han observado diferencias en la capacidad proliferativa bajo condiciones
estandar de estos cultivos, cabe la posibilidad de que bajo las circunstancias
de este ensayo si que se promueva la proliferacion y por tanto el mayor
tamafio de colonias observado se deba a ello. Sin embargo, una promocion
de la migracion celular también podria incrementar la dispersion de células y
la formacion de colonias de mayor tamafio. De hecho, en estas colonias
mayores se observaban células en la periferia con una alta expresion de la
proteina vimentina, proteina vinculada con la migracion celular [277]. Estos
resultados indican que el silenciamiento de IRS2 en la linea de HB Huh6
podria estar implicado en la promocion de las habilidades migratorias e

invasivas.

Por otra parte, la experimentacién in vivo mediante el ensayo de
migracion bazo-higado resulté en un aumento no significativo del nimero de
tumores intrahepaticos generados bajo el silenciamiento de IRS2 en Huh6.
De forma complementaria, la sobreexpresion de IRS2 en Huh6 resulté en un
menor nimero de estos, indicando una reduccién en la capacidad migratoria
celular. Ademas, se observd una pérdida de expresion de IRS2 entre las
células cultivadas in vitro y los tumores intrahepaticos formados a partir de
estas, tanto en los experimentos realizados con el modelo de sobreexpresién
como en el de silenciamiento, sugiriendo una reduccion de expresiéon de

IRS2 en el proceso migratorio. Aunque no se puede descartar que la
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variacion de la expresion se deba a cambios a consecuencia del
microambiente en el que se encuentran las células. Todos estos resultados
indican que la expresion de IRS2 podria frenar la migracion de células de
HB.

Los cambios en la morfologia de las células Huh6 bajo el
silenciamiento de IRS2 apoyan este fenotipo promigratorio. La observacion
de estructuras filopddicas indican cambios en la reorganizacion del
citoesqueleto de actina y han sido vinculadas con la promocion de las

capacidades migratorias e invasivas celulares [161].

Por otra parte, el proceso EMT en el que células con fenotipo
polarizado y epitelial pasan a un estado mas propiamente mesenquimal, con
mayores capacidades moviles e invasivas, es caracteristico del avance
tumoral [245]. Durante este proceso se produce un cambio de cadherinas en
el que se reducen aquellas de fenotipo epitelial, como E-cadherina,
responsable de las uniones entre células epiteliales y de estas con la
membrana basal. También suele aumentar la expresién de marcadores
mesenquimales asociados a la migracion e invasion celular como la proteina
de adhesion N-cadherina o el filamento intermedio vimentina [278]. El estudio
de proteinas de adhesion bajo el silenciamiento de IRS2 in vitro refleja
cambios caracteristicos de una EMT en la linea HepaRG, disminuyendo E-
cadherina y aumentando N-cadherina. Sin embargo, en la linea Huh6 no se
observa este cambio de cadherinas, pero si un aumento en la expresion de
N-cadherina. Mientras que en la linea epitelial Hep3B no se aprecian
cambios inductores de un proceso EMT. Estos resultados indican que el
silenciamiento de IRS2 puede generar cambios promotores de un fenotipo
mesenquimal pero no es suficiente para inducir una EMT. Sin embargo, el
silenciamiento de IRS2 reduce drasticamente la capacidad de epitelizacion
de tumores intrahepaticos, disminuyendo la capacidad de expresion de E-
cadherina y de FGFR2-lllb. Ademas, la sobreexpresion de IRS2 si que
genera este cambio de cadherinas en las diferentes lineas celulares
estudiadas in vitro. Estos resultados sugieren que la expresion de IRS2 es

capaz de promover un proceso MET, por lo que su pérdida durante el avance
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tumoral podria impedir la epitelizacién celular. Estos datos son consistentes
con la observacion de que los tumores clasificados en la categoria S1, con
caracter mas progenitor y menos diferenciado, sean los que tengan una
menor expresion de IRS2. En la literatura también se pueden encontrar otros
estudios que apoyan estos hallazgos, como por ejemplo en células epiteliales
del utero se ha relacionado una menor sefializacion a través de las vias
PI3K/AKT y MAP/ERK con el incremento de la expresion de vimentina [279].
También ha sido documentado que el silenciamiento de IRS2 conlleva la
pérdida de E-cadherina e incremento en la expresion de vimentina en
muestras de cancer de colon de pacientes con diabetes tipo 2 [280]. Estos
cambios proteicos han sido asociados a un caracter de HCC mas agresivo
[281], en los que incluso la delecién de E-cadherina especifica de higado ha
demostrado ser promotora del crecimiento de HCCs inducidos por DEN
[246], asociandose la pérdida de E-cadherina con un peor prondstico en
muestras humanas de HCC [246, 282].

Los xenoinjertos generados a partir del silenciamiento de IRS2 en la
linea Hep3B, no solo reducen la expresion de FGFR2-111b, sino que también
muestran un cambio en la organizacion celular. Se observa la formacion de
estructuras “ductulares”, vinculadas con la presencia de células de caracter
progenitor [58] y a su vez, con la resistencia a insulina [58, 250], sugiriendo
un fenotipo menos diferenciado y mas propio de la categoria S1 (de perfil

progenitor), provocado por el silenciamiento de IRS2.

Por otra parte, la expresién del receptor epitelial FGFR2-11lb es un
indicador de epitelizacién temprana, y su reduccion ha sido directamente
relacionada con un aumento de la proliferacion e invasién de HCCs, dando
lugar a un fenotipo méas agresivo. De forma complementaria, su re-expresion
en lineas celulares de HCC mitiga sus capacidades migratorias [221].
También ha sido relacionada su falta de expresion con la promocién tumoral
en diferentes tipos de cancer como prostata [211], adenocarcinomas
salivares [212], melanomas [213, 214] y vejiga [215] entre otros. Durante el
estudio del dafio hepatico, se ha observado que la falta de Irs2 altera la

sefializacion entre el factor mesenquimal pro-regenerativo Fgf7 y su receptor
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epitelial Fgfr2-11lb, dando lugar a una menor expresion de este Ultimo durante
el dafio hepético crénico [242]. El silenciamiento de IRS2 en células Huh6
también ha mostrado una incapacidad de expresion de FGFR2-lllb en
tumores intrahepaticos, observandose también su reduccién en xenoinjertos
Hep3B bajo el silenciamiento de IRS2. Por otra parte, la sobreexpresion de
IRS2 ha demostrado ser promotora de la expresion de este receptor en
lineas de HB in vitro. Ademas, la linea Huh6 al ser de caracter mixto epitelial-
mesenquimal [225], es capaz de expresar FGF7 restringido a células de
fenotipo mesenquimal, asi como su receptor epitelial. La sobreexpresion de
IRS2 dio lugar a un aumento no sélo del receptor, sino también del ligando,
indicando un papel promotor de IRS2 en la ruta de sefalizacion FGF7-
FGFR2-1lIb. Este bucle de induccién también ha sido descrito en la linea
HepaRG en el estudio llevado a cabo por nuestro grupo en el papel de IRS2
durante el dafio hepatico cronico [242]. Todos estos resultados indican que
la expresion de IRS2 promueve la del receptor epitelial FGFR2-IIIb,
mostrando un incremento en la epitelizacion a través de la sefializacion IRS2-
FGFR2-1llb. Ademds, su vinculaciébn con unas menores capacidades
migratorias y la observacién de la relacion IRS2 y menor migracion, indican
que la sefalizacion a través de IRS2-FGFR2-I1lb podria ser una posible via
implicada en la contencién y reduccidon de la migracion celular. Estos
hallazgos sugieren que esta via podria ser una buena candidata para su
activacion terapéutica en casos de HCC, pudiendo dar lugar a la restriccion
del avance tumoral, aunque serian necesarios mas experimentos para poder

llegar a concluirlo.

El estudio de la implicacion del silenciamiento de IRS2 en la
proliferacion celular in vitro no mostr6 cambios notables, sugiriendo la
posibilidad de que la pérdida de IRS2 durante el avance tumoral no afecte
directamente a la proliferacion. En la literatura también se puede encontrar
otro estudio que apoya estos resultados, habiéndose demostrado que la
delecion de IRS2 especifica de higado de ratén no generaba cambios en el
crecimiento de HCCs inducidos con el compuesto DEN [186]. Sin embargo,

el tamafo de los tumores intrahepéticos formados a partir de la migracion
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esplénica de células Huh6 silenciando IRS2 resulté mayor. Ademas, el
silenciamiento de IRS2 en la linea Hep3B, a pesar de no promover la
proliferacién in vitro, dio lugar a xenoinjertos mayores. Es posible que estos
cambios de comportamiento in vitro-in vivo puedan deberse a una promocion
de la proliferacion y/o crecimiento celular por medio de la interaccién con
otros tipos celulares in vivo. Otra posibilidad tendria que ver con una mayor
supervivencia celular. Los menores niveles de expresion del gen supresor de
tumores p53 y del area tumoral necrética observada en los tumores
intrahepaticos Huh6 bajo el silenciamiento de IRS2, podrian indicar una
mayor capacidad de supervivencia celular. Ademas, en consonancia con el
papel de IRS2 descrito en este proyecto, la menor expresion de p53 en HCC
ha sido relacionada con un menor grado de diferenciacién y mayor
progresion tumoral [244]. Aunque cabe destacar que estas diferencias
también podrian estar relacionadas con otros eventos, como una mayor
irrigacion sanguinea en los tumores silenciados. Segun estos resultados, es
posible que la reduccion en la expresion de IRS2 in vivo influya en el tamafio
tumoral. En cualquier caso, para poder determinar si el silenciamiento de
IRS2 promueve el crecimiento tumoral por medio de la proliferacién y/o

supervivencia celular serian necesarios experimentos complementarios.

Hay que destacar que estos resultados no descartan la posibilidad
de que las proteinas IRSs induzcan la formacion de HCCs. Sin embargo, a
pesar del papel controvertido que muestran las IRSs en céancer, los
resultados expuestos muestran que la pérdida de expresion de IRS2 durante
el avance de la hepatocarcinogénesis puede ser un evento protumoral. La
reducida expresion de IRS2 podria dar lugar a cambios celulares inductores
de una mayor migracion y una reduccion en la epitelizacion celular,
promoviendo asi el caracter maligno tumoral y su progresiéon. Estos
resultados apoyan el paradigma actual de las terapias anti-IGF-1R, en las
cuales a pesar de haber invertido grandes esfuerzos y haber llegado a
realizarse numerosos ensayos clinicos testados hasta en fase lll, no se han
obtenido resultados lo suficientemente exitosos [194]. El fallo de estas

terapias junto con los resultados expuestos en este proyecto, podrian indicar
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un papel positivo en la sefalizacion de IRS2 a través de IGF-1R, resultando
su inhibicion en un evento promotor del avance tumoral. Otros autores
también han planteado esta posibilidad, indicando un posible papel positivo
de las proteinas IRSs en cancer y atribuyendo la falta de ineficacia de las

terapias anti-IGF-1R a este hecho [178].

Asimismo, el farmaco metformina, cuya capacidad de mejorar el
metabolismo de la glucosa e inhibir la gluconeogénesis hepatica hace que
sea apropiado para tratar a pacientes diabéticos tipo 2 [283], ha sido
asociado con un menor riesgo de desarrollo de cancer, y en concreto de HCC
en pacientes con diabetes tipo 2 [284]. Esta es procesada en su mayoria por
el higado, donde a través del tratamiento de un modelo murino de resistencia
a insulina con EHNA vy cirrosis con metformina, ha sido descrito que
promueve la expresion de IRS2 hepatica [285]. Ademas, el tratamiento de
lineas celulares de HCC con este compuesto ha resultado en una reduccion
de la migracioén celular, invasion y el proceso EMT, eventos que ademas se
veian potenciados bajo la restriccion de glucosa [286]. Esta relacion entre el
uso de la metformina, la promocién de la expresién hepatica de IRS2 y la
reduccion de la capacidad migratoria celular, son un indicativo mas del
posible papel protector de IRS2 inductor de MET durante el avance tumoral

hepético.

5.3 IRS2 como factor clave en procesos de reparacion
y cancer hepético

En resumen, este proyecto describe como una falta de sefalizacion

a través de IRS2 tendria consecuencias negativas durante la adaptacion y

reparacion del dafio cronico hepéatico (Figura 55) y el avance tumoral (Figura
56), resultantes en una menor capacidad de epitelizacion hepatica.
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Dafio crdnico hepético: Nicho progenitor
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Figura 55. Modelo esquemético representativo del papel de Irs2 en el nicho
progenitor durante el dafio hepético crénico. Representacién del papel positivo de IRS2
en la promocién de la proliferacién de CPHs, en la comunicacién estromal-epitelial entre
CEHs productoras de FGF7 y CPHs que expresarian su receptor FGFR-2lllb, en la
promocion de la re-epitelizacion de hepatocitos 2c provenientes de CPHs y en la represién
de la apoptosis de CEHs productoras de Fgf7. IRS2, substrato receptor de insulina 2;
CEHq, célula estrellada hepética quiescente; CEHa, célula estrellada hepatica activada;
CPH, célula progenitora hepatica; FGF7, factor de crecimiento fibroblastico 7; FGFR2-IIIb,
receptor 2-11lb del factor de crecimiento fibroblastico; 2c, 2 copias genéticas.

Los resultados expuestos prueban que defectos en la sefializacién
de insulina pueden dar lugar a una disfuncién de la comunicacién entre
células estromales y progenitoras a nivel local en el nicho progenitor
mediante la regulacion de la sefalizacion FGF7-FGFR2-lllb a través de
IRS2. IRS2 promueve la supervivencia de CEHs productoras de FGF7,
promotor de la expansion de CPHs en el nicho progenitor [130]. Mientras que
en CPHs y en HCC, IRS2 promueve procesos MET y la adquisicion de
sensibilidad a FGF7, a través de una mayor expresion de FGFR2-1lIb. En
consecuencia, la falta de Irs2 durante el dafio crénico afecta a la habilidad
de producir nuevas células epiteliales (hepatocitos 2c), disminuyendo la
capacidad de reepitelizacion hepética (Figura 55). Esto sugiere que la
resistencia a insulina, que posee cada vez una mayor tasa de incidencia en
los paises en desarrollo [48] y que esta intimamente asociada con las
enfermedades hepéticas [38, 53], impediria una correcta reparacion del dafio
hepatico cronico. La expresion de IRS2 ademas de promover MET, reduce
las capacidades metastasicas relacionandose con HCCs més diferenciados

y de caracter menos avanzado (perfil molecular S3). Estos resultados
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sugieren que una mayor sefializacion a través de IRS2 durante la
hepatocarcinogénesis podria limitar procesos metastasicos promoviendo el
estado de diferenciacion epitelial tumoral (Figura 56).

Hepatocarcinogénesis

HCC
Perfil tumoral
Diferenciado Progenitor
S3 S2 S1

>
»

Avance tumoral

——
Migracién
FGFR2-Illb
| IRS2
MET
Fenotipo epitelial Fenotipo mesenquimal

Figura 56. Modelo esquematico representativo del papel de IRS2 en
hepatocarcinogénesis. Representacion de la pérdida de expresion de IRS2 asociada con
un perfil tumoral mas avanzado y de caracter progenitor (S1), con una mayor migracion
celular y con una menor expresion del marcador epitelial FGFR2-11lb dando lugar a un
fenotipo mesenquimal. Complementariamente, se ilustra cémo la sobreexpresion de IRS2
promoveria una menor migracion celular, mayor expresion de FGFR2-Illb y se asociaria
con un perfil tumoral de caréacter diferenciado (S3). IRS2, substrato receptor de insulina 2;
FGFR2-1lIb, receptor 2-11lb del factor de crecimiento fibroblastico; HCC, hepatocarcinoma;
MET, transicién epitelio-mesenquimal.

La sefializacién FGF y el emergente campo de las terapias FGF
muestran especial relevancia en el campo de la diabetes y las enfermedades
metabdlicas hepaticas [287] asi como en HCC [288]. Los resultados
expuestos suponen un precedente para el estudio de como la sefializacion
sistémica de insulina, actia localmente a través de IRS2 coordinando las
sefiales pro-regenerativas entre el nicho y CPHs durante el dafio hepatico
cronico promoviendo la reepitelizacién hepatica (Figura 55) asi como en HCC
promoviendo la epitelizacion (Figura 56). Un estudio mas en profundidad de
esta sefalizacion localizada podria ayudar a proponer terapias que ayuden
a la reparacion del dafio hepatico cronico en casos de resistencia a insulina,
asi como en el campo oncoldégico frenando el avance tumoral.
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Conclusiones

. La delecién de Irs2 reduce la capacidad de paliacién del dafio
hepatocitico, resultando en una mayor pérdida de hepatocitos
pequefios y en una menor capacidad de repoblacion de hepatocitos 2c
en etapas tardias del dafio cronico con DDC.

. La falta de Irs2 genera un fallo en la comunicacién estroma-epitelio
impidiendo la induccién de Fgf7 y produciéndose una reduccion en la
expresiéon de su receptor Fgfr2-1llb en células progenitoras durante el
dafio crénico hepético inducido con DDC. Por tanto, indicando una
relacion entre la sefalizacion global de insulina/IGF-1 y la sefializacion
local de FGF7 en el nicho progenitor.

IRS2 promueve la supervivencia in vitro de CEHSs tras una inactivacion
mitética, estado en el que la expresién de FGF7 se ve aumentada.

. Lafalta de Irs2 retarda la expansion de células progenitoras durante el
dafio cronico inducido con dieta DDC, reduciendo la capacidad de
proliferacién de células SPP1 positivas y alterando su patréon de
distribucion intracelular, sugiriendo cambios en su secrecién. Ademas,
IRS2 actlia aguas arriba de SPP1 promoviendo su expresion en la linea
celular de caracter progenitor HepaRG.

. La composicién del estroma fibrético que rodea a las CPHs durante el
dafio cronico hepatico se ve alterado en el modelo murino Irs2”. Este
presenta una reduccion de células GFAP positivas, pudiendo deberse
a una menor supervivencia de CEHSs, asi como un aumento de células

THY1, con un mayor indice de movilizacion desde la médula.
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6.

154

La expresion de IRS2 se reduce en muestras humanas de HCC de
caracter avanzado y en el proceso de migracion e invasion intrahepatico
murino. Su silenciamiento genera un fenotipo mas migratorio e invasivo
mientras que su sobreexpresion reduce la migracién e invasién
intrahepatica in vivo, indicando que la reduccién en la expresién de
IRS2 durante el avance tumoral de HCCs podria resultar en un evento
prometastasico.

IRS2 promueve procesos MET en modelos humanos de
hepatocarcinogénesis, tanto in vitro como in vivo. Ademas la expresion
de IRS2 varia entre perfiles moleculares S3-S2-S1 de HCCs humanos,
reduciéndose a medida que los tumores pasan desde un fenotipo
diferenciado a un fenotipo con un perfil progenitor.

La expresion del receptor epitelial FGFR2-1lIb, vinculada con un perfil
tumoral menos agresivo, es promovida por la expresion de IRS2.
Ademas, la sobreexpresion de IRS2 en la linea mixta epitelio-
mesenquimal Huh6, también aumenta la expresion de su ligando FGF7,
promoviendo un bucle de induccién en la sefializaciéon FGF7-FGFR2-
lib.
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Abstract

Insulin provides important information to tissues about feeding behavior and energy status.
Defective insulin signaling is associated with ageing, tissue dysfunction, and impaired
wound healing. In the liver, insulin resistance leads to chronic damage and fibrosis, but it is
unclear how tissue-repair mechanisms integrate insulin signals to coordinate an appropriate
injury response or how they are affected by insulin resistance. In this study, we demonstrate
that insulin resistance impairs local cellular crosstalk between the fibrotic stroma and bipo-
tent adult liver progenitor cells (LPCs), whose paracrine interactions promote epithelial
repair and tissue remodeling. Using insulin-resistant mice deficient for insulin receptor sub-
strate 2 (Irs2), we highlight dramatic impairment of proregenerative fibroblast growth factor
7 (Fgf7) signaling between stromal niche cells and LPCs during chronic injury. We provide a
detailed account of the role played by IRS2 in promoting Fgf7 ligand and receptor (Fgfr2-
11Ib) expression by the two cell compartments, and we describe an insulin/IRS2-dependent
feed-forward loop capable of sustaining hepatic re-epithelialization by driving FGFR2-I1Ib
expression. Finally, we shed light on the regulation of IRS2 and FGF7 within the fibrotic
stroma and show—using a human coculture system—that /RS2 silencing shifts the equilib-
rium away from paracrine epithelial repair in favor of fibrogenesis. Hence, we offer a compel-
ling insight into the contribution of insulin resistance to the pathogenesis of chronic liver
disease and propose IRS2 as a positive regulator of communication between cell types and
the transition between phases of stromal to epithelial repair.

Author summary

“Insulin resistance” is a chronic state of reduced sensitivity to the effects of circulating
insulin. It is one of the hallmarks of metabolic disease and a consequence of ageing, but
insulin resistance is also observed in otherwise healthy individuals after severe trauma/
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hemorrhage/sepsis, suggesting that it plays a physiological role in modulating the response
to injury. Defective insulin signals are linked to impaired wound healing, yet it remains
unclear how systemic changes affect locally the cells that coordinate tissue repair. In this
study, we used the liver to assess how insulin resistance impacts the injury response in
mice. We provide proof of concept that insulin signals are locally integrated by the fibrotic
microenvironment surrounding the adult liver stem cells during chronic injury, resulting
in the increased expression of epithelial repair signals. Insulin also simultaneously primes
stem cells to respond to these stromal growth factors, leading to an increased participation
in epithelial repair. Insulin resistance disrupts this local paracrine circuit, resulting in a
blunted epithelial response to chronic injury that exacerbates tissue damage. Our model
highlights a potential role for insulin in switching the hepatic injury response from a stro-
mal repair process to an epithelial repair process. To our knowledge, our data provide a
new perspective from which to reassess how insulin resistance influences fibrosis, wound
healing, and tissue remodeling during injury.

Introduction

Successful wound healing requires coordination between stromal and epithelial cell compart-
ments. Stromal activation lays the groundwork for epithelial repair, producing the appropriate
microenvironment and growth factors to facilitate proliferation and remodeling of epithelia
[1]. Metabolic disease is associated with a spectrum of chronic comorbidities, including car-
diovascular disease and liver disease, as well as defects in wound healing [2,3]. However, it
remains unclear whether insulin resistance affects injury-repair mechanisms in target organs
such as the liver, which are otherwise at the forefront of insulin’s metabolic actions. The liver
parenchyma is highly regenerative and can undergo dramatic tissue remodeling to maintain
parenchymal function in the face of chronic injury. Such remodeling is shaped in part by the
activation of perisinusoidal cells, such as hepatic stellate cells (HSCs), and periportal mesen-
chymal cells, such as portal fibroblasts (PFs) [4], that expand to produce a fibrotic milieu capa-
ble of directing epithelial repair but that also contribute to long-term risk of scarring/fibrosis
and hepatic dysfunction. To date, the impact of insulin resistance on the fibrotic stroma,
including how it affects the ability of mesenchymal cells to communicate repair signals to the
hepatic epithelia, remains unknown [5].

In this study, we investigate how insulin resistance affects stromal-epithelial repair mecha-
nisms in the liver during chronic injury by knockout of insulin receptor substrate 2 (Irs2), a
key adaptor protein that couples the insulin and insulin-like growth factor 1 (IGF-1) receptors
to intracellular signaling pathways. Irs2™"~ mice have normal liver development but severe
peripheral insulin resistance that leads to late-onset type II diabetes [6]. IRS2 is the principle
regulator of insulin sensitivity in hepatocytes [7], cooperating closely with IRS1 to mediate the
metabolic response to feeding [8]. Aberrant IRS2 expression has been associated with hepatic
insulin resistance [9] and progression of chronic liver diseases, including nonalcoholic steato-
hepatitis (NASH) [10], hepatitis C [11], and hepatocellular carcinoma [12], in which increased
IRS2 expression is associated with proliferation, increased cell survival, and disruption of cell-
fate signals controlling hepatocyte metaplasia and the expansion of bipotent liver progenitor
cells (LPCs) [13,14]. Nevertheless, it remains to be established whether IRS2 plays any role in
hepatic wound healing.

Fibroblast growth factor 7 (FGF7) is an important paracrine regulator of tissue morphogen-
esis during development [15,16] and during re-epithelialization of cutaneous lesions [17]. In
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the liver, FGF7 is expressed by HSCs [18] and Thy1 T-cell surface antigen (Thy1)-expressing
PFs [4,19] that produce stromal niche signals to drive epithelial remodeling in response to
chronic injury. Fgf7-knockout mice have reduced survival due to liver failure when fed a hepa-
totoxic diet containing 0.1% 3.5-diethoxycarbonyl-1.4-dihydrocollidine (DDC) because they
are unable to support the expansion of adult liver stem cells/LPCs required for the adaptive
response to injury [19,20]. LPCs are bipotent epithelial precursors capable of differentiating
into cholangiocytes or parenchymal hepatocytes [21]. During DDC liver injury, they prolifer-
ate to form duct-like structures within periportal tracts, surrounded by fibrotic stromal cells
expressing Fgf7. LPCs express Fgfr2-IIIb [19], the receptor for Fgf7, which is exclusively
expressed in epithelia. Amplification of Fgfr2-IIIb occurs in LPCs within the expanding non-
parenchymal cell (NPC) fraction during DDC injury [22], and potentiation of Fgfr2-ITIb sig-
naling by overexpression of Fgf7 [19] or Fgf10 [22] drives the dramatic expansion of LPCs and
immature hepatocytes within the liver. Fgf7/Fgfr2-IIIb interactions therefore communicate
proregenerative signals between stroma and epithelia, with a range that is strictly limited to
local paracrine effects because of the high affinity of Fgf7 for heparin-sulphate proteoglycans
in the extracellular matrix and neighboring cells [23].

Usually, insulin signals are systemic, but in model organisms such as Drosophila, they also
coordinate short-range communication between niche cells and stem cells [24]. This allows for
tissue-specific responses to changing environmental conditions [25]. In this study, we show
that integration of insulin/IRS2 signals by HSCs and LPCs promotes paracrine crosstalk
between the fibrotic stroma and LPCs via Fgf7. We demonstrate that loss of Irs2 has a negative
impact on hepatic wound healing, reducing the capacity of HSCs and LPCs to produce and
respond to Fgf7 respectively.

Results
The response to DDC liver injury is blunted in Irs2~'~ mice

We examined how Irs2 deletion affected the chronic liver-injury response in adult mice during
0.1% DDC feeding, in which paracrine Fgf7 signaling plays a central role in coordinating the
LPC response and epithelial repair (Fig 1A). Transient induction of Irs2 occurred in wild-type
(WT) livers on day 7 of the DDC diet (Fig 1B), correlating with a peak in liver injury as judged
by serum aspartate/alanine transaminase (AST/ALT) activity (Fig 1C). No differences in
serum bilirubin or liver tissue bile acid levels were observed between the two groups (Fig 1D),
and initial induction of AST/ALT was comparable on day 7, suggesting the cholestatic effects
of the DDC diet were equivalent in WT and Irs2™'~ mice. However, past day 7, serum transam-
inases were reduced in controls (days 14-21), whereas in the Irs2™'~ mice, they remained sig-
nificantly elevated (Fig 1C), suggesting a role for Irs2 in the attenuation of liver damage.

Fgf7 expression and LPC expansion are impaired in Irs2~'~ mice

We observed robust Fgf7 activation in WT livers (days 14-21), which coincided with the sig-
nificant reductions in AST/ALT recorded at these time points (Figs 2A and 1B), consistent
with the proregenerative role played by Fgf7 in the response to DDC injury. Fgf7-expressing
stromal cells surrounded duct-like structures in periportal tracts that stained positive for LPC
markers including epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) and osteopontin (secreted phos-
phoprotein 1, Spp1) (Fig 2B). In Irs2™'~ mice, we observed a striking failure to induce Fgf7 dur-
ing DDC feeding (Fig 2A). We also observed modest but significant down-regulation of Fgf10
but no change in Fgf22 (S1 Fig), suggesting other stromal Fgfr2-IIIb ligands were also affected.
Failure to induce Fgf7 expression in Irs2™'~ livers occurred in parallel with a delay in the overall
increase in hepatocyte nuclear factor 4-alpha (HNF4a)— NPCs (S2A and S2B Fig), as well as a
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Fig 1. Irs2 is required for the amelioration of liver injury during DDC feeding. (A) Schematic showing DDC feeding protocol (upper panel) and the cellular impact
of chronic DDC feeding on the liver (lower panel): Hepatocellular damage is accompanied by expansion of bipotent LPCs and fibrotic stroma in periportal tracts, where
cells are exposed to high concentrations of insulin. Portal vein (P), Hepatic artery (A), and Central vein (C). (B) Whole-liver mRNA levels of Irs2 in WT and Irs2” mice
during a time course of DDC feeding based on RT-qPCR analysis (n = 3-8). Expression data are presented in RUs normalized to ribosomal protein L19 (Rpl19). (C)
Liver injury measured by serum transaminase levels AST/ALT during a time course of DDC feeding in WT and Irs2”'~ mice (n = 4). (D) Equivalent levels of cholestasis
in WT and Irs2-deficient mice during DDC injury. Left—serum levels of TBIL during a time course of DDC feeding (1 = 3). Right—Whole-liver tissue bile acid levels
prior to (Cont) and after 21 days of DDC feeding (DDC) (1 = 4). Data information: underlying data are available in S1 Data. Values plotted as mean + SEM: Two-way
ANOVA was used to compare means. Significance P values were calculated using Bonferroni test *P < 0.05, **P <0.01, and ***P < 0.001. Dotted lines indicate
statistically significant decrease with time. ALT, alanine transaminase; AST, aspartate transaminase; Cont, control; DDC, 3.5-diethoxycarbonyl-1.4-dihydrocollidine;
Fgf7, fibroblast growth factor 7; Irs2, insulin receptor substrate 2; LPC, liver progenitor cell; mRNA, messenger RNA; RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR;
RU, relative unit; TBIL, total bilirubin; WT, wild type.

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.2006972.9001

specific delay in the induction of LPC genes EpCAM and osteopontin/Spp1 (Fig 2A) and
decreased ductular immunostaining in periportal areas (Fig 2B). Proliferative expansion of
cells expressing osteopontin/Sppl was also diminished (day 14), as judged by Ki67 immunos-
taining (Fig 2C), and ducts containing LPCs appeared disorganized (Fig 2B).

Parenchymal cell depletion was exacerbated in Irs2™'~ mice during DDC feeding, based on
quantification of HNF40+ hepatocyte nuclei (S2A and S2C Fig). This was characterized by
failure to sustain numbers of so-called "small" hepatocytes (nuclear area < 75 um®), parenchy-
mal cells attributed with the greatest regenerative potential (S2D Fig) [26,27]. Using an original
methodology to estimate ploidy (described in Materials and methods), we analyzed changes in
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Fig 2. Fgf7 induction and the LPC response are impaired in Irs2~'~ mice during DDC injury. (A) RT-qPCR analysis of
indicated genes in whole-liver mRNA from W'T and Irs2”'~ mice during a time course of DDC feeding (n = 6-8). (B)
Immunofluorescence staining for Fgf7-expressing stroma and EpCAM-Osteopontin/Spp1-expressing LPC ducts in livers of WT
and Irs2”'~ mice after 14 days of DDC feeding. Dotted lines indicate portal vein (H = Hoechst). (C) Quantification of LPC
proliferation in livers of WT and Irs2™"~ mice on DDC day 14. (left) Spp1/Ki67 immunofluorescence staining highlighting
proliferation of cells within ducts (arrow heads). Dotted lines indicate portal vein. (Right) Quantification by INcell analysis of Spp1
cell proliferation (1 = 6, total of 6.47 x 10* Spp+ cells analyzed). Data information: underlying data are available in S1 Data. Values
plotted as mean + SEM. “P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. (A) Two-way ANOVA was used to compare means. Significance
P values were calculated using Tukey’s multiple comparison test. (C) Unpaired Student ¢ test. DDC, 3.5-diethoxycarbonyl-
1.4-dihydrocollidine; EpCAM, epithelial cell adhesion molecule; Fgf7, fibroblast growth factor 7; Irs2, insulin receptor substrate 2;
LPC, liver progenitor cell; mRNA, messenger RNA; RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR; RU, relative unit; Sppl,
secreted phosphoprotein 1; WT, wild type.

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.2006972.9002

hepatocyte DNA content in whole-liver tissue sections during DDC injury (S3A and S3B Fig).
We found that the population of small hepatocytes with approximately 2n DNA content (2c)
was increased in the WT group during the later stages of DDC injury (days 14-21, 1.6-fold

P =0.0335), consistent with a regenerative response (S3C Fig). During the same period, 2c
hepatocytes declined in numbers in the livers of Irs2”'~ mice, indicating a failure to maintain
parenchymal tissue homeostasis during chronic injury.

Altered profile of stromal activation in Irs2~~ mice highlights aberrant
response by Fgf7-expressing mesenchymal cells

In rodent and human livers, Fgf7 is expressed by HSCs during injury [18]. However, in the
DDC mouse model, resident Thyl+ PFs have also been identified as important Fgf7-expres-
sing mesenchymal cells and first responders to cholestatic liver damage [4,19]. Profiling of
stromal gene expression in WT mice during DDC injury revealed sustained induction of PF/
myofibroblast genes Thyl, Elastin, Vimentin, and alpha-smooth muscle actin (eSma/Acta2),
together with profibrogenic gene Connective tissue growth factor (Ctgf) (Fig 3A), whereas in
Irs2”'~ mice, the activation profile of these genes was either blunted (Thyl, Elastin), less sus-
tained (Acta2), or down-regulated from day 7 (Vimentin, Ctgf, and ThyI), suggesting a nega-
tive impact on the PF/myofibroblast population within the activated stroma. Interestingly, we
also observed a decline in expression of the HSC marker glial fibrillary acidic protein (Gfap)
from day 7 (Fig 3A), coincident with significant reductions in mesenchymal marker Vimentin
and in Ctgf, a regulator of epithelial mesenchymal transition. From day 7, a significant decrease
in Gfap immunostaining in Irs27/~ livers was also observed (Fig 3B and 3C). This reduction in
Gfap+ cells was apparent throughout the parenchyma and in periportal areas where it coloca-
lized with Fgf7-expressing stroma (Fig 3C).

In contrast with the results of messenger RNA (mRNA) analysis (Fig 3A), immunostaining
for Thyl, Elastin, and aSMA tended towards increased expression in Irs2”' livers on day 21,
while mesenchymal intermediate filament protein vimentin was similarly induced (54 Fig).
Thyl+ stroma were observed in close contact with Sppl+/Epcam+ LPCs in both WT and
Irs2”/~ mice as previously described [19] (S5A Fig), and a similar relationship between oSma-
expressing myofibroblasts and Spp1+ LPCs was also apparent in both groups (S5B Fig), indi-
cating that failure to induce Fgf7 was not due to the lack of myofibroblast-like cells in the LPC
niche of Irs2”'" livers per se. In contrast, lack of contact between Gfap+ HSCs and LPCs was
observed in Irs2~/~ livers (S5B Fig). Hence, failure to induce Fgf7 coincided with an overall
loss of Gfap+ HSCs and loss of association between HSCs and LPCs in portal tracts, whereas
we were unable to confirm that stromal PFs were negatively influenced by Irs2 deletion. How-
ever, increased Thy staining in Irs2™'~ livers was partially attributable to the increase in mark-
ers of bone-marrow-derived cells; cd45/protein tyrosine phosphatase receptor type C gene
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Fig 3. The stromal response to DDC injury in Irs2™~
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mice is characterized by loss of HSCs and blunted activation of PF/myofibroblast gene

expression. (A) RT-qPCR analysis of whole-liver mRNA during a time course of DDC injury using a panel of genes associated with
Fgf7-expressing stromal cells: PFs (Thyl, Elastin), myofibroblasts (Acta2, Vimentin, Ctgf), and HSCs (Gfap). In livers of Irs2”'~ mice, we observed
impaired or less sustained induction of PF/myofibroblast markers (Thy1, Elastin, Actal) combined with a tendency for all genes (except Elastin)
to be down-regulated from day 7 in parallel with loss of Gfap (1 = 3-8). (B) Gfap+ HSCs were depleted in Irs2~'~ mice during DDC injury.
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Quantification of Gfap immunostaining in the livers of WT and Irs2”'~ mice during the time course of DDC injury (n = 3-4). (C) Loss of Gfap
+HSCs in Irs2™~ mice ?arallels the failure to induce Fgf7 in periportal areas. Confocal immunofluorescence images showing reduced Gfap/Fgf7
double staining in Irs2™"~ mice after 14 days of DDC feeding (day 14). Data information: underlying data are available in S1 Data. Data are
presented as mean + SEM. *P < 0.05, “*P < 0.01, and ***P < 0.001. (A) Two-way ANOVA was used to compare means. Significance P values
were calculated using Tukey’s multiple comparison test. (B) Unpaired Student ¢ test. Actal, alpha-smooth muscle actin; Ctgf, Connective tissue
growth factor; DDC, 3.5-diethoxycarbonyl-1.4-dihydrocollidine; Fgf7, fibroblast growth factor 7; Gfap, glial fibrillary acidic protein; HSC, hepatic
stellate cell; Irs2, insulin receptor substrate 2; mRNA, messenger RNA; PF, portal fibroblast; RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR;
RU, relative unit; WT, wild type.

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.2006972.9003

encoding CD45 cell surface antigen (Ptprc) and cd117/Proto-oncogene c-kit (Kit), on day 7,
which coincided with early activation of matrix remodeling factors (tissue inhibitor of metallo-
proteinase 1 [Timp1] and Matrix metallopeptidase 9 [Mmp9]) and MYC proto-oncogene
(cMyc) and a dramatic early peak in transforming growth factor beta (TgfB)—a master regula-
tor of fibrogenesis and mobilizer of circulating populations of collagen-expressing fibrocytes
[28] (S6A Fig). Consistent with this, we also observed greater Thy1/Cd45 colocalization in
Irs2”'" livers on day 21 (S6B Fig), suggesting more extensive incorporation of bone-marrow-
derived cells into the stromal niche. Furthermore, the numbers of Cd3+ T cells were also
increased in Irs2™' livers on day 21 (S6C Fig), suggesting that Thyl+ cells from the bone mar-
row, whose expression of Fgf7 is lower than that of resident Thy1+ fibroblast populations [4],
played a more significant role in the altered stromal response to DDC injury in Irs2™'~ mice.

Survival of Fgf7-expressing HSCs is Irs2 dependent

We assessed the survival of Fgf7-expressing stroma during the early phase of DDC injury,
when Irs2 was maximally expressed in WT livers (day 7) and before significant loss of Gfap

+ HSCs was observed. Analysis of cleaved caspase 3 (c-Casp3) staining revealed a 3.0-fold

(P =0.0395) increase in apoptosis in Fgf7-expressing cells in Irs2”'~ livers at this time, confirm-
ing accelerated loss of this subpopulation within the fibrotic stroma during injury (Fig 4A). In
order to test the hypothesis that IRS2 promoted survival of Fgf7-expressing stroma, we per-
formed stable knockdown of IRS2 in the human HSC (hHSC) cell line LX-2 using lentiviral
short hairpin RNA (shRNA) (Fig 4B and 4C). Silencing of IRS2 had no direct impact on LX-2
cell viability, Fgf7 expression, or fibrogenic gene expression under standard culture conditions
(S7 Fig). However, exposure to cytotoxic alkylating agent mitomycin C (MitoC) resulted in
cell-cycle arrest and apoptotic cell death, during which IRS2 promoted survival (Fig 4B) by sig-
nificantly reducing P53 expression and caspase 3 cleavage (Fig 4C). We confirmed a positive
role for IRS2 in protecting HSCs from apoptosis by treating primary hHSC cultures with an
allosteric inhibitor of IRS proteins (NT-157). NT-157 triggers proteasomal depletion of IRS1/
IRS2 [29], which resulted in dramatic activation of P53/caspase 3 cleavage and apoptosis in
hHSCs (Fig 4D). We therefore concluded that IRS2 plays an indirect role in driving Fgf7
expression during DDC injury by protecting HSCs from apoptosis.

Irs2 promotes epithelial sensitivity to Fgf7 and hepatic re-epithelialization
during injury

In addition to the defect in stromal Fgf7 expression, Irs2 deletion also had a negative impact
on sensitivity to Fgf7 in epithelial cells. Stromal Fgf7 drives re-epithelialization during skin
wound healing, signaling exclusively to cells expressing the epithelial isoform of Fgfr2
(Fgfr2-111b), which is highly expressed by LPCs during DDC feeding [19]. In Irs2”'" livers, we
noted a sharp decline of Fgfr2-IIIb expression in the latter stages of DDC feeding (days 14-21),
which contrasted with the steady increase in Fgfr2-IIIb observed in the WT group (Fig 5A). In
WT mice, we observed increased antibody staining for Fgfr2 in periportal ducts surrounded
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Fig 4. Irs2 depletion leads to reduced survival of Fgf7-expressing stroma and human HSCs. (A) Representative immunofluorescence
images and graphical quantification of cleaved caspase 3 staining in Fgf7-expressing stroma in livers of WT and Irs2™'~ mice after 7 days of
DDC feeding (1 = 3), duplicates analyzed for each animal, mean total area 33.9 mm” per section. Dotted lines indicate portal vein. (B-C)
IRS2 protects hHSC-derived LX-2 cells from apoptotic cell death following MitoC treatment in vitro. LX-2 cells were stably transduced with
sh-luc or sh-IRS2 and treated with MitoC. (C) Representative phase-contrast images showing reduced survival of sh-IRS2 cells at 72 h post-

PLOS Biology | https:/doi.org/10.1371/journal.pbio.2006972  January 29, 2019 9/32




@. PLOS | BIOLOGY Insulin resistance: Resisting repair

MitoC treatment (above). Graph below shows results of MTT cell-viability analysis, also performed at 72 h, confirming reduced survival

(n = 3). (D) Western blot analysis with graphical quantitation of indicated relative protein expression levels (n = 3-5). (D) Inhibition of IRS
proteins in primary hHSCs activates apoptotic cell death. Cells were treated with NT-157 (5 uM) or Control (DMSO) for 72 h. Phase-
contrast images showing dramatic cell death induced by NT-157 treatment (left) and western blot (representative of n = 4) showing cleaved
caspase and P53 activation corresponded with reduced IRS2 levels. Data information: underlying data are available in S1 Data. Data are
presented as mean + SEM. “P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. (A) Unpaired Student ¢ test. (B-C) Paired Student ¢ test. c-CASP3,
cleaved caspase 3; Cont, control; Fgf7, fibroblast growth factor 7; Gfap, glial fibrillary acidic protein; hHSC, human HSC; HSC, hepatic
stellate cell; Irs2, insulin receptor substrate 2; MitoC, mitomycin C; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide;
NT-157, allosteric inhibitor of IRS1 and 2; RU, relative unit; sh-IRS2, shRNA-targeting IRS2; sh-luc, control luciferase; sShRNA, short
hairpin RNA; WT, wild type.

https:/doi.org/10.1371/journal.pbio.2006972.9004

by Fgf7+ stroma (Fig 5B). No such induction was observed in Irs2™'" livers, consistent with a
failure of FGFR2-IIIb expression in LPCs. We confirmed that diminished Fgfr2-IIIb expression
resulted in reduced Fgf7-sensitivity in injured Irs2™" livers by testing the signaling response to
intraperitoneal (i.p.) injection of recombinant Fgf7 (rFgf7) protein. In WT mice, rFgf7
robustly activated Fgf7/Fgfr2 signaling as assessed by western blot, demonstrating increased in
vivo phosphorylation of extracellular signal-regulated kinases (ERK)1/2 in whole-liver lysates
(Fig 5C). This response to rFgf7 was abrogated in the Irs2™'" livers, indicating that they were
refractory to Fgf7. Taken together, our findings suggested that Irs2 played a dual role in (i) pro-
moting stromal expression of Fgf7 and (ii) sustaining sensitivity of the hepatic epithelia to Fgf7
during chronic DDC liver injury by promoting Fgfr2-IIIb expression (Fig 5D). Interestingly,
the timing of Fgfr2-IIIb loss in Irs2™'~ mice (days 14-21) corresponded with a period during
which the parenchymal architecture failed to re-epithelialize, as judged by quantitative analysis
of B-catenin immunostaining in hepatocytes (Fig 5E), suggesting that in the later stages of
DDC injury, Irs2 was required upstream of Fgf7-Fgfr2-IIIb signaling to driving adaptive epi-
thelial remodeling.

Insulin/IRS2 signaling and FGF7 synergize to promote FGFR2-IIIb
expression and the emergence of hepatocytic epithelia in bipotent human
HepaRG cells

We examined the possibility that IRS2 played a direct role in regulating LPC sensitivity to
FGF7 and epithelialization using a human model of bipotent adult liver progenitor cells
(HepaRG) [30]. Upon reaching confluence, HepaRG cells spontaneously differentiate in
media supplemented with insulin to produce phase-bright epithelial “islands” of hepatocyte-
like cells (Fig 6A and S8 Fig). Within these “islands,” cells express hepatocyte genes such as
albumin, HNF4a, cytochrome P450 3A4 (CYP3A4), and apolipoprotein A2 (APOA2) (S8 Fig).
Using this model, we found that IRS2 was induced prior to FGFR2-1ITb and hepatocyte-specific
genes such as APOA2 (Fig 6B). Using a human IRS2-promoter construct to visualize the pat-
tern of IRS2 expression via green fluorescent protein (pIRS2-GFP), we also demonstrated colo-
calization of IRS2 with albumin and FGFR2 in the early stages of hepatocyte island formation
(Fig 6C). These data were consistent with an early role for IRS2 in the patterning of FGF7 sen-
sitivity during LPC differentiation.

Removal of insulin from the media (S8B and S8C Fig) or stable silencing of IRS2 (Fig 6D,
S8D-S8F Fig) resulted in a striking failure to generate hepatocytic epithelia within the cultures,
together with concomitant loss of FGFR2-IIIb expression (Fig 6E). Importantly, the formation of
epithelial islands and FGFR2-IIIb were restored by exogenous expression of a mouse Irs2 not tar-
geted by the human IRS2 shRNA construct (Fig 6D and 6E); hence, we confirmed a cell-autono-
mous role for IRS2 in promoting FGFR2-IIIb expression and differentiation in LPC-like cells.

Culturing of HepaRG cells with recombinant human FGF7 (thFGF7) accelerated the for-
mation of islands and increased hepatocyte differentiation, as determined by increased
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Fig 5. Irs2 is required to sustain hepatic Fgfr2-IIIb expression and re-epithelialization during DDC injury. (A) RT-qPCR analysis of Fgfr2-I1Ib
expression in whole-liver mnRNA from WT and Irs2”'~ mice during a time course of DDC feeding (n = 6-8). (B) Immunofluorescence images of WT
and Irs2”'~ livers after 14 and 21 days of DDC feeding. Induction of Fgfr2 occurred within duct-like structures in periportal areas (*) surrounded by
Fgf7-expressing stroma (s). The failure to sustain Fgf7 expression in Irs2™/~ mice was paralleled by concomitant failure to induce Fgfr2 in LPCs
(arrows). (C) The livers of Irs2 ™/~ mice are refractory to exogenous Fgf7 stimulation following DDC injury. Western blot analysis of whole-liver
extracts from DDC-treated WT and Irs2™"~ mice (day 21). 30 minutes prior to being killed, mice were administered rFgf7 or vehicle by i.p. injection.
P-Erk levels relative to total Erk were quantified and are shown in the graph above (n = 4-7), and representative images of blots are shown below.
(D) Schematic summarizing the observed negative impact of Irs2 deletion on Fgf7 signaling between the hepatic stroma and LPCs during DDC
injury. P = portal vein, A = hepatic artery, C = central vein. (E) Immunohistochemical staining for B-catenin in WT and Irs2~'~ liver parenchyma
during a time course of DDC injury. Modal pixel intensity was graphed and used to quantify the dramatic remodeling of B-catenin staining (days
0-14) and reestablishment of epithelial architecture in livers of WT but not Irs2”"" mice in the latter period of the diet (days 14-21) (n = 6-9). Data
information: underlying data are available in S1 Data. Data are presented as mean + SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. (A and E) Two-
way ANOVA was used to compare means. Significance P values were calculated using Bonferroni test. (C) One-way ANOVA was used to compare
means. Significance P values were calculated using Tukey’s test. DDC, 3.5-diethoxycarbonyl-1.4-dihydrocollidine; Erk, extracellular signal-regulated
kinase; Fgfr2-11Ib, Fgf7 ligand and receptor; Fgf7, fibroblast growth factor 7; i.p., intraperitoneal; Irs2, insulin receptor substrate 2; LPC, liver
progenitor cell; mRNA, messenger RNA; P-Erk, phosphorylated Erk (Tyrosine 204); RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR; RU, relative
unit; WT, wild type.

https:/doi.org/10.1371/journal.phio.2006972.9005

albumin/HNF4o and E-cadherin (E-cad) immunostaining, human APOA2-promoter
(pAPOA2)-GFP reporter activity (Fig 6F), and analysis of hepatocyte-specific gene expression
(Fig 6G). This occurred downstream of a rapid (3-6 h) and sustained induction in osteopon-
tin/SPPI (S9 Fig), consistent with our in vivo observation that osteopontin/Spp1 and Fgf7 were
both impaired in Irs2™/ livers during injury (Fig 2). Importantly, the ability of thFGF?7 to pro-
mote expression of osteopontin/SPPI, as well as hepatocyte-specific genes such as albumin
and APOA2, was both insulin and IRS2 dependent (Fig 6G), revealing synergy between these
two pathways in driving the differentiation of bipotent progenitor cells. Stable silencing of
IRS2 or omission of supplemented insulin from the medium was sufficient to abrogate the pos-
itive long-term effects of rhFGF7 on the hepatogenic program, thus demonstrating a func-
tional requirement for insulin/IRS2 upstream of paracrine FGF7 signaling. Interestingly,
rhFGF7 treatment also increased FGFR2-IIIb expression, highlighting the potential for positive
feedback between ligand and receptor—an effect that was also insulin/IRS2 dependent (Fig
6G) and hence reinforced the conclusion that insulin/IRS2 signaling in LPC-like cells primed
FGF7 sensitivity.

Our data supported the hypothesis that insulin/IRS2 signaling was functionally upstream of
FGF7-mediated epithelialization of LPCs and highlighted a cell-intrinsic role for IRS2 in pro-
moting sensitivity to paracrine FGF7 produced by the fibrotic stroma. However, they also
revealed that loss of stromal FGF7 could by itself be sufficient to explain a decline in
FGFR2-IITb expression and epithelialization in a non-cell-autonomous manner as a conse-
quence of reduced positive feedback between ligand and receptor.

Insulin/IRS2 resistance in fibrotic stroma limits hepatocyte differentiation
and FGFR2-IIIb expression in cocultured LPCs

Our results highlighted the potential for a paracrine feed-forward loop in which FGF7 drove
LPC differentiation and FGFR2-IIIb expression, potentiating both epithelialization and FGF7
sensitivity in an insulin/TRS2-dependent manner. To test this hypothesis further and to more
rigorously address the role of insulin/IRS2 signaling in the fibrotic stroma, we performed
coculture experiments with hHSCs and HepaRG cells, seeding the two cell types together in
order to model the intimate heterotypic cell-cell interactions observed between LPCs and
their stromal niche in periportal tracts during DDC injury (Fig 7A). LX-2 control (sh-luc) and
IRS2-knockdown (sh-IRS2) cells were used to simulate "normal” versus "IRS2-deficient"
fibrotic stroma and gauge how stromal insulin/IGF-1 resistance influenced the LPC response
in a non-cell-autonomous manner.
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tes epithelialization and sensitivity to FGF7 in vitro. (A) Schematic showing differentiation of bipotent HepaRG human LPCs in
vitro produces epithelial “islands” containing hepatocyte-like cells. (B) RT-qPCR time course of HepaRG differentiation showing early induction of IRS2, and
FGFR2-IIIb prior to hepatocyte differentiation (indicated by APOA2). (C) Colocalization of Alb, FGFR2, and IRS2 by immunostaining within hepatocyte islands during
the early stages of HepaRG differentiation (day 14). IRS2 expression was visualized by stable transduction with a human IRS2 promoter (pIRS2) GFP reporter. Dotted
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line delimits “island.” (D-E) IRS2 is necessary for FGFR2-IIIb expression during HepaRG differentiation: (D) phase-contrast images of differentiated cells after stable
silencing for IRS2 using shRNA lentivirus (sh-IRS2). Arrowheads highlight “islands” observed in control cultures expressing sh-scram but not in sh-IRS2 cells.
Specificity of the knockdown phenotype was confirmed by a “rescue” in which Lenti-mlIrs2 was constitutively expressed in sh-IRS2 cells. (E) RT-qPCR analysis of
FGFR2-I1Ib expression (1 = 3). (F-G) Insulin/IRS2 is required for functional sensitivity to rFGF7 in HepaRG cells and is necessary for feed-forward induction of
FGFR2-11Ib by FGF7 ligand. (F) Phase-contrast and immunofluorescence images of HepaRG cells (day 15) cultured with rhFGF?7 for 11 days, showing an increase in
epithelial islands positive for Alb/HNF4a and E-cad immunostaining and pAPOA2-GFP reporter expression (H = Hoechst). (G) RT-qPCR analysis for indicated genes
following long-term (11-day) rhFGF7 treatment in the presence (+) or absence () of supplemented insulin in control (sh-luc) or IRS2 knockdown cells (sh-TRS2)

(n = 3). Data information: underlying data are available in S1 Data. Data are presented as mean + SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. (E and G) One-way
ANOVA was used to compare means. Significance P values were calculated using Newman-Keuls multiple comparison test. Alb, albumin; APOA2, apolipoprotein A2;
Cont, control; E-cad, E-cadherin; EF1, Human elongation factor-1 alpha promoter; FGF7, fibroblast growth factor 7; FGFR?2, fibroblast growth factor receptor 2; GFP,
green fluorescent protein; HNF4o, hepatocyte nuclear factor 4-alpha; IRS2, insulin receptor substrate 2; Lenti-mlrs2, murine Irs2 transgene not targeted by human-
gene-silencing construct; nRNA, messenger RNA; pAPOA2, human APOA2 promoter; pIRS2, IRS2 promoter; rFgf7, recombinant Fgf7; rhFGF7, recombinant human
FGF7; RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR; RU, relative unit; sh-IRS2, shRNA-targeting IRS2; sh-luc, control luciferase; sShRNA, short hairpin RNA; sh-
scram, scrambled shRNA.

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.2006972.9006

Consistent with the hypothesis that FGF7 was indirectly regulated by stromal IRS2, we
observed similar levels of FGF7 in the early stages of LX-2/HepaRG coculture (Fig 7B). How-
ever, while FGF7 expression was sustained in cocultures containing normal LX-2 stroma, a sig-
nificant long-term decline was observed in those that contained IRS2-deficient LX-2 (Fig 7B),
demonstrating an indirect role for stromal IRS2 in promoting FGF7 expression in coculture.
The decline FGF7 expression in the IRS2-deficient stromal cocultures also coincided with a
striking failure to induce FGFR2-IIIb on day 14 (Fig 7B). Interestingly, we also observed
blunted induction of FGF10 within cocultures containing IRS2-deficient stroma (days 10-14),
whereas FGF22 expression was unaffected (S10A Fig). These data reinforced the notion that
FGFR2-IIIb ligands such as FGF7/FGF10 were required to drive expression of their epithelial
receptor in LPCs both in vivo and in vitro.

Using the coculture method, we also found that FGFR2-IIIb and APOA2 induction by LPCs
required insulin signaling via IRS2 within the fibrotic stroma. Knockdown of IRS2 in LX-2
cells completely abrogated the ability of insulin to potentiate epithelial sensitivity to FGF7 and
hepatocyte differentiation within the cocultures, as judged by loss of time-dependent induc-
tion of FGFR2-IIIb and APOA?2, respectively (Fig 7C). These results demonstrated a require-
ment for stromal IRS2 in the non-cell-autonomous potentiation of FGF7 target genes in
HepaRG cells. Moreover, we observed localized expression of FGFR2 in HepaRG at sites of
contact with LX-2 cells, suggesting regulation of LPC differentiation by the stroma at close
range, consistent with the short-rage paracrine actions of FGF7 (Fig 7D).

In order to further test whether paracrine FGF7 signaling was downstream of IRS2-depen-
dent stromal-epithelial crosstalk in hHSC/HepaRG cocultures, we used primary hHSCs,
which expressed higher levels of endogenous FGF7 than LX-2 (Fig 8). Interestingly, we found
that both FGF7 and IRS2 expression were significantly increased in hHSCs following MitoC-
induced cell-cycle arrest (Fig 8A). This observation provided us with a useful means to modu-
late endogenous FGF7 expression prior to coculturing the cells with HepaRG. Consistent with
the increase in FGF7 expression, we observed a dramatic enhancement of APOA2 expression
in HepaRG cocultures using hHSCs pretreated with MitoC (Fig 8B). Moreover, inclusion in
the medium of a competitive FGF7 inhibitor, consisting of a chimeric rFGFR2-IIIb extracellu-
lar domain/Human IgG1 crystallizable fragment (Fc) domain protein (thFGFR2-IIIb-Fc), sig-
nificantly inhibited APOA2 expression by HepaRG, confirming APOA2 as a downstream
target of paracrine FGF7 and demonstrating a role for FGF7 signaling in driving hepatocyte
differentiation in coculture.

The diffusion of FGF?7 is highly restricted because of its affinity for heparin-sulphate proteo-
glycans in extracellular matrix and cell membranes [23]. Consistent with this short-range
mode of action, we found that hepatocyte differentiation within the cocultures (judged by
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Fig 7. Heterotypic cell-cell crosstalk between HSCs and LPCs is IRS2 dependent. (A) Schematic illustrating the HSC/LPC coculture
model designed to test whether IRS2 expression in the stromal cell compartment was required for heterotypic interactions leading to
increased FGFR2-I1Ib expression and APOA2 induction in adjacent HepaRG cells. Control (shRNA-luc) or IRS2-deficient (shRNA-IRS2)
LX-2 cells were seeded for a day prior to addition of HepaRG cells as indicated, and the resulting cocultures were then studied for 2-14 days.
(B) RT-gPCR time course of gene expression in the HSC/LPC coculture system showing stromal IRS2 expression was required for sustained
FGF?7 expression and induction of FGFR2-IIIb (n = 3). (C) RT-qPCR analysis of control (sh-luc) and IRS2-deficient (sh-TRS2) LX-2
cocultures performed in the presence (+) or absence (-) of supplemented insulin (n = 3). (D) Coculture immunostaining (day 14)
highlighting localized FGFR2 expression (arrows) at sites of contact between HepaRG and HSC stroma (marked by phalloidin). Data
information: underlying data are available in S1 Data. Data are presented as mean + SEM. “P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. (B) Two-
way ANOVA was used to compare means. Significance P values were calculated using Tukey’s multiple comparison test. (C) Two-way
ANOVA was used to compare means. Significance P values were calculated using Sidak’s multiple comparison test. APOA2, apolipoprotein
A2; Fgfr2-1IIb, Fgf7 receptor; Fgf7, fibroblast growth factor 7; H, Hoechst; HSC, hepatic stellate cell; Irs2, insulin receptor substrate 2; LPC,
liver progenitor cell; mRNA, messenger RNA; RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR; RU, relative unit; shIRS2, shRNA-targeting
IRS2; sh-luc, control luciferase; ShRNA, short hairpin RNA.

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.2006972.9007

HNF40 immunostaining) was spatially limited to sites of contact between HepaRG and
vimentin+ hHSCs (Fig 8C). To explore the properties of the HSC signal driving differentiation
within the cocultures further, we developed a short-term bioassay using APOA2 expression as
a functional readout for FGF7 activity. Stimulation of HepaRG monocultures with a single
dose of rhFGF?7 rapidly induced APOA2 at 48 h (Fig 8D). Hence, we collected conditioned
medium from MitoC-treated hHSCs and added it to HepaRG cells; however, no induction of
APOA2 was observed, suggesting the factor was either labile or unavailable in the cellular
supernatant because of cell/matrix binding (Fig 8E). Using a similar approach, we were able to
confirm that direct contact between HepaRG and hHSCs (achieved by short-term 48 h cocul-
ture) was sufficient to induce APOA2 expression in an FGF7-dependent manner, an effect that
was blocked by inclusion of the competitive FGF7 inhibitor (Fig 8F). Importantly, the ability
of hHSC:s to induce APOA2 within 48 h in this model was conditional upon the pretreatment
of hHSCs with MitoC, confirming that paracrine FGF7 signaling in hHSCs was enhanced by
mitotic inactivation.

Taken together, these data demonstrated a positive role for paracrine FGF7 signaling by
human HSC in supporting FGF7 sensitivity and hepatocyte differentiation in adjacent epithe-
lial progenitors.

IRS2 deficiency promotes stromal activation at the expense of epithelial
repair

The stromal injury response precedes epithelial repair. In the liver, this is characterized by
HSC-derived myofibroblast proliferation and the laying down of extracellular matrix, which is
followed by cell-cycle exit, fibrogenic reversion, and apoptotic cell clearance that accompanies
tissue repair. The equilibrium within the fibrotic stroma between activated and reverted HSCs
is therefore central to the regulation of the stromal injury response and has important conse-
quences for liver fibrosis and scarring in the context of chronic injury.

Our data showed that both FGF7 and IRS2 expression were induced in hHSCs upon trigger-
ing of cell-cycle arrest using MitoC (Fig 8A). MitoC treatment was also accompanied by a phe-
notypic shift in hHSCs and LX-2s consistent with fibrogenic reversion (Fig 9A), as judged by
loss of Collagen 1A1 (COLI1A1) expression and activation of antiapoptotic heat shock 70 kDa
protein 1B (HSPA1B), previously identified as a biomarker of HSC reversion [31]. Impor-
tantly, the down-regulation of myofibroblast marker protein «SMA upon cell-cycle exit was
delayed in LX-2 cells in which IRS2 was silenced (Fig 9B), suggesting impaired transition from
an activated to “reverted” state. These in vitro data, which suggested that IRS2 could participate
in the transition of HSCs to a “reverted” phenotype, were consistent with the in vivo
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**P < 0.01,and ***P < 0.001. (A) Paired Student ¢ test. (B, E, F) One-way ANOVA was used to compare means. Significance P values were calculated using Tukey’s
multiple comparison test. (D) Two-way ANOVA was used to compare means. Significance P values were calculated using Tukey’s multiple comparison test. APOA2,
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recombinant human Fgf7; RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR; RU, relative unit.

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.2006972.9008

observation that DDC-treated Irs2~~ mice had increased periportal and perisinusoidal fibro-
sis, judged by Sirius Red collagen morphometry and aSMA immunostaining (Fig 9C).

We therefore returned to the LX-2/HepaRG cocultures to assess changes in fibrogenic
markers. Using this method, we found that upon coculture with LPC-like cells, control (sh-
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expression was analyzed at 2 days and 14 days after seeding the two cell types together (n = 3). Data information: underlying data are available in S1 Data.
Data are presented as mean + SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. (A) Paired Student ¢ test. (B and D) Two-way ANOVA was used to compare
means. Significance P values were calculated using Sidak’s multiple comparison test. (C) Unpaired Student ¢ test. Acta2, gene encoding oSMA; AU,
arbitrary unit; COL1A1, Collagen 1A1; cont, control; hHSC, human HSC; HSC, hepatic stellate cell; HSPA1B, heat shock 70 kDa protein 1B; Irs2, insulin
receptor substrate 2; MitoC, mitomycin C; mRNA, messenger RNA; pHSC, primary human HSC; RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR; RU,
relative unit; shIRS2, shRNA-targeting IRS2; sh-luc, control luciferase; sShRNA, short hairpin RNA; WT, wild type; aSMA, alpha-smooth muscle actin.

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.2006972.9009

luc) LX-2 cells underwent a process of time-dependent fibrogenic reversion, during which
fibrillar collagen (COLIA1) expression was significantly down-regulated and aSMA/ACTA2
dampened (Fig 9D). In striking contrast to this, we found that silencing of IRS2 in LX-2 cells
abrogated their ability to suppress COLIAI in coculture, and we instead observed a dramatic
induction of nonfibrillar type III collagen (COL3A1I) indicative of an activated stromal injury
response. Time-dependent switching from myofibroblast marker THY1 to LPC-associated
SPP1 was also dampened by silencing of IRS2 in the stroma (S10B Fig), and the numbers of
GFP-expressing LX-2 cells at the end of the cocultures was increased (S10C Fig). Interestingly,
unlike LPC and epithelial repair genes (SPP1/APOA2/FGFR2-IIIb), whose expression in cocul-
ture was both insulin and IRS2 dependent (Fig 7C and S10 Fig), changes in fibrogenic/myofi-
broblast genes COL1A1, COL3A1, ACTA2,and THY1 (Fig 9D and S10 Fig) were largely
unaffected by omission of insulin from the medium, suggesting the ability of IRS2 to restrain
activation of the fibrogenic stroma was insulin independent. We concluded that silencing of
IRS2 in HSCs prolonged their fibrogenic activation in coculture while slowing fibrogenic
reversion by MitoC and reducing the survival of mitotically inactivated cells in which FGF7
expression was increased. Thus, IRS2 signaling in the fibrotic stroma served as a switch
between states of stromal activation and fibrogenic reversion that potentiated heterotypic para-
crine signaling between the two cell types and drove epithelial FGF7 sensitivity in LPCs.
Together with our results demonstrating a cell-intrinsic role for IRS2 in LPCs in promoting
FGF7 sensitivity, we proposed a model in which IRS2 exerted multiple proregenerative effects
in both stromal and LPC cell compartments that favored epithelial repair over fibrogenesis
during chronic liver injury (Fig 10).

Discussion

In this study, we provide compelling evidence that Irs2 is required for hepatic wound healing
and epithelial repair during chronic DDC feeding in mice and for sustaining local Fgf7/
Fgfr2-IIIb signaling. Using human cell models, we have shown that IRS2 can affect multiple
processes in both the fibrotic stroma and bipotent LPC-like cells that impinge upon their abili-
ties to communicate with one another via FGF7 signaling. In addition, coculture studies con-
firm that IRS2 deficiency in HSCs disrupts paracrine crosstalk between the stromal niche and
LPCs, resulting in failure to induce FGFR2-IIIb and epithelialization while simultaneously pro-
longing fibrogenic activation. Our data therefore support the hypothesis that insulin resistance
could lead to defects in hepatic injury repair that exacerbate liver damage and progression of
chronic liver disease because of reduced paracrine FGF signaling. These data also have pro-
found implications for our understanding of how systemic insulin signals are interpreted by
local injury-repair mechanisms and demonstrate that defects in insulin sensitivity can influ-
ence short-range communication between distinct cell types within a tissue, notably between
the so-called “niche” and adult stem cells responsible for producing new epithelia.
Interestingly, insulin resistance in human liver disease is associated with increased fibrosis
and the appearance of reactive periportal lesions called "ductular reactions" (DRs), in which
intermediate “hepatobiliary” progenitors expand surrounded by fibrotic stroma [32]. These
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lesions exhibit striking similarities with those observed in the DDC-injury model [33],
although DRs are a feature of disrepair because of their correlation with poor prognosis. The
association between insulin resistance and DRs has been demonstrated in liver disorders
including NASH and chronic hepatitis C [32,34], in which defective IRS2 expression has also
been reported [10,11]. Our results suggest that reduced sensitivity to insulin in patients with
chronic liver disease could alter the intrinsic abilities of LPCs to contribute to regenerative pro-
cesses and lead to a derangement of heterotypic cell-cell interactions that mediate their expan-
sion and differentiation, leading to DRs. Our discovery that IRS2 silencing in HSCs also
promoted fibrogenesis while limiting hepatocyte differentiation and FGFR2-IIIb expression in
coculture recapitulated the increase in liver fibrosis and reduced Fgf7/Fgfr2-IIIb expression
described in Irs2™'~ mice during DDC treatment. Hence, our data suggest that IRS2 signaling
may serve as a switch that regulates the transition between phases of stromal and epithelial
expansion within DRs by promoting reversion and survival of FGF7-expressing stroma while
simultaneously priming LPCs to express FGFR2-IIIb (Fig 10).

There is precedent that IRS proteins play an important role in driving epithelial growth via
modification of the stromal microenvironment in the liver. NT-157, the allosteric inhibitor of
IRS1/2, was recently found to limit colorectal cancer metastasis to the liver by reducing the tro-
phic support received by stromal myofibroblasts or HSCs [35]. These findings exhibit striking
parallels with our results and highlight the potential future impact of our feed-forward para-
crine model in the field of cancer biology, in which subversion of injury-repair mechanisms by
tumors are well documented. Consistent with this, Irs2 was also recently implicated in a posi-
tive feedback loop driving disease progression and hepatocarcinogenesis in rodent models of
nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) [13]. Interestingly, the study identified hepatic Irs2
expression as a downstream target of Yes-associated protein (YAP) and Tafazzin (TAZ)—two
oncogenic effectors of the Hippo signaling pathway that reversibly control hepatocellular fate
[36], LPC activation [37], and liver regeneration [38]. Hence, it seems likely that subversion of
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Irs2-dependent aspects of the LPC response identified in our study also contribute to the
pathophysiology of metabolic liver disease and cancer.

Insulin and FGF7 synergized via IRS2 to promote osteopontin/SPPI expression and sustain
hepatocyte differentiation, thus revealing a cell-intrinsic role for insulin/IRS2 in priming and
potentiating LPC sensitivity to paracrine FGF7 and other IIIb ligands such as FGF22 and
FGF10. Insulin/IRS2 signaling was required for the formation of “islands” in HepaRG cultures,
which expanded because of a process of hepatocyte differentiation and epithelialization and
conferred FGF7 sensitivity to the cultures by promoting FGFR2-IIIb expression. Conversely,
in DDC-treated Irs2™~ mice, the numbers of hepatocytes declined, and the process of re-epi-
thelialization was impaired, as manifested by delayed restoration of the parenchymal architec-
ture, delayed induction of Epcam, failure to sustain Fgfr2-IIIb, and failure to expand numbers
of small hepatocytes. Thus, it is tempting to speculate that IRS2 promotes hepatocyte differen-
tiation of LPCs in vivo, although this would need to be empirically tested.

We have identified positive feedback between FGF7 and its receptor in HepaRG monocul-
tures as well as HepaRG/HSC cocultures and demonstrated a role for IRS2 in both cell com-
partments upstream of FGFR2-IIIb amplification (Fig 10). These data were highly consistent
with the observed dual failure of Fgf7/Fgfr2-IIIb in Irs2™~ mice during injury and provide new
insight into the underlying synergies that help promote epithelial sensitivity to proregenerative
stromal growth factors such as Fgf7. Positive feedback between Fgf10 and Fgfr2-IIIb has previ-
ously been reported during salivary gland development [15], and in nonmalignant tumors,
Fgf7-mediated FGFR2-IIIb expression is thought to play a tumor-suppressive role by promot-
ing epithelial differentiation [23,39]. Interestingly, synergy between Fgfr2-IIIb ligands and
their receptor has previously been linked to crosstalk with phosphoinositide 3-kinase (PI3K)—
one of the principle effectors of insulin/IGF-1 signaling recruited by IRS2-binding [15].
Indeed, inhibition of PI3K/Protein kinase B (AKT) limits hepatocellular reprogramming by
Fgf10/Fgfr2-11Ib during DDC injury in vivo [22], suggesting Irs2 could act upstream of this
pathway in promoting cellular plasticity in the liver.

Further to impairment of Fgf7, we also describe reductions in Fgf10 during DDC injury
and in LX-2/HepaRG cell coculture. Hence, we cannot rule out the possibility that the IRS2--
dependent paracrine feed-forward loop we have identified also involves other stromal
FGFR2-IIIb ligands. HSC-derived Fgf10 plays an important role in the expansion of bipotent
LPCs during liver development [40], and both FGF10 and 22 are induced by the fibrotic
stroma during DDC injury [22]. A deeper understanding of the indirect nature of how IRS2
regulates these genes within the stroma is therefore needed.

In recent years, FGFs have received increasing attention for their unexpected role in meta-
bolic disease and for their potential to treat metabolic disorders by helping restore insulin sen-
sitivity. FGF1, 19, and 21 have potent (albeit poorly understood) effects on metabolism and
insulin signaling, largely through their putative actions in white adipose tissue and the liver
[21,41], whereas impaired FGF-receptor signaling is associated with insulin resistance, liver
disease [41,42], and impaired hepatic regeneration [43,44]. Blunted expression of FGF7 has
also been previously linked to delayed skin wound healing in genetically diabetic leptin defi-
cient (db/db) mice [45,46]. Our data therefore raise the intriguing possibility that a comparable
wound-healing defect may also exist in the livers of Irs2™~ mice following injury, resulting in a
breakdown in stromal-epithelial paracrine signaling and consequent failure to coordinate the
injury response. Combined future strategies to potentiate hepatic insulin sensitivity and FGF7
signaling may therefore improve patient outcomes by promoting epithelial repair in the liver.

The impact of insulin resistance on the stromal microenvironment in the liver during
injury is poorly understood [5], as is the role played by IRS proteins in regulating HSC biology,
which involves injury-dependent cycles of myofibroblast activation and cell clearance during
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so-called "fibrogenic reversion." The model we present to explain impaired stromal induction
of Fgf7 in the Irs2™~ mice (Fig 10) incorporates how IRS2 influenced fibrogenic reversion and
survival of HSCs—only one of several FGF7-expressing stromal subpopulations that respond
to DDC injury. However, we also provide evidence that the cellular composition of the fibrotic
milieu was different in the livers of Irs2~'~ mice and leave open the possibility that Irs2-deletion
affected other resident FGF7-expressing cells such as PFs. Finally, we observed a greater
increase in T cells and the incorporation of bloodborne mesenchymal cells, possibly to the det-
riment of resident stromal cells or simply to compensate for the failure of FGF7-expressing
stroma. Fibrocytes from type II diabetic patients have recently been shown to display altered
migratory and inflammatory characteristics that could also have contributed to the altered pat-
tern of stromal gene expression and impaired wound healing in our model [47].

We show that DDC injury had a negative impact on Gfap+ HSCs in Irs2™'~ mice. Gfap is
associated with quiescent or inactivated HSCs; hence, our data are consistent with accelerated
turnover/loss of these cells in the livers of Irs2™"~ mice due to a combination of reduced sur-
vival and/or reduced myofibroblast reversion (Fig 10). Our investigation using hHSCs revealed
that IRS2 protected cells from apoptosis following mitotic inactivation using MitoC, providing
amechanism to explain the dampening of Fgf7 and increased apoptosis observed in the livers
of Irs2™"~ mice during injury. Interestingly, both IRS2 and FGF7 were increased in primary
hHSCs upon cell-cycle arrest and fibrogenic reversion while enhancing their ability to drive
epithelial differentiation of HepaRG cells in an FGF7-dependent manner in coculture. Simi-
larly, IRS2 was required in LX-2 cells to sustain both FGF7 expression and to allow a process
of fibrogenic reversion to proceed in the presence of HepaRG cells. These data provide new
evidence to suggest that epithelial repair signals produced by HSCs are increased by a program
of cell-cycle arrest or cell death, two processes that are more closely aligned with stromal rever-
sion than myofibroblast activation. Given that the regulation of FGF7 expression by the
fibrotic stroma is poorly understood, we propose the hypothesis that fibrogenic reversion,
rather than myofibroblast activation, drives FGF7 expression during injury and that IRS2 pref-
erentially favors reversion and survival of HSCs tasked with stimulating epithelial repair.
Future work by this laboratory will seek to further test this hypothesis.

Materials and methods
Ethics statement

Mice were housed in the facility of the CIPF (Valencia, Spain), which is registered as an experi-
mental animal Breeding, User, and Supplier Center (reg. no. ES 46 250 0001 002) under cur-
rent applicable Spanish regulations (RD 53/2013). Animals were kept in ventilated racks with
microisolators under specific-pathogen—free (SPF) conditions and handled by accredited per-
sonnel and treated in accordance with EU legislation and welfare guidelines. Procedures were
approved by the CIPF "Comite Etico de Experimentacién Animal" (CEEA) and the ministry
for "Agricultura, pesca, alimentacion y agua" of the Generalitat Valenciana (Valencia, Spain),
under the authorization code 2014/VSC/PEA/00062 tipo 2. Mice were killed by fentanil/pento-
barbital overdose followed by cervical dislocation.

Animal experimentation

WT and Irs2™'~ C57BL/6 littermates (females aged 1012 weeks, fasting blood glucose < 100
mg/dL) were fed a modified LabDiet (5015) containing 0.1% DDC (TestDiet, St. Louis, MO,
USA). Animals were killed at intervals up to 21 days during the light cycle. FGF7 stimulation
was performed by i.p. injection of (0.3 mg/kg) recombinant mouse KGF (Taper BioLegend,
San Diego, CA, USA).
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Liver injury and cholestasis markers

Serum transaminases were measured by ELISA according to manufacturer’s instructions
(MilliporeSigma, St. Louis, MO, USA), and serum total bilirubin (TBIL) was measured by col-
orimetric assay according to the Jendrassik-Grof method (MilliporeSigma). Bile acids were
measured by metabolomic analysis. Briefly, samples were extracted from whole-liver tissue
using the metanol-chloroform-H,O method [48] and analyzed on a 600 MHz NMR spectrom-
eter equipped with a cryoprobe. Metabolites were identified with the aid of the spectral data-
bases HMBD [49] and BMRB [50] and quantified using MestreNova8.

Cell culture

HepaRG cells (kind gift of Anne Corlu and Cristiane Guillouzo) were passaged and differenti-
ated as previously described [30] using Williams E medium (10% fetal calf serum, 50 uM
hydrocortisone hemisuccinate, 0.88 uM insulin, and 2 mM L-glutamine and penicillin-strepto-
mycin). DMSO (2%) was added from day 14. Insulin supplement was omitted from the
medium where indicated 24 h postplating. rhFGF7 (50 ng/ml; Cell Guidance Systems,

St. Louis, MO, USA) or rhFGFR2-IIIb Fc Chimera (100 ng/ml; R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) were added to media where indicated every 48 h. Cryopreserved primary hHSCs
were obtained from a healthy 15-year-old Caucasian female donor using a previously
described isolation method [51] (Innoprot, Derio, Spain). LX-2 cells (kind gift of Scott Fried-
man) and primary hHSCs were cultured in DMEM (2% fetal calf serum), and primary HSCs
were used within 5 passages. LX-2/HSCs were inactivated for 3 h with Img/ml MitoC (Milli-
poreSigma) before seeding onto 0.1%-gelatin-coated plates. After 24 h, activated/inactivated
HSC cultures were switched to HepaRG medium until the end of the experiments. Stable cell
lines were generated by lentiviral transduction (vectors summarized in S1 Table) using a mul-
tiplicity of infection of 0.5-20 TU/cell in the presence of 8 uM polybrene. Infections were per-
formed 16 h postplating for 6 h in serum-free medium. Where applicable, cells were selected
for 7 days in media containing 2.5 pg/ml puromycin.

Cell viability

MTT assay: 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide (5 mg/ml,
MilliporeSigma) was added to media in a 1:5 ratio and incubated in the dark for 4 h. Resulting
formazan crystals were resuspended in DMSO, and optical density (OD) was measured at 570
nm using an automated microplate reader (Victor; PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

Fluorescence immunostaining

Fresh frozen liver tissue sections (6 um, mounted in OCT, MilliporeSigma) or cells were fixed
using 4% paraformaldehyde-PBS, washed, and permeabilized with 0.5% Triton-X100 before
blocking (1% BSA, 5% horse serum, 0.2% Triton-X100). Primary antibodies (52 Table) were
incubated over night at 4 °C. Alexa-conjugated secondary antibodies (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) were applied for 1 h together with 5 ug/ml Hoechst 33342 prior to mounting. Con-
focal images were obtained using a Leica TCS-SP6 (Leica, Wetzlar, Germany). Fluorescence
image analysis was performed using INCell Analyzer 1000 (GE Healthcare, Chicago, IL, USA)
as outlined below.

Immunohistochemistry

Formalin-fixed paraffin-embedded tissue sections (4 um) were processed automatically using
the Autostainer Link 48 (Agilent, Santa Clara, CA, USA) with EnVision FLEX reagents
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according to manufacturers’ instructions (Agilent). Antigen retrieval was performed using
high-pH target retrieval solution (Agilent). Antibodies are provided in S2 Table.

Collagen morphometry

Collagen was visualized in PFE liver sections using the Picro Sirius Red technique (Abcam,
Cambridge, UK) according to manufacturer’s instructions. Following imaging, threshold anal-
ysis was performed using FIJI software to quantify staining in a total area comprising >10 por-
tal fields per animal.

Image analysis

Fluorescence immunostained cells/cryosections were analyzed using the “INcell 1000” imaging
platform and software (GE Healthcare) where indicated. Individual cells were identified by
Hoechst staining. Threshold analysis was used to determine the expression of the following
markers: pAPOA2-GFP, albumin, CYP3A4, HNF4a, Ki67, Sppl, and Vimentin. For replicate
well/tissue sections, at least 20 fields were randomly analyzed for each replicate. PFE tissue sec-
tions were imaged using Pannoramic Viewer (3DHISTEC) and analyzed with FIJI software; -
catenin staining was quantified using FIJT (histogram function) to calculate modal pixel
intensity.

Hepatocyte ploidy

Interpolation of DNA content in HNF40/Hoechst-stained liver sections was performed using
a methodology developed by our laboratory using INcell 1000 (GF Healthcare) that enabled in
situ approximation of hepatocyte ploidy (S3 Fig). DNA content was calculated for all circular
hepatocyte nuclei (nuclear elongation value > 0.8) as a combined function of Hoechst nuclear
fluorescence intensity (DNA density) and nuclear volume (calculated as a spherical function of
nuclear radius). Hepatocyte ploidy was then calibrated using circular HNF40.— NPC cell popu-
lation within the tissue as a 2n control. The 2¢ hepatocyte population was defined as the popu-
lation of HNF4oi+ nuclei within the 19.99 pm?®-34.99 um? nuclear size range with a nuclear
circularity index >0.8.

Immunoblotting

Tissues were lysed in RIPA buffer containing complete protease and phosphatase inhibitors
(Roche, Basel, Switzerland). Protein (20 ug/well) was separated using standard SDS-PAGE.
Transferred PVDF membranes were blocked (TBS-Tween 3% BSA) and probed with primary
antibodies (S2 Table).

RT-qPCR

Total RNA was extracted using RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, The Netherlands) with DNa-
sel Digestion. Liver tissue was preprocessed using Trizol (MilliporeSigma). For experiments
using cells, RNA from duplicate wells were analyzed. First-strand synthesis was performed
using EcoDry Premix (Takara, Kusatsu, Japan), and real time-PCR was carried out in LightCy-
cler 480 II (Roche) using SYBR PreMix ExTaq (Mi RNaseH Plus, Takara). Reverse transcrip-
tase-quantitative PCR (RT-qPCR) was performed in triplicates for all RNAs analyzed. Primers
are listed in S3 Table. Relative gene expression was calculated by normalization to Glyceralde-
hyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) in mouse liver and to Ribosomal Protein L19
(RPL19) in human cell lines.
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Statistics and data processing

For experiments using animals, values of # reflect the number of animals per cohort. Cohort
size was based on previous studies and expertise using the Irs2™'~ model. For nonanimal exper-
iments, values of # reflect the number of independent experiments performed. When possible,
automated methods of image analysis were employed to quantify immunostainings using the
“INcell 1000” imaging platform and software (GE Healthcare). Statistical analyses were per-
formed with Prism version 7.00 for Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA, www.
graphpad.com. One-way ANOVA was used to compare multiple means with one variable.
Multiple comparisons were obtained applying Tukey’s test. Ordinary two-way ANOVA was
used to analyze data sets with several variables and Bonferroni’s test for multiple comparisons.
When two data sets were compared, unpaired Student ¢ test was used. Results were represented
as mean + SEM considering statistical significance: *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001.

Supporting information

S1 Fig. Impact of DDC injury on Fgfr2-IIIb ligand gene expression. Whole-liver mRNA
levels were assessed for Fgf7 family member genes Fgf10 and Fgf22 in WT and Irs2”'~ mice
during a time course of DDC feeding by RT-qPCR (n = 3-8). Data information: underlying
data are available in S2 Data. Data are represented as mean + SEM: Two-way ANOVA was
used to compare means. Significance P values were calculated using Tukey’s multiple compari-
son test (*P < 0.05). Dotted lines indicate statistically significant decrease with time. DDC,
3.5-diethoxycarbonyl-1.4-dihydrocollidine; Fgfr2-I1IB, Fgf7 receptor; Fgf7, fibroblast growth
factor 7; Irs2, insulin receptor substrate 2; mRNA, messenger RNA; RT-qPCR, reverse tran-
scriptase-quantitative PCR; WT, wild type.

(TIF)

S2 Fig. Delayed expansion of NPCs parallels exacerbated parenchymal cell depletion in the
livers of Irs2”'~ mice during DDC feeding. (A-C) HNF40 immunostaining was used to
quantify the parenchymal (HNF4o.+) and NPC (HNF40.-) responses to DDC liver injury in
WT and Irs2™/~ mice. (A) Representative images of HNF4o immunostaining (DDC day 21).
Below: masks used to gate and quantify hepatocyte and NPC densities in whole-liver sections
using INcell Analyzer (total cells analyzed: 1.23 x 10°). (B) Time course of DDC liver injury
comparing the numbers of NPC nuclei (HNF40.-) in livers of WT and Irs27'~ mice (n = 4-6,
total of 7.2 x 10° HNF40~ nuclei analyzed). (C) Time course of DDC liver injury comparing
the numbers of hepatocyte nuclei (HNF4oi+) in livers of WT and Irs2™'~ mice (n = 46, total of
5.1 x 10° HNF40+ nuclei analyzed). (D) Size distribution of HNF4o+ hepatocyte nuclei in liv-
ers of WT and Irs2™'~ mice following DDC liver injury (d21), calculated in situ using INCell
Analyzer. Data show significant depletion of small hepatocytes nuclear area < 75 pm’. (n = 4,
total of 1.2 x 10° HNF4oi+ nuclei analyzed). Data information: underlying data are available in
S2 Data. Data are presented as mean + SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. Two-
way ANOVA was used to compare means. Significance P values were calculated using Bonfer-
roni test. DDC, 3.5-diethoxycarbonyl-1.4-dihydrocollidine; HNF4a, hepatocyte nuclear factor
4-alpha; Irs2, insulin receptor substrate 2; NPC, nonparenchymal cell; WT, wild type.

(TIF)

S3 Fig. Loss of hepatocytes in Irs2”~ mice during chronic DDC liver injury corresponds
with failure to activate small “2¢” hepatocyte populations. (A-B) Analysis of hepatocyte
ploidy in HNF40 immunolabelled liver sections. (A) High-content imaging was used to gener-
ate frequency, size, and morphometry profiles of HNF40:+ nuclei based on quantification of
Hoechst DNA staining in liver tissue sections. Upper panel shows representative images of
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hepatocyte nuclei of different sizes and shapes, with smaller nuclei (<75 pm?) tending to have
greater circularity indices (>0.8), whereas larger nuclei tended to be bilobular. We observed
discrete peaks in nuclear “circularity” (I-IV) that we hypothesized corresponded to the major
ploidy groupings in the liver: 2n, 4n, 8n, and 16n. Data shown from untreated WT livers (n =4,
1.35 x 10* HNF4oi+ nuclei per animal). (B) To test this hypothesis, all nuclei were gated for circu-
larity (>0.8), and DNA content was calculated for peaks I-V as a function of interpolated nuclear
volume and Hoechst intensity (formula below). Using HNF4o.— NPCs as an internal 2n control,
we confirmed that populations I-IV accurately represented 2c, 4c, 8¢, and 16¢ hepatocyte popula-
tions, respectively (1 = 4, 1.1 x 10* HNF4oi+ nuclei per animal). This original methodology to
describe hepatocyte ploidy in situ was then applied to WT and Irs2™"~ livers during DDC feeding.
(C) Quantification of small hepatocytes with an estimated 2n DNA content (2¢) as calculated in
situ using INCell Analyzer showing time-dependent increase in W livers (days 14-21) and sig-
nificant depletion in livers of Irs2™'~ mice following DDC feeding (day 21) (1 = 4-6, total of

4.8 x 10* HNF4or+ nuclei analyzed). Data information: underlying data are available in S2 Data.
Data are presented as mean + SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. Two-way ANOVA
was used to compare means. Significance P values were calculated using Bonferroni test. DDC,
3.5-diethoxycarbonyl-1.4-dihydrocollidine; HNF40, hepatocyte nuclear factor 4-alpha; Irs2, insu-
lin receptor substrate 2; NPC, nonparenchymal cell; WT, wild type.

(TIF)

S4 Fig. PF/myofibroblast markers are expressed at equivalent or increased levels in livers
Irs2”" mice after DDC injury. (A-B) Analysis of PF/myofibroblast markers by immunostain-
ing in periportal sections of WT and Irs2~'~ mice on day 21 of DDC feeding. (A) Representa-
tive confocal images of DDC livers using indicated antibodies. Dotted line = portal vein. (B)
Graphical quantification of immunostainings by analysis of staining area (n = 3-4). Data infor-
mation: underlying data are available in S2 Data. Data are presented as mean + SEM.

*P < 0.05. (B) Unpaired Student ¢ test was used to compare means. DDC, 3.5-diethoxycarbo-
nyl-1.4-dihydrocollidine; Irs2, insulin receptor substrate 2; PF, portal fibroblast; WT, wild

type.
(TIF)

$5 Fig. The stromal niche in Irs2”'~ mice is replete with cells expressing PF/myofibroblast
markers Thyl and aSMA but exhibits reduced contact between Gfap” HSCs and LPCs.
(A-B) Confocal images of immunofluorescence-stained DDC livers describing the stromal
environment surrounding LPCs in WT and Irs2™'~ mice at the indicated time points. White
dotted line = portal vein. (A) Thyl+ cells surrounded ducts containing Epcam+/Spp1+ LPCs
in the livers of both WT and Irs2~'~ mice (indicated by arrows). Selected images are represen-
tative of n = 5. (B) The stromal niche in both WT and Irs2~~ mice also contained oSma+ myo-
fibroblasts (arrowheads) surrounding Spp1+ LPCs. However, Gfap+ HSCs were reduced in
number in the Irs2~/~ stroma, and contact between Gfap+ cells and LPCs (arrows) was
reduced. Yellow dotted boxes mark expanded regions of interest containing representative
duct-like structures (*). Selected images are representative of n = 3-5. DDC, 3.5-diethoxycar-
bonyl-1.4-dihydrocollidine; EpCAM, epithelial cell adhesion molecule; Gfap, glial fibrillary
acidic protein; HSC, hepatic stellate cell; Irs2, insulin receptor substrate 2; LPC, liver progeni-
tor cell; PF, portal fibroblast; Spp1, secreted phosphoprotein 1; Thyl, Thy-1 cell surface anti-
gen; WT, wild type; aSma, alpha-smooth actin muscle.

(TIF)

$6 Fig. DDC injury in Irs2™"~ mice leads to more rapid activation of tissue-remodeling
genes and mobilization of bone-marrow-derived stroma. (A) Early induction of fibrogenic
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genes in Irs2™'~ mice coincided with increased leukocyte gene expression. RT-qPCR analysis
of whole-liver mRNA using a panel of genes associated with tissue remodeling and bone-mar-
row-derived stroma (1 = 6-8). Irs2™'~ mice displayed increased early induction of profibro-
genic cytokine TgfB, transcription factor Myc, and tissue-remodeling factors Timpl/Mmp9 on
day 7. This coincided with a dramatic peak in myeloid stem cell factor (Kit) and leukocyte
gene expression (Ptprc/Cd45). (B) Increased Thy1/Cd45 colocalization in DDC livers of
Irs2”~ mice indicates greater incorporation of bone-marrow-derived cells into the stromal
niche. Confocal immunofluorescence images of WT and Irs2™'~ livers after 21 days of DDC
feeding. Rounded Cd45+ cells typical of leukocytes were observed in WT livers (*), whereas
Cd45+ cells in Irs2™'~ livers coexpressed Thy1 and were more flattened (dotted arrows).
Selected images are representative of n = 4. White dotted line = portal vein. Yellow boxes mark
expanded regions of interest. (C) Mobilization of T lymphocytes increased in DDC livers of
Irs2”"~ mice. Immunohistochemical staining for T-cell marker Cd3 on DDC day 21. (Left)
Representative images of Cd3 immunostaining highlighting T cells (red arrows). (Right)
Graphical quantification of Cd3+ T-cell numbers in WT and Irs2™' livers (1 = 6). Data
information: underlying data are available in 52 Data. Data are presented as mean + SEM.

*P < 0.05,**P < 0.01, and ***P < 0.001. (A) Two-way ANOVA was used to compare means.
Significance P values were calculated using Tukey’s multiple comparison test. (C) Unpaired
Student ¢ test. DDC, 3.5-diethoxycarbonyl-1.4-dihydrocollidine; Irs2, insulin receptor sub-
strate 2; Kit, proto-oncogene c-Kit; mRNA, messenger RNA; Mmp9, matrix metallopeptidase
9; Myc, MYCO proto-oncogene; Ptprc, Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type C gene
encoding CD45; RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR; TgfB, transforming growth
factor beta; Thyl, Thy-1 cell surface antigen; Timp], tissue inhibitor of metalloproteinase 1;
WT, wild type.

(TIF)

S7 Fig. Stable silencing of IRS2 in LX-2 cells had no measurable impact on fibrogenic gene
expression or cell viability. (A) Stable knockdown of IRS2 was performed in LX-2 cells using
lentiviral ShRNA (sh-IRS2) versus control vector (sh-luc). RT-qPCR was then performed for
indicated HSC genes under standard culture conditions (n = 3). (B) MTT assay was used to
assess cell viability in IRS2 knockdown (sh-IRS2) versus control (sh-luc) LX-2 cells (1 = 3).
Data information: underlying data are available in S2 Data. Data are presented as mean
+SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. Paired Student ¢ test was used to compare
means. HSC, hepatic stellate cell; Irs2, insulin receptor substrate 2; MTT, 3-(4,5-dimethylthia-
zol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR;
shIRS2, shRNA-targeting IRS2; sh-luc, control luciferase; sShRNA, short hairpin RNA.

(TIF)

S8 Fig. Differentiation of bipotent human HepaRG to hepatocytes is insulin and IRS2
dependent. (A) Schematic: bipotent HepaRG cells differentiate to produce “islands” of hepato-
cyte-like cells. (B, C) Insulin signaling promotes HepaRG-hepatocyte differentiation. (B)
Phase-contrast (Phase) and immunofluorescence images of HepaRG cells differentiated in
"control" media with insulin supplement (0.88 uM) or in media in which the supplement was
excluded (-). Cells stably transduced with a GFP reporter construct driven by the human
APOA?2 promoter (pAPOA2-GFP) or Albumin/HNF40, immunostaining were used to visual-
ize hepatocyte islands. H = Hoechst. (C) Quantification of pAPOA2-GFP expression with time
during HepaRG differentiation in the presence (control) or absence (ins—) of supplemented
insulin (n = 3). (D) Stable silencing of IRS2 promotes insulin resistance in HepaRG cells.
Above: schematic showing how the IRS2 scaffold protein couples the activated receptor tyro-
sine kinase to intracellular effectors such as PI3K. Below: western blot showing stable
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knockdown of IRS2 and concomitant reduction in the activation of PI3K downstream of insu-
lin stimulation, as judged by reduced phosphorylation PI3K effector AKT (Serine 473). (E, F)
Stable silencing of IRS2 in HepaRG blocked hepatocyte differentiation in the presence of insu-
lin. (E) Immunofluorescence stainings for hepatocyte markers Albumin, HNF4o, and
CYP3A4 of differentiated HepaRG cells following stable lentiviral transduction with control
(sh-scram) or shIRS2 coexpressing GFP. H = Hoechst. (F) INcell quantification of hepatocyte
differentiation (n = 3). Data information: underlying data available in S2 Data. Data are pre-
sented as mean + SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. (C) Two-way ANOVA was
used to compare means. Significance P values were calculated using Bonferroni test. (F)
Unpaired Student ¢ test. AKT, Protein kinase B; APOA2, apolipoprotein A2; CYP3A4, cyto-
chrome P450 3A4; GFP, green fluorescent protein; HNF4o, hepatocyte nuclear factor 4-alpha;
ins, insulin; Irs2, insulin receptor substrate 2; pAPOA2, APOA2 promoter; PI3k, phosphoinosi-
tide 3-kinase; shIRS2, shRNA-targeting IRS2; shRNA, short hairpin RNA; sh-scram, scram-
bled shRNA.

(TIF)

S9 Fig. Treatment of HepaRG cultures with rhFGF7 promoted rapid induction of osteo-
pontin/SPPI expression in vitro. RT-qPCR time course of rhFGF7 response in HepaRG cells
(day 13). Changes in osteopontin/SPP1 are compared to vehicle-treated cont. Data informa-
tion: underlying data are available in S2 Data. Data are presented as mean + SEM. Data are
presented as mean + SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. Two-way ANOVA was
used to compare means. Significance P values were calculated using Tukey’s multiple compari-
son test. cont, control; Fgf7, fibroblast growth factor 7; rhFGF7, recombinant human FGF7;
RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR; Spp1, secreted phosphoprotein 1.

(TIF)

$10 Fig. Impact of stromal IRS2 gene silencing on LX-2/HepaRG cocultures. (A) RT-qPCR
time course showing changes in FGFR2-IIIb ligand gene expression in LX-2/HepaRG cocul-
tures. Silencing of IRS2 in LX-2 cells resulted in impaired FGF10 induction (above) but had no
impact upon FGF22 expression (below) (n = 3). (B) IRS2 was required for time-dependent
switching between THY1 and SPPI. Day 2 and day 14 LX-2/HepaRG cocultures maintained in
media with (+) or without (=) supplemented insulin were analyzed for mesenchymal genes
associated with myofibroblasts (THY1) or LPCs (SPP1) by RT-qPCR. Switching from THY1 to
SPP1 was observed in cocultures using control LX-2 stroma (sh-luc) but not in those in which
IRS2 was silenced (sh-IRS2) (n = 3). (C) Silencing of IRS2 favored expansion of LX-2 cells in
HepaRG coculture. Phase-contrast (Phase) and immunofluorescence images (GFP) taken on
day 14 of LX-2/HepaRG coculture. Stromal expansion within the cocultures (s) was tracked by
lentiviral coexpression of GFP in control (sh-luc) or IRS2-deficient (sh-IRS2) LX-2 cells.
(Images are representative of n = 3.) Data information: underlying data are available in 52
Data. Data are presented as mean + SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. Two-way
ANOVA was used to compare means. Significance P values were calculated using (A) Tukey’s
or (B) Sidak’s multiple comparison tests. Fgfr2-IIIB, Fgf7 receptor; Fgf7, fibroblast growth fac-
tor 7; Irs2, insulin receptor substrate 2; RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR;
shIRS2, shRNA-targeting IRS2; sh-luc, control luciferase; shRNA, short hairpin RNA; Spp1,
secreted phosphoprotein 1; Thyl, Thy-1 cell surface antigen.

(TIF)

S1 Table. Lentiviral vectors used to generate stable cell lines.
(DOCX)
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S2 Table. List of antibodies and conditions used for western blot, ICC, and IHC. ICC,
immunocytochemistry; IHC, immunohistochemistry.
(DOCX)

S3 Table. List of primers used for RT-qPCR. RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative
PCR.
(DOCX)

S1 Data. Underlying data for main figures.
(XLSX)

$2 Data. Underlying data for supporting figures.
(XLSX)
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Supplementary figures

S1 Fig. Impact of DDC injury on Fgfr2-1llb ligand gene expression.

Fgf10 Fgf22

z 0.04
c
ke ]' mw
E 0.02 'I- Irs2+
& T
>
(]
z
0.00

% 0 14 21 0 14 21

Time DDC (days) Time DDC (days)

S2 Fig. Delayed expansion of NPCs parallels exacerbated parenchymal cell depletion
in the livers of Irs2”- mice during DDC feeding.
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S3 Fig. Loss of hepatocytes in Irs2-/- mice during chronic DDC liver injury
corresponds with failure to activate small “2c” hepatocyte populations.
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S4 Fig. PF/myofibroblast markers are expressed at equivalent or increased levels in
livers Irs2” mice after DDC injury.
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S5 Fig. The stromal niche inIrs2” mice is replete with cells expressing
PF/myofibroblast markers Thy1l and aSMA but exhibits reduced contact between
Gfap+ HSCs and LPCs.
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S6 Fig. DDC injury in Irs2-/- mice leads to more rapid activation of tissue-remodeling
genes and mobilization of bone-marrow-derived stroma.
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S7 Fig. Stable silencing of IRS2 in LX-2 cells had no measurable impact on fibrogenic
gene expression or cell viability.
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S8 Fig. Differentiation of bipotent human HepaRG to hepatocytes is insulin
and IRS2 dependent.
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S9 Fig. Treatment of HepaRG cultures with rhFGF7 promoted rapid induction of
osteopontin/SPP1 expression in vitro.

— 127 <-4+ Cont
T2 = [hFGF7
o -

9o
£8 8
A
c 2
g &
R
b 4_
wZ R JPPPRRY ¥
o A&
E ] L

T L] L] ] 1 L) T L] T 1
0 2 4 7 91224 36 48 60 72
Time post stimulation (h)

5|6



S10 Fig. Impact of stromal IRS2 gene silencing on LX-2/HepaRG cocultures.
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