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1. RESUMEN

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La cirrosis hepatica es considerada un problema de salud publica grave generando
una gran carga sobre los sistemas sanitarios debido a su cronicidad y mas de 1 millon
de muertes anuales. La progresion de la cirrosis se asocia con una disfuncion
inmunologica que, entre otros factores, implica la pérdida de mecanismos de
tolerancia, determinados por las células presentadoras de antigeno (APCs) que
pueblan el higado, entre las que se encuentran las células endoteliales del sinusoide
hepatico (LSECs). Por su posicion, interactuan constantemente con leucocitos
circulantes en los cuales inducen un efecto de inactivacidn en condiciones de
homeostasis gracias a los distintos receptores inmunitarios innatos que expresan.
Dentro de estos receptores destaca la lectina de tipo C especifica de LSECs LSECtin,
conocida por participar en la regulacion del sistema inmunitario hepatico. Resultados
previos de este laboratorio sugieren que esta proteina podria jugar un rol importante
durante la enfermedad hepatica cronica, donde su pérdida podria estar implicada en
la progresion de la inflamacion. En ese sentido, los objetivos de este trabajo fueron
dilucidar los mecanismos que regulan la expresion de LSECtin en homeostasis y en
cirrosis, asi como esclarecer los mecanismos mediante los cuales LSECtin modula el

sistema inmunitario.
METODOS

En esta tesis doctoral hemos realizado experimentos con modelos animales de cirrosis
experimental, apoyandonos con resultados obtenidos de muestras de pacientes
cirroticos. En cuanto al modelo animal, indujimos dafio hepatico mediante la
administracion intragastrica de CCls. Esto nos permitié evaluar los cambios en LSECtin
y su relacion con la extension del dafo hepatico, ademas de los efectos en la biologia
de las LSECs aisladas por cell sorting. Adicionalmente, el daio hepatico resultante lo
comparamos con animales que mantenian niveles altos de LSECtin durante la cirrosis
gracias a un modelo genético de sobreexpresion (Ki). Mediante citometria de flujo
examinamos las diferencias cuantitativas de los distintos compartimentos del sistema

inmunitario hepatico. Finalmente, exploramos el mecanismo molecular a través del
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cual actua LSECtin sobre los linfocitos mediante ensayos in vitro. Al disponer tanto de
LSECtin recombinante soluble, asi como de un anticuerpo funcional anti-LAG3 que
bloqueaba las interacciones con sus ligandos, pudimos explorar los efectos de esta
lectina sobre la capacidad de diferenciacion de los linfocitos y las vias de transduccion

implicadas en el proceso.
RESULTADOS

En el primer estudio comprobamos que tanto en pacientes como en animales cirréticos
existia una pérdida de la expresion de LSECtin en el endotelio hepatico comparado
con animales control y sujetos sanos. Ademas, estas LSECs promovian respuestas
proinflamatorias en lugar de tolerogénicas. Comprobamos también que detras de los
cambios de expresion de esta lectina se encontrarian las citocinas. Las
proinflamatorias la reprimian, mientras que las antiinflamatorias la inducian, sugiriendo
un posible mecanismo de recuperacion de la homeostasis durante la cirrosis. En el
segundo trabajo, y para explorar este escenario, estudiamos los efectos de mantener
niveles altos de LSECtin en el modelo Ki. La sobreexpresion de LSECtin mitigaba la
progresion de la fibrosis y el dafo inflamatorio. Concretamente, observamos una
modulacién de las poblaciones linfocitarias con un aumento de Tregs en detrimento
de las Th17. Tras comprobar que tanto en el modelo animal como los pacientes
encontrabamos Th17 con niveles altos de LAGS3, ligando conocido de LSECtin,
demostramos cdmo esta lectina prevenia su diferenciacion, alterando la sefalizacion

del TCR y de la IL-6 que eran cruciales en este proceso.
CONCLUSIONES

La pérdida de expresion de LSECtin se encuentra involucrada en la progresion de la
inflamacién durante la cirrosis hepatica. Su papel como modulador de poblaciones
linfocitarias proinflamatorias a través de LAG3, asi como la posibilidad de recuperar su
expresion en cirrosis mediante el uso de citocinas la convierten en una diana con

potencial interés terapéutico en esta patologia.
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2. SUMMARY

BACKGROUND AND OBJECTIVES

Liver cirrhosis is considered a serious public health problem generating a major burden
on our health sector due to its chronicity and more than 1 million deaths annually. The
progression of cirrhosis is associated with an immune dysfunction, which involves the
loss of different tolerance mechanisms determined by the antigen-presenting cells
(APCs) that populate the liver, among which the liver sinusoidal endothelial cells
(LSECs) stand out. Due to their location, they constantly interact with circulating
leukocytes in which they induce an inactivating effect under homeostatic conditions
through the different innate immune receptors they express. One of these receptors is
the LSEC-specific C-type lectin LSECtin, known for its role in the regulation of the
hepatic immune system. Previous results from this laboratory suggest that this protein
could play an important role during chronic liver diseases, where its loss has been
associated with the progression of inflammation. Thus, the objectives of this work were
to elucidate the mechanisms by which LSECtin is regulated in homeostasis and disease

as well as to ascertain how LSECtin mechanistically modulates the immune system.
METHODS

We have performed experiments with animal models of experimental cirrhosis
supported by results obtained from samples of cirrhotic patients. Regarding the animal
model, we induced liver damage by the intragastric administration of CCl.. This allowed
us to evaluate the changes in LSECtin expression, the relationship of these changes
with the extent of liver damage and their effects on the biology of LSECs isolated by
cell sorting. Additionally, we compared the magnitude of liver damage in animals that
maintained high levels of LSECtin during cirrhosis using a genetic model of LSECtin
overexpression (Ki). Using flow cytometry, we examined the quantitative differences in
the various compartments of the hepatic immune system. Finally, we explored in in
vitro assays the molecular mechanism through which LSECtin acts on lymphocytes. By
having both soluble recombinant LSECtin, as well as a functional anti-LAG3 antibody

that blocked interactions with its ligands, we were able to explore the effects of this
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lectin on the differentiation capabilities of lymphocytes and the transduction pathways

involved in those processes.
RESULTS

In the first study we found a loss of LSECtin expression in the hepatic endothelium of
cirrhotic mice and patients compared to control mice and healthy volunteers,
respectively. LSECs had a compromised signalling, promoting proinflammatory rather
than tolerogenic responses. In addition, we found that proinflammatory cytokines
repressed the expression of this lectin, while anti-inflammatory cytokines induced it,
suggesting a possible mechanism of recovery of homeostasis during cirrhosis. In the
second study, and to explore this scenario, we focused on evaluating the effects of
maintaining high levels of LSECtin during this pathology in the Ki model. We found that
LSECtin overexpression mitigated fibrosis progression and inflammatory damage.
Specifically, we observed a modulation of lymphocyte populations with an increase in
Tregs at the expense of Th17 cells. After verifying that Th17 cells from cirrhotic animals
and patients highly expressed LAG3, a known ligand of LSECtin, we demonstrated how
this lectin prevented their pro-inflammatory differentiation, altering the TCR and IL-6

signalling, also crucial for the Th17 phenotype.
CONCLUSIONS

The loss of LSECtin expression is involved in the progression of inflammation during
liver cirrhosis. Its role as a modulator of proinflammatory lymphocyte populations
through LAGS3, as well as the possibility of recovering its expression in cirrhosis using
cytokines, underscore LSECtin as a target of potential therapeutic interest in this

pathology.
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3. INTRODUCCION

A. ANATOMIA DEL HIGADO

El higado es la glandula y el drgano mas grande del cuerpo en vertebrados. En los
humanos adultos supone cerca del 2 % del peso corporal siendo este porcentaje algo
mayor en caso de los ratones [1]. Situado bajo el diafragma y a la derecha del
estbmago, el higado esta recubierto por peritoneo visceral y una capa de tejido

conjuntivo denominada capsula de Glisson, que lo separan del resto de 6érganos [1].

En cuanto a su vascularizacion, el higado se trata de un érgano unico (Fig. 1). Por un
lado, recibe sangre arterial oxigenada de la arteria hepatica (30 % del total). Por otro,
recibe sangre desoxigenada rica en nutrientes y productos bacterianos provenientes

del sistema gastrointestinal a través de la vena porta (70 % restante) [2].

Liver anatomy Hepatic lobule

Central vein

Hepatic artery

Portal vein

Bile duct

Figura 1 Anatomia hepética. Aspecto externo y organizacion microscoépica del higado. La sangre
proveniente de ramas de la arteria hepéatica y de la vena porta bafian estructuras de forma hexagonal
que constituyen la unidad béasica funcional del higado: el lobulillo hepético. Este, a su vez esta formado,
por cordones de hepatocitos que procesan la sangre que volvera a la circulacién a través de las venas
centrales que desembocan en la vena cava inferior. Imagen modificada de Ficht, X. et al., Sci.
Immunol. 5, eaba2351 (2020).
Estos dos suministros de sangre se mezclan en los sinusoides hepaticos irrigando las
distintas estructuras de la arquitectura hepatica. Principalmente, los hepatocitos se
organizan en cordones paralelos rodeados de las células del endotelio hepatico
(LSECs) que forman los sinusoides (Fig. 1). A su vez, estos cordones se agrupan en
estructuras hexagonales funcionales llamadas lobulillos hepaticos, en cuyos vértices
encontramos las triadas portales (ramificaciones de la vena porta, la arteria hepatica y
del arbol biliar). En su centro, una vena central recoge la sangre procesada por el

parénquima hepatico y la devuelve a la circulacién via la vena cava inferior [2].
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La bilis, por otro lado, es considerada un producto del metabolismo hepatico que fluye
por el sistema biliar en direccion contraria a la sangre a lo largo del lobulillo. Este
sistema confluye en el conducto hepatico por el que la bilis alcanza la vesicula biliar

para su almacenamiento hasta que sea necesaria su actuacion durante la digestion [3].
B. COMPONENTES CELULARES DEL HIGADO

El higado se caracteriza por estar compuesto de un gran numero de tipos celulares
diferentes que podemos clasificar en parenquimatosos y no parenquimatosos (Fig. 2).
El primer grupo estd compuesto por los hepatocitos y colangiocitos. El segundo se
trata de un grupo mas heterogéneo compuesto por células vasculares y células

inmunoldgicas, entre otras.

Dentro del parénquima del érgano, los hepatocitos suponen cerca del 80 % de la masa
hepatica. Estos estan dispuestos radialmente en el lobulillo hepatico, separados del
torrente sanguineo por una capa de LSECs. Entre ambos aparece el espacio de Disse
que consiste en una fina zona llena de plasma sanguineo donde ocurre un gran

intercambio de sustancias entre los hepatocitos y la circulacién [4].

Estos hepatocitos desempenan una amplia gama de funciones metabdlicas vy
secretoras. Debido a ello, poseen una extensa red endoplasmica y un gran numero de
mitocondrias involucradas en procesos como la B-oxidacion, liberacién de glucosa a
partir de glucégeno o detoxificacidn de amoniaco por citar algunos [3]. Ademas, se
caracterizan por una gran capacidad regenerativa a pesar de que en homeostasis rara

vez se dividan, lo cual es fundamental para la reparacion del dafo hepatico [5].

Los colangiocitos, por otro lado, sélo representan alrededor del 4 % de todas las
células hepaticas. Sin embargo, son las principales células encargadas de la
homeostasis de la bilis. Estas, son clasificadas como células epiteliales y revisten los
conductos biliares intrahepaticos y extrahepaticos. De esta manera, coordinan el
transporte solutos y agua a través de la membrana plasmatica apical en respuesta a
diferentes senales hormonales, modificando la composicion de la bilis en funcién de

las necesidades del organismo [6].
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El 20 % restante de las células del higado son las consideradas no parenquimatosas.
Entre ellas, las mas numerosas son las LSECs. Este endotelio vascular, es considerado
uno de los mas especializados del organismo, ya que carece de membrana basal y
posee fenestraciones sin diafragma [7], [8]. Ambas caracteristicas le otorgan a estos
sinusoides la capacidad unica de facilitar el intercambio de sustancias con el
parénquima hepatico contribuyendo al funcionamiento del 6érgano. A pesar de esta
aparente permisividad, las LSECs también juegan un rol fundamental en la vigilancia
frente agentes dafinos provenientes de la circulacion hepatica. De hecho, ademas de
poseer un complejo repertorio de receptores del sistema inmunitario, se consideran

reguladoras esenciales de la respuesta inmunitaria hepatica [9].
Histology of liver parenchyma
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Figura 2 Células hepaticas. Representacion esquematica de la estructura de un sinusoide hepatico.

Los cordones de hepatocitos definen los canaliculos hepaticos que conducen la bilis hacia los

conductos biliares. La sangre, que fluye en sentido opuesto, proviene de la mezcla de la sangre portal

y arterial y es procesada por los hepatocitos. Debido a su origen y la consecuente carga antigénica

de la sangre portal, existe un gran numero de leucocitos que patrullan los sinusoides hepaticos,

promoviendo la homeostasis. Imagen modificada de Ficht, X. et al., Sci. Immunol. 5, eaba2351 (2020).

Contribuyendo a esta vigilancia encontramos a las células de Kupffer (KC), la mayor
poblacién de macrofagos residentes en el organismo [10]. Estas células del sistema
fagocitico mononuclear se encuentran adheridas a las LSECs mientras extienden
procesos citoplasmaticos hacia el espacio de Disse, lo que les permite fagocitar
eficazmente patégenos o material de desecho procedente de la circulacién portal o
arterial [10]. Se activan en respuesta a estas sustancias potencialmente dafinas o a
lesiones de las células hepaticas y cuando lo hacen secretan numerosas citocinas

proinflamatorias y especies reactivas del oxigeno [11]. Estas moléculas contribuyen, a
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su vez, al reclutamiento y activacion de otros tipos celulares como las células
estrelladas (HSC) o distintos leucocitos, promoviendo una respuesta inmunitaria local

necesaria para la reparacion del dafo [12].

Localizadas en el espacio de Disse, encontramos a las HSCs (Fig. 2). Almacenan
principalmente lipidos y vitamina A y en condiciones fisiolégicas mantienen un fenotipo
no proliferativo y quiescente. Sin embargo, tras un dafo hepéatico, las HSCs se activan,
proliferan y adquieren un fenotipo profibrogénico similar al miofibroblasto que
promueve la deposicion de matriz extracelular [13]. Si el dafo es persistente, puede
generarse una cicatriz fibrosa permanente propia de estados tardios de la enfermedad
hepatica cronica (CLD). Esta alteracion de la arquitectura hepatica conduce a
disfuncién hepatocelular y al aumento de la resistencia intrahepatica al flujo sanguineo

provocando graves consecuencias para la salud [13].

Finalmente, completando el grupo de las células no parenquimales, encontramos los
leucocitos restantes. Dada su posicion en la circulacion, el higado recibe una carga
antigénica considerable por parte de los alimentos ingeridos y de los microorganismos
comensales del tracto digestivo a priori inofensivos. Sin embargo, por esta misma via
de entrada, el higado esta expuesto a virus, bacterias patdogenas, parasitos etc., por lo
que no es de extranar que, junto a LSECs y KCs, encontremos otras poblaciones
inmunitarias contribuyendo a la vigilancia [14]. Aunque habria que diferenciar entre
condiciones de homeostasis o patolégicas, a grandes rasgos podemos hallar
componentes tanto de la inmunidad innata como de inmunidad adaptativa poblando
los sinusoides hepaticos. Entre estos, uno de los mas llamativos son las células
linfoides innatas, como las células natural killer (NK), que suponen la mayor reserva de
estas células del organismo y pueden responder rapidamente a ligandos conservados
[15]. En el caso de que se generase una respuesta inmunitaria, también podrian verse
reclutados de la circulacién neutrofilos, monocitos y células dendriticas que, con su
papel de APC, favorecen el componente adaptativo de la respuesta a través de los
linfocitos T y B [16]. Estos linfocitos, en especial los T, juegan un papel critico en la
iniciaciéon, mantenimiento y resolucion de la inflamacion intrahepatica, por lo que su
modulacién es responsable de la homeostasis, asi como de la progresion de diferentes

patologias hepaticas [16].
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C. FUNCIONES DEL HiGADO

El higado participa en numerosas funciones cruciales para el mantenimiento de la
homeostasis en seres humanos y otros mamiferos. Entre ellas encontramos, la
digestion, el metabolismo, la detoxificacion de drogas o alcohol o la propia defensa del

organismo [14], [17].

Respecto al metabolismo, quizas la funcion mas conocida, el higado juega un papel
fundamental junto con el pancreas, en el mantenimiento de los niveles glucosa a través
de su almacenamiento (glucogénesis) o liberacidn (glucogendlisis/gluconeogénesis)
en respuesta a la insulina o el glucagdn, respectivamente [18]. También participa de
forma importante en el metabolismo de los lipidos y el colesterol, promoviendo su
absorcién mediante la secrecién lipoproteinas involucrados en el proceso. Por otro
lado, puede utilizar los acidos grasos como fuente de energia interna, promover su
almacenamiento en el tejido adiposo en caso de exceso, o puede proporcionar energia
a otros 6rganos a partir de estos en forma de cuerpos cetonicos si existiese un ayuno
prolongado [3]. En caso de las proteinas, no solo es responsable de la produccion de
cerca del 90 % de las proteinas circulantes, sino que el higado también se ocupa de la
eliminacién, en colaboracion con el rifidn, de los residuos nitrogenados procedentes
de la degradacion de estas. Dentro de las proteinas producidas por el higado, destaca
el papel de la albumina, la mas abundante del plasma. Esta, es esencial para mantener
la presidon oncética que regula el volumen sanguineo y es necesaria para el transporte
de numerosas moléculas entre las que destacan las hormonas, lo que la hace

indispensable para el funcionamiento del sistema endocrino [19].

Dentro del abanico de funciones metabdlicas también podemos destacar la capacidad
critica del higado de desintoxicar xenobidticos. Ya sea por degradacion lisosomal o
por transformacion quimica en el complejo sistema enzimatico del higado, este
neutraliza y elimina sustancias como el alcohol, drogas u otros quimicos que

supondrian efectos nocivos para el organismo [20].

El higado también desempefia un papel clave en el proceso de coagulacion sanguinea.
Es el responsable de la sintesis de todos los factores de coagulacion y sus inhibidores,

asi como de factores trombopoyéticos. Tanto es asi, que el dano hepatico esta
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implicado en alteraciones de la hemostasia relacionandose con ambos, la tendencia al

sangrado o la trombosis en funcion de la afectacion hepatica [21].
D. FUNCIONES INMUNITARIAS DEL HIGADO

Quizas uno de los roles menos asociados con el higado, lo que contrasta con la
importancia del papel que juega en este sentido, es precisamente la defensa del
organismo. Nos proporciona componentes fundamentales de la inmunidad innata
sistémica como las proteinas del complemento o las proteinas de fase aguda, ademas
de ser fuente de citocinas y quimiocinas moduladoras de la respuesta inmunitaria [17].
Por otro lado, gracias a su ubicacién unica en la circulacion y a su particular red de
células inmunitarias que ya hemos mencionado (Fig. 2), el higado se posiciona junto
con el bazo, como los principales centros de deteccion y aclaramiento de patdgenos
sanguineos y sus antigenos [22]. Tanto es asi, que enfermedades hepaticas cronicas
conducen a un deterioro de esta funcion, favoreciendo, en consecuencia, la aparicion
de infecciones oportunistas como peritonitis bacteriana espontanea o infecciones del
tracto urinario graves aumentado el riego de mortalidad en este tipo de pacientes [23],
[24].

Precisamente como centinela inmunitario, el higado tiene la capacidad de discriminar
entre los distintos estimulos que recibe, generando una respuesta dual a medida (Fig.
3). Por un lado, frente antigenos propios o derivados de alimentos y microbiota
comensal que no suponen una amenaza, la respuesta inmunitaria local del higado se
caracteriza por la tolerancia. Hay una induccion de poblaciones inmunitarias
reguladoras; existe liberacion de citoquinas como la IL-10 o el TGF-B1 por parte de
KCs y LSECs que previenen la inflamacion; y, en especial, las APCs hepaticas inducen
la supresion de las actividades efectoras de los linfocitos T previniendo respuestas
proinflamatorias [22], [25]. Por otro lado, si se exceden los niveles aceptables de
productos bacterianos o existe una activacion paralela de diversos receptores innatos
como los Toll-like Receptor (TLR), lectinas y otros receptores de reconocimiento (PRR)
de patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMPs), que indiquen potenciales
infecciones, el higado es perfectamente capaz de orquestar una respuesta inmunitaria
robusta [25]. En esta, el sistema inmunitario innato local coordinaria una reaccién

inmediata con induccién de inflamacioén local y reclutamiento activo de leucocitos
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circulantes, controlando la potencial infeccion. Mientras tanto, el sistema adaptativo
sistémico prepararia una respuesta especifica en dias que culminaria con la resolucién
de la infeccion [14], [26].

Inflammation and/or immunity Tolerance and/or hypoimmunity

Homeostatic

Pathogenic

Figura 3 Inmunidad hepatica. La respuesta inmunitaria hepéatica se caracteriza por el equilibrio
dindmico entre la tolerancia y la inflamacion. Normalmente hipoinmunoldgico frente antigenos
innocuos, el higado puede generar una respuesta aguda y efectiva si hay sefales de invasién por
patdgenos o lesiones enddégenas. La desregulacion de este balance acarrea consecuencias que van
desde enfermedades inflamatorias crénicas como la cirrosis o permisividad con infecciones viricas.
Imagen modificada de Kubes P and Jenne C., Annu Rev Immunol. 36:247-277 (2018).

Por supuesto, existe un delicado balance entre la tolerancia inmunoldgica y la
generacion de una respuesta inmunitaria efectiva. La induccion de una o de otra es el
resultado de la respuesta articulada de todas las poblaciones inmunitarias locales y
reclutadas, frente a los estimulos que recibe el higado. Cuando existe algun
desequilibro en este proceso, podemos observar patologias como la esteatohepatitis
o la cirrosis, si las respuestas inflamatorias son inapropiadamente fuertes y
persistentes. Por otro lado, si en un exceso de tolerancia no se generan respuestas
eficientes ni contundentes, se corre el riesgo de padecer enfermedades virales
cronicas, asi como de no eliminar potenciales células tumorales que resulten en cancer
(Fig. 3) [14], [26]. En cualquiera de los casos, la habilidad de mantener el equilibro en
esta respuesta, asi como sus implicaciones para la inmunidad sistémica, senalan al

higado como un érgano inmunitario fundamental para nosotros.

32



E. PAPEL DEL ENDOTELIO EN LA RESPUESTA INMUNITARIA HEPATICA

Las LSECs no se limitan a formar una barrera fisica dentro de los sinusoides hepaticos.
Por el contrario, juegan un papel central en la fisiologia, y de forma especial, en la
inmunologia del higado. Por su posicion privilegiada en la circulacion hepatica estan
implicadas en procesos fundamentales como el reclutamiento leucocitario, la filtracion
y limpieza de particulas de la sangre a través de procesos de endocitosis, e incluso
contribuyen a la presentacién antigénica a los linfocitos T, mereciéndose por ello el
titulo de APC semiprofesional (Fig. 4) [27], [28].

Las LSECs son consideradas las células con mayor capacidad endocitica del cuerpo,
superando incluso a células mieloides [29], [30]. Para ello, las células endoteliales estan
equipadas con un gran repertorio de receptores innatos, entre los que encontramos,
TLRs, Lectinas tipo C, receptores scavenger, que contribuyen por ejemplo al
aclaramiento de virus hepatotropicos [31], [32], o receptores para la fraccion constante
de anticuerpos (FcR), estos ultimos fundamentales para la limpieza de
inmunocomplejos de la circulacion (Fig. 4) [33], [34]. Elen caso de los TLRs, las LSECs
expresan a casi todos los componentes de la familia, intracelulares incluidos,
resaltando la funcidn de vigilancia de estas células. Sin embargo, al estar expuestas
de manera constante a concentraciones bajas de sus ligandos provenientes de la
circulacion portal, como el lipopolisacarido (LPS), las LSECs no generan respuestas
habitualmente. Por el contrario, solo si existe una subida clara de estas moléculas se
produce la liberacion de mediadores proinflamatorios, garantizando la tolerancia en
homeostasis [35], [36].

Adicionalmente las LSECs son fundamentales para el reclutamiento de otros
leucocitos de la circulacion. A diferencia de lo que ocurre en la mayoria de los érganos
donde el reclutamiento ocurre en las vénulas postcapilares [37], en el caso del higado
sucede en el mismo sinusoide. Debido a que las fuerzas de flujo en este vaso
sanguineo son minimas, la densidad de receptores necesarios para este proceso,
como las selectinas, es bajo [38]. Sin embargo, en respuesta algun tipo de estimulo
nocivo, las LSECs aumentan la expresion de moléculas de la familia de las
inmunoglobulinas ICAM1 o VCAM1, entre otros, para favorecer el reclutamiento [39],

[40]. Otra molécula implicada en este proceso en el sinusoide seria el acido hialurénico
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(HA). Este glucosaminoglicano se encontraria en altas concentraciones en la cara
luminar de las LSECs [41] gracias a receptores para el HA como LYVE1 o Stabilin1
[42], [43]. Su ligando, CD44, se expresaria en células inmunitarias, como neutréfilos o
linfocitos, y facilitaria su reclutamiento en el higado [44]. Ademas de estas moléculas
integrales de membrana, las LSECs también contribuyen al reclutamiento leucocitario
liberando citocinas quimioatrayentes directamente [45], [46] o generando dominios
ricos en moléculas liberadas por otros tipos celulares, contribuyendo de esta manera

a la atraccion de leucocitos también (Fig. 4) [47].

Scavenging Chemotaxis and recruitment

j\;@ Monocyte

\ \ / Effector Tcell

Immune Gut flora Lo ) 4
complex < Ny o
c— Neutrophil oY)
1 Chemokine £ )\f selectin
®e { £
\ ,',/ [
7 XK
Inmunomodulation Antigen presentation and Tolerance induction
Suboptimal
Teeg cell activation
. CDs’
Gut flora %DA‘“ Gut flora Tcell
an ce R 1y
o= v | R —TCR
- ('0 e (as—Antigen
_ ,(;ytokine l PT—MHC class Il l PDL1 o MHC class |
® @ | |
LSEC

Figura 4 Funciones inmunitarias de las LSECs. Lejos de constituir simples barreras, las LSECs
contribuyen activamente a la defensa del higado. Eliminan de la circulacién inmunocomplejos, virus y
particulas bacterianas antes de que puedan generar dafios; participan activamente en el reclutamiento
de distintos leucocitos durante una respuesta inflamatoria; e inducen tolerancia local, modulando las
células inmunitarias a través de la liberacion de citocinas o mediante sefializacion por contacto directo.
Imagen modificada de Amersfoort J, et al., Nat Rev Immunol. Sep;22(9):576-588 (2022).

Estrechamente relacionado con las dos funciones anteriores, las LSECs participan
activamente del proceso de presentacion antigénica como hemos comentado [9].
Ademas de los contactos estrechos que se dan entre los linfocitos y el endotelio en el

proceso de migracion hacia el parénquima y la regulacion cruzada a través de
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citocinas, la expresion de complejos mayores de histocompatibilidad (MHC) | y Il de
forma constitutiva en LSECs permite afadir una capa de complejidad a la regulacion
del endotelio sobre la inmunidad adaptativa hepatica (Fig. 4)[48]. En el caso de los
linfocitos T CD8, el endotelio tiene la capacidad de presentarles antigenos endocitados
a través del MHC |, lo que se conoce como presentacion cruzada [49]. Como
consecuencia de este proceso, las CD8 quedan retenidas en los sinusoides de una
manera antigeno-dependiente, mientras son estimuladas por la presencia de PDL1 en
LSECs, induciendo una regulacion negativa, y por tanto tolerancia, en estas células
(Fig. 4) [50], [51], [52]. Si nos encontramos en una situacion de amenaza, por otro lado,
se produce un cambio en el equilibro de la sefalizacion entre PD1, ligando de PDL1
en linfocitos, y el TCR, receptor de linfocitos T necesario para su activacion. Este
interacciona con el MHC | o Il que proporcionan las LSECs y que aumenta en
condiciones de amenaza [53]. Esto, junto con el ambiente inflamatorio propio de una
infeccion, permitiria la adquisicion de capacidades efectoras por parte de las CD8,

contribuyendo a la defensa antiviral, por ejemplo [54], [55].

En el caso de los linfocitos T CD4 vemos que existen fendmenos similares de induccion
de tolerancia. Aunque las LSECs presenten antigenos via MHC I, los escasos niveles
de la coestimulacién candnica a la que dan lugar (expresion de CD80/86 o liberacion
IL-12) [55], son incapaces de promover la generacion de células efectoras por si solas
[56]. En su lugar, se produce la induccion de poblaciones reguladoras que a su vez
contribuyen a la induccion de tolerancia [46], [57], [58]. Por otro lado, si en lugar de
encontrarse con células CD4 inmaduras, las LSECs interaccionan con células
efectoras inflamatorias como las Th1 o las Th17, también son capaces de modular su
actividad, impidiendo la liberacion de citocinas [59]. Dentro de los mecanismos
propuestos destacan la expresion de PDL1 en las LSECs, asi como la liberacién de
moléculas antiinflamatorias como IL-10 o TGFB1 [46], [59]. Si bien estos parecen no
ser los unicos modos de operar de las LSECs, si demuestra la profunda implicacion

del endotelio en la regulacién del sistema inmunitario hepatico [9].
F. LECTINASTIPOC

Dentro de los mecanismos implicados en la inhibicién de linfocitos T efectores por las

LSECs, la expresion de PDL1 siempre ha recibido protagonismo [46], [50]. Sin
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embargo, en los ultimos anos ha aumentado el interés en el papel que juegan otras
proteinas de membrana, tipicamente considerados parte de la inmunidad innata, en
este proceso. En ese sentido, los receptores de la familia de las lectinas tipo C (CLR)
han sido considerados historicamente como moléculas implicadas unicamente en el
reconocimiento y aclaramiento de PAMPs [60], [61] o el reclutamiento leucocitario [62].
Si bien estas son funciones fundamentales, también se ha demostrado la capacidad
de estos receptores para modular distintos aspectos de la inmunidad, especialmente

de la adaptativa [63].

Los CLRs forman una gran superfamilia de mas de 1000 integrantes. Se trata de un
grupo muy heterogéneo de proteinas no-inmunoglobulinicas con gran afinidad y
especificidad por carbohidratos libres o complejos en forma de
glucolipidos/glucoproteinas gracias a sus dominios de reconocimiento de
carbohidratos (CRD) [64]. Estas cualidades las convierten en PRRs ideales, iniciando
respuestas inmunitarias en solitario o en combinacion con otros receptores como los
TLRs [65], [66]. Notablemente, estas mismas interacciones son capaces de inducir la
expresion de diversas moléculas que promueven y regulan la diferenciaciéon de los
linfocitos T, involucrando de esta manera los CLRs en la inmunidad adaptativa [67].
Por ejemplo, Dectin1, CLR crucial en la defensa frente a hongos [68], desencadena
una respuesta través de componentes de la via del NFKB que culminan con la
liberacion de citocinas como IL-6 o IL-23, que son fundamentales para la diferenciacion
de los linfocitos Th17 [69], [70]. De una manera similar, DC-SING, otro conocido
miembro de la familia de los CLRs, interviene en la regulacién de la diferenciacion
linfocitaria. A pesar de que su estimulacion con carbohidratos no induce per se la
liberacion de mediadores de la inflamacion, DC-SIGN modula las senales de otros
PRRs de una manera dependiente de ligando [71]. Cuando se expone a manosa, propia
de algunas bacterias y virus, promueve la senalizacion de los TLRs 2 y 4 a través de la
via del NFkB [72], incrementando la liberacion de IL-6 o IL-12, lo que dirige a las células
T hacia un fenotipo Th1 [73]. Por el contrario, si DC-SIGN reconoce fucosa en lugar de
manosa, diferencias en el sitio de unidon provocan cambios conformacionales
diferentes dando lugar a una sefalizacién contraria a la de la manosa [74], [75]. La
inhibicién de la sefalizacion de componentes de la via del NFKB promueve fenotipos

Th2, menos proinflamatorios, al reducirse la IL-12 necesaria para las Th1 [76]. Esta
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sefalizacion dual tiene otro ejemplo paradigmatico en el caso de Dectin2 (Fig. 5).
Incapaz de senalizar por si solo, colabora con el FCRy para responder a manosas
fungicas promoviendo poblaciones Th17 al sefalizar mediante la via del NFkB [77]. Si,
por el contrario, la interaccién ocurre con glucanos fungicos o parasitarios, las
diferencias conformacionales desembocan en la produccion de leucotrienos en lugar
de la activacidn de la via del NFkB [78]. Esta activacion alternativa implica la inhibicion
de la senalizacion de otros PRRs, como los TLRs, resultando en la induccion de
poblaciones con un perfil inflamatorio totalmente distinto como las Th2 [78], [79]. En
resumen, estos ejemplos ilustran la contribucion de los CLR a la induccion de la

respuesta inmunitaria adaptativa y al refinamiento de su regulacion.
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Figura 5 CLRs y la modulacion de la respuesta inmune adaptativa. Ejemplo esquematico de la
modulacion indirecta que tiene la estimulacion de un CLR sobre los perfiles linfocitarios. Concretamente
observamos como Dectin2, en coordinacion con otros PRR como TLR4, promueve poblaciones
antagonicas de linfocitos T en funcién del ligando que esté reconociendo. Imagen modificada de
Geijtenbeek et al., Nat Rev Immunol. Jul;16(7):433-48 (2016).

G. LSECTIN

Si bien la gran mayoria de los CLRs que estan involucrados en la modulacion de la

inmunidad adaptativa se han relacionado con la inducciéon de al menos una de las
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poblaciones de linfocitos T helper (Th), existen casos como el de CLEC4G que rompen
con este paradigma. Su interaccion con poblaciones inmunitarias, principalmente
linfocitos T, genera inhibicion en lugar de activacion [80] lo que la convierte en una

molécula con un potencial modulador en el campo de la inmunobiologia.

También conocida como LSECtin (acronimo de Liver and lymph node sinusoidal
endothelial cell C-type lectin), esta proteina estd fundamentalmente expresada en
LSECs, como su nombre sugiere, y desde el momento en el que se describié por
primera vez, se involucrado en distintos procesos de reconocimientos de estructuras
glucosiladas en patdégenos como otras lectinas [81], [82]. Podemos encontrar el gen
de LSECtin en el cromosoma 19p13.3 situado en un cluster de CLRs junto con CD23,
DC-SIGN y DC-SIGNR, siendo muy similares en su estructura gendmica [81]. Este gen
de nueve exones (Fig. 6), codifica una proteina transmembrana de tipo Il de 293
aminoacidos organizados en diferentes dominios. En su extremo C-terminal
encontramos un dominio lectina con la composicion y secuencias conservadas propias
de un CRD, junto con diversos dominios adicionales de union a calcio que son
fundamentales para el reconocimiento de glucidos. Estos le otorgan a LSECtin la
capacidad de unir manosa o N-Acetilglucosamina entre otros [81], [83].
Adicionalmente, podemos encontrar una region de cuello, algo menos conservada con
sus homologos, una unica regidon transmembrana y, por ultimo, una region N-terminal
citoplasmatica carente de dominios ITAM o ITIM de transduccion, pero en la que se
hallan dominios de internalizacién potencialmente importantes durante la fagocitosis
[84], [85], [86].

Ademas de su expresion en el endotelio hepatico, LSECtin también se expresa en
células mieloides bajo ciertas condiciones. Se ha demostrado su expresion in vitro en
células dendriticas y macrofagos tras la adicion de IL-4 al medio [83]. Esta induccién
se ha relacionado ademas con la promocion de la fagocitosis necesaria para la
presentacion antigénica [86], [87]. Notablemente, en estas poblaciones se puede
detectar la presencia de varias isoformas de LSECtin de una manera similar a lo que
ocurre en el caso de DC-SING [88]. Estas isoformas podrian modular la funcion de

LSECtin, especialmente la isoforma A2 que carece de region transmembrana [83].

38



LSECtin A2 podria liberarse de forma soluble ejerciendo de agente opsonizante por

sus capacidades como PRR.
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Figura 6 LSECtin, estructura y funciones. LSECtin se encuentra acompanada en el genoma con otros
CLRs homologos como DC-SING. Estructuralmente posee un dominio de lectina, un cuello, un dominio
transmembrana (TM) y un dominio citosolico (CT). Esta lectina se ha implicado en procesos de
reconocimiento de patdgenos, interviniendo en la fagocitosis de los mismos y generando respuestas
adecuadas en combinacion con otros PRRs. Notablemente, se ha implicado en la modulacién de
linfocitos T indicando que podria formar parte de mecanismos de tolerancia hepaticos. Imagen
generada en BioRender.com.

En el sistema digestivo, una poblacién de origen mieloide que podria expresar LSECtin,
al menos in vitro, serian las KCs hepaticas. Estas, en respuesta a la IL-4, inducirian la
expresion de LSECtin a través del factor de transcripcion PU.1 [85]. En los macréfagos
intestinales, por otro lado, LSECtin parece ser crucial para la reparacion del tejido en
respuesta a danos generados por inflamacion. Concretamente, LSECtin estaria
implicada en el reconocimiento y fagocitosis de los cuerpos apoptdticos producidos
durante el dafo intestinal, induciendo en los macrofagos que eliminan estos restos

capacidades antiinflamatorias a través de mTOR [89], [90].

En el caso de las LSECs, la expresion de LSECtin parece cumplir dos funciones
principales. La primera consistiria en el aclaramiento de particulas virales y la

generacion de una respuesta apropiada en consecuencia. Entre otros virus, LSECtin

39



puede reconocer el virus del ébola [91], virus de la familia coronaviridae [92], asi como
el virus de la hepatitic C [93], participando potencialmente en su aclaramiento (Fig. 6).
A su vez, gracias a proteinas adaptadoras como DAP12 que si contiene dominios
ITAM, LSECtin induciria cascadas de sefalizacion a través distintas proteinas, incluidas
las MAPKs, que activarian la expresion de citocinas proinflamatorias y, por tanto,

promoverian una respuesta inmunitaria frente a los virus [94].

En cuanto a la segunda funcién, mas interesante si cabe, se ha demostrado que
LSECtin es capaz de inhibir la actividad de linfocitos T activados en el higado [80], [95].
Esta lectina es capaz de interaccionar tanto con linfocitos CD4 como CD8 induciendo
una reduccidn de su proliferacion, asi como de la liberacién de sus citocinas
caracteristicas (Fig. 6). Uno de los mecanismos propuestos implica la interferencia de
LSECtin en la sefalizacion temprana del TCR mediante la activacion de la ligasa de
ubiquitina Cbl-b [96] que, a su vez, seria responsable de inhibir moléculas clave para
la sefalizacion de este receptor como ZAP70 [80], [95]. Como consecuencia,
obtendriamos una la induccién de tolerancia que parece fundamental durante
patologias hepaticas inflamatorias. Concretamente, al someter animales Knock out
(KO) para LSECtin a modelos de hepatitis aguda, estos sufrian un dafo exacerbado
en el higado caracterizado por una expansion de las células T proinflamatorias y una
destruccidon acelerada del parénquima. Notablemente, tanto la administracion de
LSECtin recombinante como la administracion de un plasmido que contenia el gen
para esta lectina fueron suficientes para rescatar el fenotipo de los animales KO [80]

destacando el papel de LSECtin en la homeostasis hepatica.

Desde entonces, LSECtin ha despertado bastante interés en distintos campos por su
capacidad de modular las respuestas inmunitarias T dependientes. Por ejemplo, tanto
su capacidad de interaccionar con proteinas de membrana, relacionandola en el
reclutamiento, como su capacidad de inhibir la respuesta de las células T, han
demostrado estar implicadas en la formacion de metastasis, asi como en la progresion
tumoral [97], [98], [99], [100]. De hecho, la expresién de LSECtin en el endotelio
hepatico, podria ser responsable de la agresividad y tropismo del carcinoma

colorrectal hacia el higado [101], [102], razén por la cual esta lectina podria funcionar
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como biomarcador de pronostico en este proceso [101] o incluso como diana

terapéutica en situaciones similares [103].

En referencia a los ligandos de LSECtin a través de los cuales es capaz de conseguir
su efecto inhibitorio en los linfocitos T se ha especulado sobre varias posibilidades. En
primer lugar, se identificé a CD44 como el primer ligando enddgeno de LSECtin [104].
Se trata de un receptor de HA que esta presente en una gran diversidad de células,
especialmente leucocitos activados [105]. Su papel concreto en linfocitos T se ha
vinculado casi exclusivamente con el reclutamiento y la migracién hacia regiones
inflamadas [106], fomentando su activacidon y supervivencia [107]. En cuanto a su
interaccion con LSECtin, de la gran variedad de isoformas que presenta CD44, las que
interaccionan con esta lectina de forma selectiva son CD44s, CD44v4 y CD44v8-10
[104]. Sin embargo, dado su papel conocido en la biologia del linfocito como activador,
es improbable que se produzca la inhibicion caracteristica de LSECtin a través de este
receptor y que, en su lugar, la interaccion CD44-LSECtin esté mas relacionada con

procesos de reclutamiento como ocurre con otros CLRs [96], [108], [109], [110].

Otro potencial ligando de LSECtin recientemente descubierto es BTN3A3 [97] que
pertenece a la familia de proteinas B7, como PDL1 y PDL2, reguladoras conocidas de
la respuesta inmunitaria. Esta proteina ha sido relativamente poco estudiada
encontrandose vinculada con el reclutamiento y funcion de los linfocitos T yd
principalmente [111]. Si bien homodlogos cercanos como BTN2A2 si parecen estar
involucrados en la regulacion negativa de linfocitos y la induccién de poblaciones
FOXP3+ [112], [113], las unicas evidencias que se han hallado hasta el momento para
la interaccion BTN3A3-LSECtin sdlo la relacionan con la progresion tumoral de una

manera independiente de linfocitos T [97].

Finalmente, el tercer candidato descrito hasta el momento, y el que tiene mayor
potencial de ser el responsable de la inhibicion de los linfocitos por parte de LSECtin,
es LAG3 [99]. Aunque es en el contexto de la progresion del melanoma, se observaba
como la expresion de LSECtin en estas células tumorales promovia la presencia de
Tregs en el tumor mientras reducia la presencia y actividad de células T efectoras de
una manera LAG3 dependiente [99]. LAG3, a diferencia de los otros candidatos a

ligandos de LSECtin, actua como inhibidor linfocitario [114]. Se expresa
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preferentemente en linfocitos T activados en los que provoca una reduccion en la
expansion e infiltracion, ademas de contribuir a generar estados de agotamiento
(exhaustion) en estos [115], [116]. Mecanisticamente, LAG3 podria inhibir al linfocito T
de varias maneras. Por un lado, a través de su interaccion de MHC |l como analogo de
CD4 podria competir con esta molécula impidiendo la activacion linfocitaria [117]. Por
el otro, y gracias a sus dominios citoplasmaticos [118], LAG3 podria inhibir a los
linfocitos sin necesidad de unir un MHC II. Concretamente, podria asociarse a
complejos CD3-TCR en cis (dentro de la misma célula), previniendo la senalizacion
temprana del propio TCRy sus coreceptores [119]. En definitiva, LAG3 ha demostrado
ser una molécula clave en procesos de inmunomodulacion, constituyendo una diana
terapéutica clave en enfermedades autoinmunes y en cancer [120], [121]. No obstante,

su papel en el higado, donde encontramos LSECtin en endotelio no esta definido.
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Figura 7 LAG3, ligando de LSECtin. De todos los candidatos a ligando de LSECtin en el proceso de
inhibicion linfocitaria, el mas compatible con los efectos descritos para esta lectina es sin duda LAG3.
Esta proteina es conocida por inhibir la sefalizacion del TCR promoviendo la inhibicion del linfocito T
Imagen modificada de Joller N, et al., Immunity. Feb 13;57(2):206-222. (2024).

H. CIRROSIS HEPATICA

El higado tiene una funcién inmunolégica importante para el organismo, especialmente
por su capacidad de induccion de tolerancia y los multiples mecanismos, entre los que
encontramos a LSECtin, que tiene para conseguirlo [14]. No obstante, danos al higado,
en especial los crénicos, sobrepasan estas capacidades tolerogénicas induciendo una

inflamacion sostenida que esta en la base de muchas patologias hepaticas [122], [123].
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Entre estas, quizas una de las mas relevantes por su coste econdomico y humano sea

la cirrosis hepatica [124], [125].

La cirrosis hepatica es la 112 causa de muerta a nivel mundial y la 42 a nivel europeo,
suponiendo mas de 1 millbn de muertes anuales 2023 [126]. Debido a que
sintomatologicamente la cirrosis es fundamentalmente silenciosa hasta que ha habido
una progresion alta de la enfermedad, suele diagnosticarse de manera accidental o en
fases avanzadas [126]. En estas, hay una mayor presencia de complicaciones
derivadas de la pérdida de la funcidn hepatica, lo que contribuye a la mortalidad y a la
dificultad de tratamiento de cirrosis. Aunque ya no se considera una enfermedad
terminal, muchas veces el tratamiento se ve encaminado al control de los sintomas
mediante cambios al estilo de vida y terapia farmacoldgica para mejorar el bienestar
de los pacientes [127]. A pesar de ello, el trasplante hepatico sigue siendo la unica
opcidn en el caso de los mas graves implicando cerca de 35000 trasplantes anuales
[128]. La busqueda de terapias alternativas, por tanto, es un campo de estudio
fundamental ya que se estima que cerca de 120 millones de personas padecen cirrosis

actualmente en el mundo [129].

En cuanto a su etiologia, las causas mas frecuentes de esta patologia son el progreso
cronico de enfermedades hepaticas derivadas del consumo de alcohol, enfermedades
metabdlicas asociadas a higado graso, infecciones por los virus de la hepatitis By C y,
en menor medida, enfermedades autoinmunes o colestasicas (Fig. 8) [124], [130]. En
lo referente a su fisiopatologia, es considerada el estadio final en el curso de distintas
las enfermedades hepaticas cronicas que hemos mencionado. Independientemente
del factor etioldgico, la exposicidn prolongada a los dafos provocados por los diversos
desencadenantes promueve la aparicion de los dos signos caracteristicos de la
cirrosis: inflamacion necroética y fibrosis (Fig. 8) [130]. La muerte de las células
hepaticas por los dafos iniciales, asi como un aumento de la traslocacién bacteriana
por la pérdida del equilibrio en la comunicacion enterohepatica [131], resultan en un
aumento de la carga antigénica que recibe el higado. Los PRR de las distintas células
con capacidad de respuesta que hemos mencionado, producen en consecuencia la
liberacion citoquinas proinflamatorias (TNFa, IFNy, IL-6, etc.) y quimioatrayentes

(CCL2, CCL5, CXCLS, etc.), ademas de proteinas de fase aguda, que contribuyen al
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reclutamiento leucocitario y a distintos efectos sistémicos [132]. Si la fuente del dafo
persiste, se genera un ciclo de retroalimentacion positiva entre la respuesta inmunitaria
y la muerte del tejido hepatico que contribuye a la pérdida de parénquima [123].
Adicionalmente, este fendmeno, en un primer momento local, acaba perjudicando el
resto del organismo. Tanto los niveles altos de mediadores inmunitarios, como de los
productos bacterianos debido a la traslocacion bacteriana desregulada, se han
sefialado como contribuyentes a los defectos cardiacos, renales o neuroldgicos
propios de esta patologia [132], [133], [134]. De hecho, este ambiente altamente
proinflamatorio se ha propuesto como una de las causas detras de la aparicion del

hepatocarcinoma en cirrosis (Fig. 8) [135].

Uno de los principales promotores de este proceso inflamatorio son los linfocitos T.
Cuando la actividad inflamatoria supera a la tolerogénica proliferan poblaciones
linfocitarias de memoria con capacidad efectora [136]. Concretamente, en la cirrosis
hepatica encontramos un desequilibrio entre las respuestas adaptativas inflamatorias
(Th1/Th17) y las regenerativas (Th2/Treg) [122], [137]. La presencia en el medio de IL-
6 y de IL-1B, propio de la cirrosis, genera un aumento de Th17 que las necesitan para
su diferenciacion [138]. El crecimiento de esta poblacién correlaciona con elevados
niveles de IL-17 en el higado que activan a las HSCs y KCs promoviendo fibrosis e
inflamacion en la cirrosis [139], [140]. De hecho, el bloqueo de la IL-17 de mediante el
uso de anticuerpos protegen frente al dafo hepatico [141], resaltando el papel de los
linfocitos, y en especial de los Th17, en la progresion de enfermedades hepaticas como

la cirrosis.

Durante el proceso de destruccion del parénquima hepatico, la presencia de células
dafnadas y de mediadores inflamatorios en el ambiente, promueven la activacion de las
HSCs. Estas adquieren marcadores profibrogénicos como el aSMA, asi como la
capacidad de producir componentes de la matriz extracelular entre los que destaca el
colageno tipo 1 (Fig. 9) [142]. Como consecuencia, los hepatocitos y colangiocitos
danados son reemplazados por tejido cicatrizal, perdiéndose la microarquitectura del
higado y con ello su funcion (Fig. 8)[130]. Ademas, este proceso también compromete
la circulacion hepatica. La pérdida directa de vasos, asi como la reduccion de la luz de

muchos otros por la fibrosis, contribuye a una resistencia hepatica generalizada a la
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circulacion que llega a favorecer la pérdida de parénquima por falta de irrigacion [143].
A su vez, esta resistencia al flujo hepatico desencadena un aumento en la presion
portal y otras alteraciones de la circulacién sistémica, como un aumento de la presion
arterial pulmonar y renal, que también contribuyen a deteriorar el estado de los
pacientes [124], [126].

Chronic injury * Genetic polymorphisms
* Viral infection * Epigenetic marks

* Alcohol * Cofactors (such as
* NASH obesity and alcohol)
* Autoimmune disorders l

e Liver

" transplant
A\ | Liver failure A
5-50 years ) | ® Portal '
D 4 hypertension

* Cholestatic disorders
* Metabolic diseases

* Inflammatory damage
* Matrix deposition

* Parenchymal cell death
* Angiogenesis

* Disrupted architecture
* Loss of function
* Aberrant hepatocyte

\ Early

fibrosis regeneration Y Cirrhosis \
\/ it

Resolution Regression

Hepatocellular

* Removal of underlying cause carcinoma

* Anti-fibrotic drug or cell therapy

Figura 8 Progresion de la cirrosis. La cirrosis hepética consiste en el deterioro progresivo de la funcion

hepatica a consecuencia de una inflamacion y fibrogénesis excesiva debido a la exposicion crénica a

diversos factores. Interesantemente, estos procesos se pueden revertir si se atajan a tiempo los

factores desencadenantes. Imagen modificada de Pellicoro A, at al., Nat Rev Immunol. Mar;14(3):181-

94 (2014).

Uno de los aspectos importantes de la resistencia vascular hepatica en cirrosis,
primero como consecuencia de esta, y después como su promotor principal, es la
disfuncién endotelial [144]. En respuesta a los distintos estimulos dafinos
mencionados, entre los que se encuentra las propias fuerzas del flujo sanguineo en el
higado cirrético [145], las LSECs dejan de liberar vasodilatadores como el éxido nitrico
mientras que aumentan la liberacién de agentes vasoconstrictores contribuyendo a
esta resistencia vascular [146]. Ademas, inician procesos de capilarizacion
caracterizados por la pérdida de las fenestraciones propias de estas células y la
aparicion de una membrana basal que dificultan el acceso al oxigeno por parte de los
hepatocitos [147]. Por otro lado, van perdiendo sus capacidades metabdlicas mientras
promueven respuestas proinflamatorias en lugar de tolerogénicas. Liberan citocinas y
quimiocinas a través de la via del NFKB y aumentando los niveles de moléculas de

adhesion que favorecen el reclutamiento leucocitario y la activaciéon de las HSC [148],
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[149], [150] lo que seiala a las LSECs como una de las entidades que promueven la

progresion de la cirrosis una vez han sufrido algun daio (Fig. 9) [147].
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Figura 9 Cambios funcionales de las LSECs danadas. Tras perder sus fenestraciones y desarrollar
una membrana basal en respuesta al dafno (capilarizacién), las LSECs favorecen distintos aspectos
de la progresion de la cirrosis. Por un lado, los mediadores que liberan contribuyen a la activacién de
las HSC y por tanto a la fibrogénesis. Por otro, estos mediadores tan bien participan del reclutamiento
y activacion de otros leucocitos promoviendo el daio inflamatorio. Imagen modificada de Gao J, et al.,
J Hepatol. Sep;81(3):543-561 (2024).

Otro de los mecanismos de tolerancia que pierden las LSECs en cirrosis es la
capacidad promover poblaciones reguladoras e inhibir poblaciones inflamatorias en
linfocitos T [46], [59], [80]. Notablemente, la expresion de PDL1, TGFB1 o IL-10, que
son reconocidos entre los responsables de este proceso, se encuentran aumentados
en LSECs y otras poblaciones del higado durante la cirrosis hepatica [132], [151], [152],
[153], indicado una capacidad comprometida para la inmunomodulacién por parte de
estas moléculas. En contraste, trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado
como las LSECs cirréticas aumentan la expresion de moléculas coestimuladoras,
como CD40, CD80 o CD86 [154], probablemente en respuesta al medio
proinflamatorio de las CLD que promueve la expresion del MHC |l también [48]. Su
capacidad como APCs aumenta consecuentemente en estas condiciones, lo que les
permite estimular la diferenciacion de linfocitos Th17 mientras que se restringe la de
poblaciones reguladoras [154]. Respecto a las causas que generan este cambio
inmunolégico en las LSECs, los niveles elevados de PDL1 hepatico en cirrosis
indicaban que debia de existir, por consiguiente, otros mecanismos de tolerancia en

paralelo que si se alterasen en esta patologia y que contribuyesen a la desregulacion
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proinflamatoria del endotelio. Por tanto, en este mismo trabajo de nuestro laboratorio,
se estudiaron los cambios de expresion de distintos receptores innatos que, como
hemos visto, influyen en la inmunidad adaptativa [63]. Los TLRs, por ejemplo, se
encontraban aumentados para hacer frente al exceso de carga antigénica propio de la
cirrosis. Otros, como LSECtin, se encontraban reprimidos, sefalando a esta lectina

como potencial mecanismo de pérdida de tolerancia en el higado cirrético [154].

Considerando el rol de LSECtin en la inhibicion de linfocitos T, resulta de interés
conocer el papel de esta lectina inmunomoduladora en patologias inflamatorias
cronicas del higado, como la cirrosis, asi como explorar su potencial como diana

terapéutica en la recuperacion de la tolerancia hepatica.
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4. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La desregulacion del sistema inmunitario local es uno de los pilares de la fisiopatologia
de la enfermedad hepatica crénica avanzada. El higado, promotor de tolerancia
inmunoldgica en homeostasis, transiciona a un estado inflamatorio en cirrosis que
contribuye al deterioro del 6érgano. Durante este proceso, la disfuncion del eje higado-
intestino favorece la saturacion del tejido hepatico con antigenos de una microbiota
disbidtica. Por otro lado, leucocitos locales y reclutados, especialmente los linfocitos,
ponen en marcha respuestas proinflamatorias potentes a consecuencia de este
aumento de la carga antigénica, a la presencia de restos de células propias dafadas y

a la pérdida de los mecanismos inductores tolerancia hepaticos.

Uno de los tipos celulares responsables de esta tolerancia son las LSECs. El endotelio
hepatico interviene en el reclutamiento y en la modulacion de la actividad de los
linfocitos del higado mediante diversos mecanismos. Entre las estrategias de
inactivacion linfocitaria en las LSECs se encuentran una presentacion antigénica sin
coestimulacion o la expresion de ligandos como PDL1 o TGFB1. Sin embargo, la
expresion aumentada de estas moléculas en cirrosis sugiere la presencia de
mecanismos adicionales de tolerancia que contribuyan a explicar los cambios que se
observan en la patologia. LSECtin es una CLR de expresion casi exclusiva en LSECs
que, ademas de funcionar como PRR, posee la capacidad de regular negativamente
linfocitos T. LSECtin inhibe su proliferacion y la liberacion de citocinas, siendo
fundamental en el control de la inflamacién en fendmenos patolégicos agudos. No
obstante, su papel en enfermedades cronicas como la cirrosis es desconocido.,
Resultados de nuestro laboratorio sugieren que las LSECs pierden la expresion de
LSECtin durante esta patologia, lo que podria explicar la progresion hacia una
inflamacién progresiva a pesar de los altos niveles de PDL1 o TGFB1. Por tanto, un
estudio detallado del papel de esta lectina en cirrosis, asi como de los mecanismos
moleculares con los que opera podria ofrecer nuevas oportunidades terapéuticas en

esta patologia tan grave.
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5.

HIPOTESIS

La pérdida de LSECtin modula la actividad de los linfocitos proinflamatorios mediante

ligandos concretos (LAG3). Restablecer su expresion durante la cirrosis hepatica

contribuye a restaurar la capacidad tolerogénica del higado, reduciendo el dafio en el

tejido.

. OBJETIVOS

. Caracterizar la senalizacion de LSECtin en LSECs frente a sus ligandos

presentes en linfocitos T y su papel en la modulacion de las respuestas

inducidas por TLRs.

Determinar los niveles de expresion de LSECtin durante la enfermedad hepatica
cronica, y caracterizar la modulacion que ejercen distintas citocinas propias de

la enfermedad sobre la expresion de esta lectina.
Caracterizar el dafo hepatico y el perfil inmunolégico que provoca la
modulacién de los niveles de LSECtin (sobreexpresion) durante la enfermedad

hepatica cronica avanzada.

Profundizar en el mecanismo molecular subyacente a la modulacién de la

actividad de linfocitos proinflamatorios producido por LSECtin.
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7. RESUMEN GLOBAL DE MATERIALES Y METODOS

A. PACIENTES Y MUESTRAS HUMANAS

En colaboracién con el grupo de Biologia Vascular Hepatica (IDIBAPS/Hospital Clinic
de Barcelona), se utilizaron muestras de higado humano remanentes de resecciones
quirargicas en ambos estudios. En el caso de controles sanos se seleccioné tejido
hepatico no tumoral y sin lesiones (n=12). Se compararon con explantes de tejido
hepatico cirrotico con etiologia de esteatohepatitis alcohdlica o no alcohdlica de
pacientes sometidos a trasplante de higado. Los pacientes cirréticos se agruparon en
enfermedad compensada (n=12) o descompensada (n=14) en funcion de sus
caracteristicas clinicas (Tabla 1). En esta tabla se recogen el total de los pacientes,

aunque se emplearon subgrupos en funcién del estudio.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes.

CARACTERISTICAS SANOS  COMPENSADOS DESCOMPENSADOS
DE LOS PACIENTES

EDAD (ANOS) 64.8 + 14 60.2 + 5.2 60.5 + 6.8
VARON, N (%) 9 (64.3) 10 (83.3) 10 (71.4)
ETIOLOGIA . 9 (75) 11 (78.5)
ALCOHOLICA, N (%)

ETIOLOGIA NASH, N - 3 (25) 3 (21.5)
(%)

CHILD PUGH A/B/C - 11/1/0 0/6/8
MELD - 9.5+23 20.8 + 8.4
N 12 12 14

Este estudio se realizé de acuerdo con la Declaracién de Helsinki y con las leyes
locales y nacionales. El Comité de Etica Humana del Hospital Clinic de Barcelona
aprobd los procedimientos del estudio (HCB/2015/0624), y todos los participantes
firmaron voluntariamente un consentimiento informado por escrito antes de su

inclusion en el estudio.
B. RATONES TRANSGENICOS Y GENOTIPADO

El raton de sobreexpresion de LSECtin (OE de LSECtin) o modelo Knock-in (Ki) se

genero en las instalaciones de la Facultad de Ciencias Médicas y de la Salud de la
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Universidad de Copenhague. En resumen, el ADNc Clec4g (ENSMUST00000062037)
se cloné en el plasmido pcDNA3.1 bajo el control del promotor ubicuo del
citomegalovirus (CMV). Después de liberar el segmento CMV-Clec4G del vector (Fig.
10), se inyectd en los pronucleos de los cigotos C57BL/6NRj, lo que promovid su
insercidn en una ubicacion aleatoria en el genoma del ratdn. Se seleccionaron las crias
sanas positivas para la insercion y se cruzaron para establecer una colonia. La
descendencia de estos ratones fue sometida a un andlisis de genotipado para
determinar la inclusion del transgén intacto antes de incluirlo en los experimentos. No
se encontraron diferencias fenotipicas entre los ratones Ki no tratados y los ratones

silvestres no tratados.
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Figura 10 Transgén y genotipado. (A) Esquema del vector clonacion que incluye la fusién traduccional
del cDNA de Clec4g (LSECtin) y el promotor del CMV. (B) Estrategia de genotipado que permiten
amplificar todo el transgén una vez insertado en el genoma del ratén. (C) Ejemplo de genoctipado de
individuos positivos. Imagen modificada de Martinez-Lopez, at al., JHEP Rep. In press (2025).

El genotipado se realizo tras el destete. Se extrajo ADN de muestras de oreja y se
analizd mediante PCR. La digestion del oido se realizo utilizando una solucion con 25
mM de NaOH y 0,2 mM de EDTA. Después de 30 minutos a 98 °C, la digestion se
neutralizé con TRIS HCI 40 mM pH = 7,4. A continuacion, el ADN se aislé mediante un
vortex seguido de una centrifugacion a 13 000 rpm durante 5 minutos a 22 °C. El ADN
se afnadio a la mezcla con el kit Taqg PCR Master Mix (201445, Qiagen) y los cebadores.
El resultado se visualizé mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1 % preparado
con tampon Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X y como agente de tincion se us6 GelRed®
(SCT123, Merck) (Fig. 10).
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C. INDUCCION EXPERIMENTAL DE CIRROSIS

Se incluyeron ratones macho Wild type (Wt) (C57BI/6J) (Harlan, Barcelona, Espafna) y
LSECtin OE en un protocolo de estudio de 12 semanas. Los ratones fueron mantenidos
a una temperatura ambiente constante de 21 °C y expuestos a un ciclo de
luz/oscuridad de 12:12 horas. Se alimento a ratones adultos de aproximadamente 20-
22 g con comida estandar para roedores y se les administro fenobarbital a 0,25 mmol/L
en agua del grifo a lo largo del protocolo del estudio. Después de 4 semanas, se indujo
experimentalmente la cirrosis en los animales con dos dosis semanales de CCl4 (Sigma
Aldrich, Madrid, Espafia) controladas por peso por via intragastrica, administradas
como se ha descrito anteriormente[155]. Los animales de control recibieron aceite
mineral durante ese periodo. Los animales fueron sacrificados por precaucion en caso
de encontrarse gravemente enfermos y se sospechaba que la muerte era inminente.
Las laparotomias se realizaron bajo anestesia con isofluorano en la semana 12, como
se ha descrito. Durante este proceso, se recogieron muestras de sangre mediante
puncion cardiaca antes de la perfusion. Después de la perfusion hepatica, los higados
se reservaron para experimentos de biologia molecular e histologia o para
experimentos de citometria de flujo. Los animales recibieron cuidados de acuerdo con
los criterios descritos en la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio. El
estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion Animal de la Universidad Miguel
Hernandez (Alicante, Espaia) con el numero de aprobacion 2024/VSC/PEA/0180.

Wild type

(W)
“ « Histology
: » Molecular Biology

o Flow Cytometry

t L

Laparatomies

Knock-in

(Ki)

Phenobarbital CCl, (2 weekly dosis)

4 Weeks 12 Weeks

Figura 11 Modelo murino de cirrosis experimental. Esquema simplificado del protocolo de induccion
de cirrosis. Animales Wt sélo (primer estudio) o en paralelo con animales Ki de sobre expresion de
LSECtin (segundo estudio), recibieron 4 semanas de fenobarbital (inductor de actividad hepatica),
seguido de 12 semanas de CCls (inductor de dafo hepatico) ajustado por peso. Tras este periodo, se
sacrificaron los animales para estudiar distintos aspectos de la patologia hepatica. Imagen modificada
de Martinez-Lopez, at al., JHEP Rep. In press (2025).
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D. CITOMETRIA DE FLUJO

Los higados perfundidos se digirieron in vivo con colagenasa A (Merck-Millipore,
Burlington, MA, EE. UU.) como se ha descrito anteriormente [156]. Los higados
digeridos resultantes se extirparon y se realizé una digestion in vitro con el mismo
tampdn que contenia colagenasa A 37 °C durante 30 minutos. A continuacion, la
solucion de células hepaticas se filtro utilizando coladores de nailon de 100 uM y se
recogio en solucioén fria de Krebs que contenia HEPES 25 mM. La suspension celular
se centrifugd a 50 x g durante 5 minutos, y las células no parenquimatosas se
separaron recogiendo los sobrenadantes y centrifugandolos a 800 x g durante 10
minutos. Los pellets resultantes se resuspendieron en 10 ml de Percoll al 40 % y las
células no parenquimatosas se enriquecieron y aislaron mediante centrifugacion
diferencial a 800 x g durante 25 minutos. Se recogieron las células del pellet, se lavaron
con solucidén salina tamponada con fosfato sin Ca2+ ni Mg2 (PBS) y se resuspendieron
en PBS suplementado con suero fetal (FBS) al 2 % y acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) 2 mM para la tincion citométrica. A continuacion, las células aisladas se
incubaron con los anticuerpos correspondientes de cada panel de citometria (Tabla
2). Para evaluar el perfil de diferenciacion Th CD4, las células se estimularon con
acetato de forbol miristato/ionomicina (50 ng/mL y 1 ug/mL, respectivamente) (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafna) durante 5 h, y se bloque¢ el trafico de Golgi con monensina
(BD Golgi STOP, BD Biosciences). A continuacion, las células se fijaron,
permeabilizaron y se tiferon intracelularmente. Las muestras se analizaron en el
laboratorio de omicas del Instituto de Neurociencias de Alicante en un citometro de
flujo FACSAria Il operado por el software FACSDiva (BD Biosciences, San Diego, CA,
EE. UU.).

Tabla 2. Anticuerpos de citometria de flujo.

PROTEINA DIANA DILUCION  DISTRIBUIDORA CONJUGACION
CD3 Mouse 1:200 Biolegend PE

CD4 Mouse 1:200 Biolegend FITC

CD8 Mouse 1:100 Biolegend BV510
CD69 Mouse 1:100 Biolegend APC

PD-1 Mouse 1:100 Biolegend PE
CD25 Mouse 1:200 Biolegend PE-Cy7
LY6C Mouse 1:200 Biolegend FITC
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LY6G Mouse 1:200 Biolegend BVv421
LAG3 Mouse 1:100 Biolegend APC
IL-17 Mouse 1:50 Biolegend APC
IL10 Mouse 1:50 Biolegend PE-Cy7
INFI Mouse 1:100 Biolegend APC
LAG3 Mouse 1:100 Biolegend BV421
FOXP3 Mouse 1:50 ThermoFisher APC
CD45 Mouse 1:100 BD Biosciences APC
CD31 Mouse 1:100 BD Biosciences FITC
CD146 Mouse 1:100 BD Biosciences PE
LSECTIN (RB) Mouse 1:50 Abcam -
ANTI-RABBIT Rabbit 1:50 Santa Cruz PE-Cy7

E. CELL SORTING

En el caso del primer estudio se realizaron, adicionalmente, aislamientos de
poblaciones puras de LSECs mediante Cell sorting por citometria de flujo. En ese
sentido, tras un protocolo de procesamiento del tejido hepatico similar al anterior, las
LSECs se enriquecieron con una centrifugacion en gradiente de densidad a 800 x g
durante 25 minutos utilizando Percoll al 25 % y al 50 %. En este caso, se recogieron
células de la interfase, se lavaron PBS y se procedio a realizar un pool de 5 ratones
para obtener suficientes LSEC para experimentos posteriores de cultivo células.
Respecto a la tincidn de citometria, las muestras se incubaron con anti-CD45-APC,
anti-CD31-FITC y anti-CD146-PE (BD Biosciences, San Diego, CA, EE. UU.). Al mismo
tiempo, se utilizé un anticuerpo anti-LSECtin (Abcam, Cambridge, Reino Unido) para
evaluar los niveles de LSECtin con un anticuerpo secundario a-Rabbit-PEcy7 (Santa
Cruz, EE. UU.). Las LSEC se clasificaron y se aislaron como CD45-, CD31+ y CD146+
[157] en la instalacion de dmicas del Instituto de Neurociencias de Alicante en un
citdmetro de flujo FACSAria Il operado por el software FACSDiva (BD Biosciences,
San Diego, CA, EE. UU.).

F. AISLAMIENTO DE CD4, DIFERENCIACION Th17 o Treg Y SENALIZACION
DOWNSTREAM DE TCRE IL-6

Para obtener las células CD4+ necesarias para los experimentos in vitro, se extrajeron
bazos de los ratones de control y Wild type de los protocolos anteriores. Las CD4+ se

obtuvieron mediante separacion magnética con el kit de aislamiento de células T CD4+
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(Miltenyi Biotec). A continuacion, las células CD4+ purificadas se cultivaron en placas
recubiertas de a-CD3 (5 pg/ml, BD Biosciences) y se expusieron a condiciones pro-
Th17 [0-CD28 (2,5 pg/ml, BD Biosciences), 5 ng/ml de TGF-B (NovusBio) y 30 ng/ml
de IL-6 (Peprotech)] o condiciones pro-Treg [a-CD28 (2,5 pg/ml, BD Biosciences), 5
ng/ml TGF- (NovusBio) y 10 ng/ml IL-2 (Peprotech)] unicamente o en combinacion
con 25 pg/ml de LSECtin-fc (NovusBio) y 25 ug/ml de a-LAG3 (eBioC9B7W) durante
5 dias. Tras este periodo, las células se tifieron para la citometria de flujo como se ha
descrito anteriormente. Como condicion de control, las células se estimularon con a-
CD3 y a-CD28 solas. Tanto las condiciones de control como las pro-Th17 o pro-Treg

incluian una IgG control del isotipo de la fraccion constante (fc) de LSECtin-fc.

Paralelamente, para estudiar las vias moleculares implicadas en el proceso de
diferenciacion de las Th17, se expuso una fraccion de las células CD4+ aisladas a la
combinacién de estimulos a-CD3 y a-CD28 durante 48 horas para inducir la expresion
de LAG3 como se ha descrito anteriormente [119]. Después se retiraron todos los
estimulos durante otras 24 horas. Tras este starving de suero y de estimulos para el
TCR, las CD4+ se estimularon de nuevo con a-CD3 (5 pg/ml) o IL-6 (25 ng/ml,
Peprotech) en presencia o ausencia de LSECtin-fc (25 pg/ml) y a-LAG3 (25 pg/ml)
durante 30 minutos. A continuacion, se recogieron las células para la extraccion de

proteinas y se evaluo la sefnalizacion del TCR o de la IL-6 mediante Western Blot (WB).
G. CULTIVO CELULAR

Las LSECs de raton inmortalizadas (imLSEC) de Abm (Nueva York, EE. UU.) o LSEC
primarias obtenidas por cell sorting se cultivaron a 37 °C en una atmodsfera
humidificada con un 5 % de CO,, en DMEM con un 5 % de FCS, un 1 % de Amfotericina
B, un 1 % de suplemento para el crecimiento de células endoteliales (ECGS) y un 1 %
de heparina en placas pretratadas con colageno. La modulacion de la expresion de
LSECtin por el cultivo con citocinas se realizé con IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, TNF-a
y TGF-B1 de raton (Peprotech, Rocky Hill, NJ, EE. UU.) individualmente o en
combinacion a 10 ng/ml durante 48 h. Tras esto, se recogieron las células para la
extraccion de ARN. En el caso de la sefalizacion intracelular, las imLSEC se
expusieron a sCD44 o sLAG3 (solubles) recombinantes de ratén (R&D Systems,

Minneapolis, MN) a 1 ug/mL, individualmente o en combinacién con ligandos de TLRs
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LPS, Pam3Cys o CpG a 100 ng/mL (InvivoGen, San Diego, CA) durante 5 minutos a
37 °C. Se utilizé TNFa de ratbn como control positivo a 50 ng/mL. A continuacién, se
recogieron las células para la extraccién de proteinas y el posterior estudio de la via
de senalizacion de LSECtin mediante WB. Para la evaluacion del secretoma, las
imLSEC se expusieron a los mismos estimulos durante 72 horas. Los sobrenadantes
se centrifugaron y almacenaron a -80 °C para su posterior analisis mediante Kits

especificos
H. INHIBICION DE LSECTIN MEDIANTE CRISPR-CAS

Para el primer estudio, la expresion de LSECtin se modificé en imLSECs utilizando un
kit comercial (KN503452, Origene). En resumen, se sembraron imLSECs en placas de
6 pocillos en Opti-MEM (31985062, Gibco) y al 70 % de confluencia se transfectaron
con los vectores de ARNg (guia) especificos de Clec4g y el ADN donante lineal
correspondiente que contenia resistencia a la puromicina. Se utilizé Turbofectin
(TF81001, Origene) como reactivo de transfeccion. Después de 48 horas de
transfeccion, las células se cultivaron en los medios descritos anteriormente y se
dividieron 1:10 cada 2 dias. La seleccion con puromicina comenzé tras de un periodo
de 3 semanas para reducir las células que contenian ADN donante en forma episomal.

Posteriormente, se evalud la reduccién de la proteina de LSECtin mediante WB.
I. ANALISIS DEL SECRETOMA

Los niveles de citocinas en los sobrenadantes de cultivos celulares de imLSECs se
cuantificaron mediante kits de AimPlex, Mouse Inflammation 16-Plex (CCL4, TNFa, IL-
1B, IL-12, IL-9, CXCL10, IL-1a, CCL3, IL-10, CXCLA1, IL-13, CCL5, IL-6, IFN-y, IL-15,
CCL2) (CliniSciences, Nanterre, Francia) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los anticuerpos especificos del kit se habian recubierto por el fabricante
con microesferas modificadas con fluoréforos en proporciones establecidas para cada
analito para poder diferenciarlos entre si. En cuanto al procedimiento, de manera
similar a un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), existian unos
anticuerpos de captura conjugados a microesferas que se incubaron con las muestras
o los estandares, que posteriormente se incubarian con anticuerpos de deteccion

biotinilados y finalmente con estreptavidina-ficoeritrina (PE). Las placas se analizaron
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en la instalacion de dmicas del Instituto de Neurociencias de Alicante en un citobmetro
de flujo FACSAria Il operado por el software FACSDiva (BD Biosciences, San Diego,
CA, EE. UU.). Cada muestra se analiz6 por duplicado y cada experimento se repitié 3

veces.
J. ELISA

Los niveles séricos de LSECtin se determinaron mediante ensayos de ELISA utilizando
los kits de LSECtin/CLEC4G humana de RayBiotech (Norcross, Georgia, EE. UU.).
Todas las muestras se analizaron por triplicado y se leyeron en un lector de
microplacas Epoch2 (BioTek, Vermont, EE. UU.). El limite de deteccidn para el ensayo
de LSECtin estaba entre 0,078 ng/ml y 20 ng/ml.

K. MARCADORES BIOQUIMICOS

En el segundo ensayo se determinaron los niveles séricos de fosfatasa alcalina (ALP),
alanina transferasa (ALT), aspartato transferasa (AST), urea, albumina (ALB), proteina
total (TP), colesterol (CHOL) y acidos biliares totales (BA) en 200 uL de sangre total
utilizando un analizador automatico de bioquimica liquida (Skyla Vb1, CVM practice,

Navarra, Espafia) siguiendo las instrucciones del fabricante.
L. ANALISIS HISTOLOGICO

La tincion con rojo Sirius se realizé utilizando el kit de tincion con rojo Picro Sirius
(ab150681) de acuerdo con las instrucciones del fabricante Abcam en secciones de 5
Mm de higado de ratdon embebido en parafina. Resumidamente, después de la
desparafinacion, las secciones se incubaron en solucion de rojo Picro Sirius durante
60 minutos y se lavaron rapidamente dos veces en solucion de acido acético y alcohol

absoluto.

La tincion TUNEL se realizé utilizando el kit de ensayo TUNEL - HRP-DAB (ab206386)
de Abcam en secciones de 5 ym de higado de ratén embebido en parafina de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. En resumen, después de la desparasitacion, las
secciones se permeabilizaron con proteinasa K y se bloquearon con perdxido de

hidrogeno al 3 %. Después, se anadio la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal
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(TdT) durante 90 minutos. Para determinar el ADN biotinilado (células muertas), las
secciones se incubaron con una estreptavidina-HRP y se revelaron con 3,3"-
diaminobencidina (DAB). A continuacion, los portaobjetos fueron contratefiidos con

hematoxilina de Harris (HH) (Leica Biosystems Richmond Inc., Richmond, IL).

Se llevaron a cabo ensayos inmunohistoquimicos (IHC) e inmunofluorescentes (IF) en
secciones de 5 ym de tejido hepatico humano o de raton embebido en parafina. Las
secciones se manipularon siguiendo los procedimientos estandar. Los portaobjetos se
incubaron con anticuerpos primarios para proteinas clave implicadas en la
homeostasis y la enfermedad hepaticas. Como anticuerpos secundarios, las secciones
se incubaron con los correspondientes anticuerpos biotinilados (Palex Medical SA,
Sant Cugat del Vallés, Espana) para IHC o con anticuerpos modificados Alexa-488,
Alexa-594 y Alexa-647 para IF. Las diluciones y referencias de anticuerpos se pueden
seguir en la Tabla 3. Los portaobjetos de IHC se incubaron con el kit ABC de complejo
avidina-biotina-HRP (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA) y se revelaron con DAB
(Vector Laboratories Inc.). Los nucleos se tifieron incubando las secciones en HH o
DAPI (Thermo Fisher Scientific) respectivamente. Como control negativo, la tincion se

llevé a cabo en ausencia de un anticuerpo primario.

Las imagenes se obtuvieron en un microscopio 6ptico Leica DMR asistido por camara
(Leica Biosystems, Richmond Inc.). Las imagenes confocales se obtuvieron en el
servicio de microscopia del Instituto de Neurociencias de Alicante. Concretamente, se
usé un microscopio confocal Zeiss LSM 880 con Airyscan, un moédulo para
superresolucién basado en un detector de matriz con microscopia confocal de
escaneo laser. Posteriormente sobre las imagenes se realizd un analisis
semicuantitativo de la expresion de proteinas o una cuantificacion de las células

positivas utilizando el software ImagedJ (https://rsbweb. nih. gov).

Tabla 3. Anticuerpos de histologia.

PROTEINA DIANA FUENTE DILUCION REFERENCIA TECNICA
LSECTIN Mouse/Human Rabbit 1:100/1:100 NBP1-82815 IHC/IF
LSECTIN Mouse Rabbit 1:50/1:50 ab181196 IHC/IF
ASMA Mouse Rabbit  1:200/1:200 D4KON IHC/IF
TIM4 Human Goat 1:100/1:100 af2929 IF
VIM Mouse Rabbit 1:100 D21H3 IHC
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COL1A1 Mouse Rabbit 1:300 AB765P IHC
CD31 Human Mouse 1:200 89C2 IF
CD36 Human Mouse 1:200 185-1G2 IF
FOXP3 Human Mouse 1:100 236A-E7 IHC
TBET1 Human Mouse 1:100 4B10 IHC
RORIT Mouse/Human Rat 1:100/1:50 AF114 IHC/IF
FOXP3 Mouse Rat 1:100 14-5773-82 IHC
CD45 Mouse Goat 1:200 14-6988-82 IF
LAG3 Human Rabbit 1:75 PA5-82490 IF
CD4 Human Mouse 1:100 14-0049-82 IF

M. ANALISIS DE PCR CUANTITATIVA

Se extrajo el ARN total utilizando el kit RNeasy Mini (QIAgen) de los pellets celulares o
de las muestras de higado. Se realizaron PCR cuantitativas para evaluar la expresion
de LSECtin/Clec4g, asi como de los genes clave implicados en la enfermedad
hepatica. Las reacciones se realizaron en una mezcla de PCR de 12,5 pl utilizando
gScript One-Step SYBR Green RT-gPCR (Quanta BioScience, Gaithesburg, Maryland)
en un CFX Connect (Bio-Rad, Hercules, CA). La 2-microglobulina se utilizd como gen
de mantenimiento en todos los analisis de expresion génica. La expresion relativa se
calculd con el método 2-AACt. Los pares de cebadores utilizados en el estudio se

pueden seguir en la Tabla 4.

Los datos de secuenciacion masiva de ARN de humano del primer estudio fueron
obtenidos de la base de datos GEO (GSE164799). El analisis fue realizado en

colaboracion con el grupo de Biologia Vascular Hepatica.

Tabla 4. Cebadores de qPCR.

GEN DIANA CEBADOR FORWARD CEBADOR REVERSE
CLECA4G Human gaggacgtccgcactgag ggagccctcgaaggacag
GAPDH Human caaggtcatccatgacaactttg gtccaccaccctgttgcectgtag
COL1A1 Mouse actcgaacgggaatccat gtgttccctactcagccg
TIMP1 Mouse ccagaaccgcagtgaagagt gaaacactgtgcacacccca
ACTA2 Mouse gtcccagacatcagggagtaa tcggatacttcagcgtcagga
MMP2 Mouse cttgttgcccaggaaagtgaa ccgaggactatgaccgggata
CLEC4G Mouse gaattgctgctccgtgacaa cccttcectgattcaccccgag
TGFB1 Mouse acgtggaaatcaacgggatca agaagttggcatggtagccc
LAG3 Mouse ccaggcctcgatgattgcta cagcagcgtacactgtcaga
CD274 Mouse tgctgcataatcagctacgg gctggtcacattgagaagca
PDCD1 Mouse <Ccaaggacgacactctgaaggag tcttctctecgtececctggaagt
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RIPK1 Mouse gactgtgtacccttacctccga cactgcgatcattctcgtcctg
RIPK3 Mouse Jaagacacggcactccttggta cttgaggcagtagttcttggtgg
MLKL Mouse ctgagggaactgctggatagag cgaggaaactggagctgctgat
CASP3 Mouse Jgagtctgactggaaagccgaa cttctggcaagccatctcctca
CASPS8 Mouse atggctacggtgaagaactgc tagttcacgccagtcagg
CCL2 Mouse ttaaaaacctggatcggaaccaa gcattagcttcagatttacgggt
CCL3 Mouse actgcctgctgcttctcctaca atgacacctggctgggagcaaa
CCL5 Mouse gctgctttgcctacctctcce tcgagtgacaaacacgactgc
CCL20 Mouse Jtgggtttcacaagacagatggc ccagttctgctttggatcagcecg
CXCL9 Mouse gccatgaagtccgctgttcect tagggttcctcgaactccaca
CXCL10 Mouse atcatccctgcgagcctatcct gaccttttttggctaaacgetttce
CXCL11 Mouse <ccgagtaacggctgcgacaaag cctgcattatgaggcgagcttg
B2M Mouse atggctcgctcggtgaccct ttctcecggtgggtggegtga

N. WESTERN BLOT

Los homogeneizados de células o higado de ratones y muestras humanas se lisaron
con tampon de ensayo de radioinmunoprecipitacion que contenia cOmplete™
Protease Inhibitor Cocktail (Merck, Darmstadt, Alemania) y los inhibidores de
fosfatasas fluoruro de sodio y ortovanadato de sodio. La concentracion de proteinas
se determind mediante el ensayo de proteinas de Bradford (EMD Millipore Corp.,
Billerica, MA). Treinta microgramos de extractos de proteinas se resolvieron en
condiciones reductoras en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio al 6 %-15
dependiendo del tamafo de la proteina de interés. A continuacion, los geles se
transfirieron a membranas Immobilon-P (Merck, Darmstadt, Alemania). Después del
bloqueo, las membranas se incubaron con anticuerpos primarios durante toda la
noche. Se utilizd B-actina (Sigma-Aldrich) como control. Por ultimo, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante
(HRP) adecuado (Cell Signaling Technology, Leiden, Paises Bajos). Se utilizo el
sustrato Immobilon Western Chemilum HRP (EMD Millipore Corp.) para detectar la
actividad de la peroxidasa unida a la membrana, y se obtuvieron imagenes en
ChemiDOC XRS+ operado por el software Image Lab (Bio-Rad). Las bandas de
proteinas se cuantificaron por densitometria utilizando ImageJ
(https://rsbweb.nih.gov). Las densidades de las bandas se expresaron en relacion con
la proteina B-actina total. Las diluciones y las referencias de anticuerpos se pueden

seguir en la Tabla 5.
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Tabla 5. Anticuerpos de Western Blot.

PROTEIN DIANA FUENTE DILUCION REFERENCIA
LSECTIN Human/Mouse Rabbit 1:500 NBP1-82815
P-MLKL Mouse Rabbit 1:750 D6E3G
CASP3-CLEAVED Mouse Rabbit 1:1000 9661
P-AKT Mouse Rabbit 1:750 4060
P-ZAP70 Mouse Rabbit 1:750 65E4
P-ERK Mouse Rabbit 1:1000 4370
P-STAT3 Mouse Rabbit 1:1000 D3A7
B-ACTIN Mouse Mouse 1:10000 Ab5441
FOXP3 Human Mouse 1:1000 236A-E7
RORGT Human Rat 1:1000 AFKJS-9
TBET1 Human Mouse 1:500 4B10
A-TUBULIN Human Rabbit 1:2000 A11126
GAPDH Human Mouse 1:3000 MCA4740

O. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables categoricas fueron expresadas como frecuencias o porcentajes,
mientras que las variables continuas se expresaron como media + desviacion estandar
si se ajustaban a una distribucion normal, o bien, como medianas y cuartiles si no se
distribuian normalmente. Se utilizo el test de Kolmogorov-Smirnov para asegurar la
normalidad de la distribucion de variables continuas (p<0.05). Las diferencias
estadisticas entre grupos fueron analizadas usando el test de la T de Student o el
analisis de la varianza (ANOVA) con la correccidén de Bonferroni para comparaciones
multiples para datos cuantitativos que muestran una distribucién normal. Para datos
cuantitativos que no muestran una distribucion normal las comparaciones fueron
realizadas con el test de la U de Mann-Whitney para comparaciones simples o el test
de Krustal-Wallis seguido de comparaciones por pares usando el test de la U de Mann-
Whitney con la correccion post-hoc de Bonferroni para comparaciones multiples.
Todos los P- valores fueron de doble cola y se consideraron significativos los inferiores
a 0.05. Todos los valores p indicados eran bilaterales, y los valores p inferiores a 0,05
se consideraron indicativos de significacion. Para el analisis estadistico y el disefio de

graficos se utilizd GraphPad Prism version 8.0 (San Diego, California).
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8. ARTICULO 1

Martinez-Lépez S, et al, “Cirrhosis-downregulated LSECtin can be retrieved by
cytokines, shifts the TLR-induced LSECs secretome and correlates with the hepatic Th
response”. Liver Int. 2024 Apr;44(4):996-1010. doi: 10.1111/liv.15836.

A. OBJETIVO

LSECtin se ha involucrado en la progresion del daio hepatico agudo. Nuestro objetivo
para este trabajo fue identificar el papel de LSECtin en la enfermedad hepatica cronica

y como se modulaba su expresion por citocinas.
B. RESUMEN

La expresion de LSECtin se reduce en el tejido hepatico de pacientes cirréticos y
animales modelo. Adicionalmente, la pérdida de LSECtin in vitro promueve en las
LSECs comportamientos proinflamatorios, modulando la sefalizacion de vias
fundamentales como las MAPK o NFkB. En consecuencia, la integracion de sefales de
ligandos de LSECtin como LAG3 y sefnales provenientes de distintos TLRs se
encuentra alterada en LSECs danadas (LSECtin reprimida) promoviendo la liberacion
de moléculas proinflamatorias como TNFa o CCL2. En paralelo, la bajada en la
expresion hepatica de LSECtin se encuentra estrechamente relacionada con el
aumento de linfocitos proinflamatorios como los Th17 (RORC+) pero no los Th1
(TBX21+) en el higado cirrotico. En ese sentido la reinduccion de LSECtin en el
endotelio dafiado mediante el uso de citocinas antiinflamatorias como la IL-4 o la IL-13
demuestra que LSECtin podria ser una diana molecular para la reprogramacion de las

capacidades homeostaticas de las LSECs durante la progresion de la cirrosis.
C. CONCLUSION

El aumento de citocinas proinflamatorias podria estar detras de la pérdida de LSECtin
durante la cirrosis lo que convertiria a las LSECs en promotoras de inflamacion. Por el
contrario, la induccién de LSECtin mediante citocinas antinflamatorias supone un
sistema interesante de devolver las capacidades tolerogénicas al endotelio,

promoviendo la regulacion de linfocitos proinflamatorias por parte de este.
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1 | INTRODUCTION

Liver cirrhosis is the common end-stage of chronic liver diseases of
different aetiology.! Cirrhosis is associated with an immunological
dysfunction that enhances the role of innate receptors as crucial
landmarks in the control of inflammatory progression of disease. C-
type lectins are receptors with an important function in binding and
processing of pathogen-derived antigens, intercellular adhesion and
regulation of T-cell responses.? The liver and lymph node sinusoidal
endothelial cell (LSEC) C-type lectin, LSECtin/CLEC4G is a member
of this family. LSECtin in vitro binds mannose, N-acetylglucosamine
(GIcNACc) and fucose, and different viral variants, such as Ebola or
SARS coronavirus, and it is mainly expressed in LSECs, a resident cell
population involved in important metabolic functions,®™ and with
antigen-presenting skills in the tolerogenic liver.®”

LSECtin has been proposed to participate in hepatic immune reg-
ulation. LSECtin has been described to inhibit signalling through its
specific ligands CD44 and LAG-3, and to be inhibited by downreg-
ulation of PU.1, a critical regulator of cellular communication in the
immune system.® Its role on negative modulation of hepatic adaptive
immune response has been demonstrated by increased T cell expan-
sion after acute liver injury in LSECtin deficient mice, while the exog-
enous administration of recombinant LSECtin in these mice is able to
ameliorate liver damage at stages in which proinflammatory rather
than tolerogenic responses are differentiated.” The cytokine milieu
described in cirrhosis includes strongly proinflammatory products
such as TNF-alpha, IL-6 or IFN-gamma. It is plausible that such an
immunogenic background will restrain LSECtin expression during
chronic liver damage. In fact, the transcriptional profile of LSECtin
shows a significant downregulation in the CCl, model of chronic liver
damage compared to control rats.'® Given LSECtin role in shapingin-
nate to adaptive immune response, mechanisms controlling LSECtin
regulation may be of interest to modulate the inflammatory response
in advanced chronic liver disease. Despite the well-known regulation
of C-type lectins expression by cytokines such as IL-4 (i.e. LSECtin
regulation by IL-4 has been reported in human healthy liver®), the
modulation of LSECtin by the intrinsic cytokine microenvironment
displayed in cirrhosis remains to be deciphered.

Importantly, the gut microbiota shift developed during cirrhosis
surely accounts for an increased susceptibility to bacterial products
translocation, infections and other bacteria-related disease com-
plications. In this context, other receptors of gut-derived products
continuously participate in the clearance of this antigenic load* and

cytokine-dependent induction of LSECtin and the association between LSECtin loss
and Th17 cell subset expansion in the liver, provides a solid background for exploring

LSECtin retrieval as a mechanism to reprogram LSEC homeostatic function hampered

cirrhosis, cytokines, hepatic T helper, LSEC, LSECtin, Toll-like receptor

Key Points

e LSECs show an unrestrained pattern of inflammatory
and chemotactic cytokines TNF-a, IL-1f, IL-6 and CCL2
in an in vitro model of LSECtin downregulation.

e LSECtin and TLRs interplay differently depending on
LSECtin-interacting ligand and influence TLR-driven
secretome.

e LSECtin is significantly induced after IL-13 stimulation
or the combination of anti-inflammatory cytokines in
LSECs from cirrhotic animals. The cytokine-dependent
induction of LSECtin supports LSECtin retrieval as a
mechanism to reprogram LSEC homeostatic function

during cirrhosis.

may interact with receptors such as C-type lectins. Intracellular sig-
nalling initiated upon ligand engagement of C-type lectins such as
dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-integrin (DC-SIGN) or
Dectin-1 modulate toll-like receptor (TLR) signalling.*>*® The TLR
family is particularly relevant due to the tight implication of these
receptor members in chronic liver disease.’#"16

In the present study, we confirm LSECtin downregulation in
human liver cirrhosis. LSECtin-induced downstream signalling, its
contribution into the inflammatory secretome and the possible in-
teraction between LSECtin and TLR ligands in shaping a soluble in-
flammatory response is functionally studied using LSECtin-CRISPR
immortalised LSECs. Finally, we also evaluate LSECtin modulation

by cytokines in experimental advanced chronic liver damage (ACLD).

2 | METHODS
2.1 | Patients and human samples

Consecutive series of patients with cirrhosis with alcohol or non-
alcoholic steatohepatitis (NASH) aetiology and of healthy donors
were included in the study. Cirrhotic patients were grouped into
compensated (n=12) or decompensated (h=14) disease based on
their clinical characteristics. Available human liver samples remnants
from non-lesioned non-tumorous liver tissue resections were used

from healthy controls (n=9) and compared with cirrhotic liver tissue
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explants from compensated (hn=11) and decompensated (n=9) pa-
tients who underwent liver transplantation. Clinical characteristics
of patients and donors are provided as supplemental material for the
complete series (Supplementary Table S1A) and the subgroup with
data from all experimental approaches (Supplementary Table S1B).

This study was performed in agreement with the Declaration
of Helsinki and with local and national laws. The Human Ethics
Committee of the hospital approved the study procedures
(HCB/2015/0624) and all participants voluntarily signed an informed
written consent before inclusion in the study.

2.2 | Animals

Male/female C57BIl/6J (Harlan, Barcelona, Spain) were included
in a 12-week study protocol. Mice were caged at a constant room
temperature of 21°C and exposed to a 12:12 light/dark cycle. Adult
mice weighting 18-20g were fed with standard rodent chow and
treated with .25mmol/L phenobarbital in tap water along study
protocol. After 4weeks, animals were subjected to experimental
ACLD induction with two weekly weight-controlled doses of CCl,
(Sigma Aldrich, Madrid, Spain) intragastrically, administered as de-
scribed previously.r” Control animals received mineral oil for that
period. Animals were sacrificed when severely ill, and death was
suspected to be imminent. Laparotomies were performed under
anaesthesia with isofluorane at week 12 as described.}” After per-
fusion, livers were set aside either for molecular biology and histol-
ogy experiments or cell isolation by cell sorting. Animals received
care according to the criteria outlined in the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals. The study was approved by the Animal
Research Committee of Universidad Miguel Hernandez (Alicante,
Spain) with approval number HA-RFG-001-20.

2.3 | Cellsorting

Perfused livers were digested in vivo with collagenase A (Merck-
Millipore, Burlington, MA, USA) as previously described.'® LSECs
were enriched with a density gradient centrifugation at 800x g for
25min by using Percoll 25% and 50%. Cells from the interphase were
collected, washed with phosphate-buffered saline (PBS) and resus-
pended in PBS without Ca?" and Mg?* supplemented with .5% bo-
vine serum albumin (BSA) and 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) for cytometric staining. A pool from 5 mice was made to ob-
tain sufficient LSECs for subsequent experiments. Samples were in-
cubated with anti-CD45-APC, anti-CD31-FITC and anti-CD146-PE
(BD Biosciences, San Diego, CA, USA). An anti-LSECtin antibody
(Abcam, Cambridge, UK) was used at the same time to assess
LSECtin levels with an aRabbit-PEcy7 secondary antibody (Santa
Cruz, USA). LSECs were sorted as CD457, CD31* and CD146*Y7 in
the Omics facility of the Instituto de Neurociencias de Alicante in
a FACSAria Il flow cytometer operated by FACSDiva software (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA).

[ |3
IN'I!E}!NggNAL Wl LEY

2.4 | Cellculture

Immortalised mouse liver sinusoidal endothelial cells (imLSECs) from
Applied Biological Materials (NY, USA) originated from Vijay Shah's
lab at the Mayo Clinic?° or sorted primary LSECs were cultured at
37°C in a humidified atmosphere with 5% CO, in DMEM with 5%
FCS, 1% fungizone, 1% endothelial cell growth supplement (ECGS)
and 1% heparin in collagen-pretreated plates. Cytokine LSECtin
modulation was performed with mouse IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
13, TNF-a and TGF-B1 (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) individually
or in combination at 10ng/mL during 48h. imLSECs were exposed
to mouse recombinant CD44-Fc or LAG3-Fc (R&D Systems,
Minneapolis, MN) at 1 ug/mL, individually or in combination with
TLR ligands LPS, Pam3Cys or CpG at 100ng/mL (InvivoGen, San
Diego, CA) during 5min at 37°C. Mouse TNF-a was used as positive
control at 50ng/mL. After that, cultures were put on ice and subse-
quently lysed for the evaluation of LSECtin signalling pathway. For
secretome evaluation, imLSECs were exposed to the same stimuli
for 72 h. Supernatants were centrifuged and stored at -80°C for fur-

ther analysis.

2.5 | LSECtin knockdown by CRISPR-CAS

The expression of LSECtin was modified on imLSECs using a com-
mercial kit (KN503452, Origene). In brief, inLSECs were seeded in
6-well plates in Opti-MEM (31985062, Gibco) and at 70% of conflu-
ency were transfected with the Clec4g specific gRNA vectors and
the correspondent linear donor DNA containing resistance to puro-
mycin. Turbofectin (TF81001, Origene) was used as a transfection
reagent. After 48 h of transfection, cells were cultured in the media
previously described and split 1:10 every 2days. Puromycin selec-
tion started after a 3-week period to reduce the cells containing
episomal donor DNA. Subsequently, protein knockdown of LSECtin
was assessed by Western blot.

2.6 | Secretome analysis

The cytokine levels in cell-culture supernatants were quantified by
AimPlex Mouse Inflammation 16-Plex assay kits (CCL4, TNF-a, IL-
1p, IL-12, IL-9, CXCL10, IL-1a, CCL3, IL-10, CXCL1, IL-13, CCLS5, IL-
6, IFN-y, IL-15, CCL2) (CliniSciences, Nanterre, France) according to
the manufacturer's instructions. Specific antibodies in the kit had
been pre-coated on microparticles embedded with fluorophores
at set ratios for each analyte. Briefly, capture antibody-conjugated
beads were first incubated with samples or standard controls, then
with biotinylated detection antibodies and finally, with streptavidin-
phycoerythrin (PE). Next, final washes with kit buffer were per-
formed to remove unbound streptavidin-PE. The plates were then
analysed using a flow cytometer (FACS Aria Il, Becton Dickinson).
Each sample was analysed in duplicates and each experiment was
repeated 3 times.
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2.7 | ELISA

Serum levels of LSECtin were determined by enzyme-linked immuno-
sorbent assays (ELISAs) using Human LSECtin/CLEC4G ELISA from
RayBiotech (Norcross, Georgia, USA). All samples were tested in
triplicate and read in a Epoch2 Microplate Reader (BioTek, Vermont,
USA). The detection limit for LSECtin assay was between .078 and
20ng/mL. Standard curves were generated for every plate, and the
average O standard optical densities were subtracted from the rest
of the standards and samples to obtain a corrected concentration
for LSECtin.

2.8 | Histological analysis

Immunohistochemical (IHC) and immunofluorescence (IF) assays
were carried out in 5-pm sections of paraffin-embedded human or
mouse liver tissue and processed following standard procedures.
The slides were incubated with primary antibodies anti-LSECtin
(Abcam, Cambridge, UK), anti-CD31 (Cell Signaling Technology,
Leiden, Netherlands), anti-Endomucin (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA), anti-CLEC4F (Biolegend), anti-TIM4 (R&D Systems,
Minneapolis, MN), as well as the key proteins involved in hepatic
disease. As secondary antibodies, sections were incubated with
the correspondent biotinylated antibodies (Palex Medical SA,
Sant Cugat del Vallés, Spain) for IHC or with Alexa-488, Alexa-594
and Alexa-647 modified antibodies for IF. Dilutions and antibody
references can be followed in Supplementary Table S2. Slides
were incubated with avidin-biotin complex (Vector Laboratories
Inc., Burlingame, CA) and revealed with peroxidase substrate
3,3’-diaminobenzidine (Vector Laboratories Inc.) for IHC. Nuclei
were stained by incubating the sections in Harris haematoxy-
lin (Leica Biosystems Richmond Inc., Richmond, IL) or with DAPI
(Thermo Fisher Scientific), respectively. As a negative control,
staining was carried out in the absence of a primary antibody.
Images were obtained in a camera-assisted optic Leica DMR mi-
croscope (Leica Biosystems, Richmond Inc.). Confocal images were
obtained on a Zeiss LSM 880 confocal microscope with Airyscan, a

module for super-resolution based on an array detector with laser

scanning confocal microscopy. A semi-quantitative analysis of pro-
tein expression was performed using the ImageJ software (https://

rsbweb.nih.gov).

2.9 | Quantitative PCR analysis

Total RNA was extracted using RNeasy Mini Kit (QlAgen) from
cell pellets or liver samples. Quantitative PCRs were performed
to evaluate the expression of LSECtin/Clec4g, as well as the key
genes involved in hepatic disease. The reactions were per-
formed in a 12.5 uL PCR mixture using qScript One-Step SYBR
Green RT-gPCR (Quanta BioScience, Gaithersburg, Maryland)
In a CFX Connect (Bio-Rad, Hercules, CA). p2-Microglobulin
was used as a housekeeping gene in all gene expression analy-
ses. Relative expression was calculated with the 2722 method.
Primer pairs usedin the study can be followed in Supplementary
Table S3.

2.10 | Western blot

Cell or liver homogenates from mice and human samples were lysed
with radioimmunoprecipitation assay buffer and protein concen-
tration was determined by Bradford protein assay (EMD Millipore
Corp., Billerica, MA). Thirty micrograms of protein extracts were
resolved under reducing conditions on 6% to 15% sodium dode-
cyl sulphate-polyacrylamide gels and transferred to Immobilon-P
membranes (Merck, Darmstadt, Germany). Finally, membranes
were incubated with the appropriate horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated secondary antibody (Cell Signaling Technology, Leiden,
Netherlands). Immobilon Western Chemilum HRP Substrate (EMD
Millipore Corp.) was used to detect the activity of the membrane-
attached peroxidase, and images were obtained in ChemiDOC
XRS+ operated by Image Lab software (Bio-Rad). Protein bands
were quantified by densitometry using Imagel) (Public domain).
Band densities were expressed relative to total indicated house-
keeping protein. Dilutions and antibody references can be followed

in Supplementary Table S4.

FIGURE 1 LSECtin expression in liver and serum of cirrhotic patients. (A) Representative Immunohistochemistry of LSECtin expression
in sections of paraffin-embedded human liver tissue of a healthy donor, a compensated and a decompensated cirrhotic patient. LSECtin
expression was blindly measured by densitometry in user-specified regions of interest (ROls) as brown area percentage in haematoxylin-
stained sections using the ImageJ software. This quantification is shown in a bar graph where dots represent each individual control
(n=9), compensated (n=11) and decompensated (n=9) patients. (B) Western blot of LSECtin in human liver tissue from three different
healthy donors, compensated and decompensated patients. A representative Western blot of six independent experiments is shown.
Relative quantitation of LSECtin/a-tubulin protein expression in human liver tissue. Each dot represents individual healthy donors (n=6),
compensated (n=>5) and decompensated (n=7) cirrhotic patients. (C) Relative mRNA expression of CLEC4G in human liver tissue. Each

dot represents individual healthy donors (n=6), compensated (n=>5) and decompensated (n=7) cirrhotic patients. $2-microglobulin or
a-tubulin was used as a housekeeping gene in all gene expression analyses. (D) Immunofluorescence colocalisation analysis of human liver
healthy donor and cirrhotic patient of LSECtin (blue), TIM4 (for hepatic macrophages detection, green), CD31 (for LSECs detection, red)
expression and DAPI staining (white) for nuclei localisation. Confocal 10X and 63X images are shown. (E) LSECtin protein levels measured in
serum. Each dot represents individual healthy donors (n=12), compensated (n=12) and decompensated (n=14) cirrhotic patients. *p <.05,

**p<.001.
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2.11 | RNA sequencing 2.12 | Statistical analysis
Human RNA sequencing (RNAseq) data was obtained from GEO Categorical variables as frequency or percentages and continu-
database GSE164799. Data are available at http://www.shiny.lvbrg. ous variables following a normal distribution as mean+stand-
barcelona/lsec.? ard deviation. To verify the normality of continuous variables the
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Kolmogorov-Smirnov test (p<.05) was used. Differences between
groups were analysed using the Mann-Whitney U test for continu-
ous variables. Multiple comparisons were analysed according to
Bonferroni correction. All reported p-values were two-sided, and
p-values lower than .05 were considered to indicate significance.
GraphPad Prism version 8.0 (San Diego, CA) was used for statistical

analysis and graph design.

3 | RESULTS

3.1 | LSECtin is downregulated in the hepatic
sinusoid during chronic liver damage

LSECtin expression was evaluated in human explants obtained from
non-cirrhotic and cirrhotic patients. Figure 1A shows the significant
reduction in LSECtin expression during progression of liver diseases,
showing a marked reduction in hepatic tissue from decompensated
patients. While LSECtin is homogeneously distributed through the
sinusoids in healthy liver, LSECtin is progressively reduced as fi-
brotic damage increases. This is confirmed by WB (Figure 1B and
Supplementary Figure S1A) and gPCR (Figure 1C). Within the human
liver sinusoid, LSECtin is expressed by endothelial cells rather than
Kupffer cells, as shown by colocalisation with CD31 versus TIM4
by confocal microscopy (Figure 1D), suggesting the potential im-
munological role of the sinusoidal bed location. LSECtin expression
in human LSECs was also evaluated by LSEC-specific CD36 colo-
calisation (Supplementary Figure S1B). LSECtin in serum of cirrhotic
patients did not show statistical differences with healthy donors
(Figure 1E).

3.2 | LSECtinregulates MAPK,
Akt and NFkB phosphorylation, and restrains
TLR-ligands-induced secretome

To decipher the functional role of this C-type lectin in hepatic
endothelial cells, we next focused on the intracellular transduc-
tion signalling pathways triggered upon LSECtin activation. By
using LSECtin natural ligands CD44 and LAG-3, we in vitro tested
phosphorylation of different MAPK substrates, Akt and NFkB.
Figure 2A shows an increased phosphorylation in all analysed sub-
strates after LSECtin priming with their natural ligands CD44 and
LAG-3 for 5min compared to IgG stimulation. To confirm LSECtin
participation in substrates activation, we knocked down LSECtin
expression by using CRISPR technology in our imLSEC culture
model. LSECtin downregulation in LSECtin-CRISPR imLSECs was
confirmed by Western blot (Supplementary Figure S2). MAPK
substrates, Akt and NFkB signalling activation was significantly
downregulated in LSECtin-CRISPR imLSECs with specific ligands
CD44 and LAG3 (Figure 2A). Experimental replicates of LSECtin-
mediated signalling are shown in Supplementary Figure S3. These

results show that LSECtin is a regulator of immune response con-
trol, survival and MAPKs signalling pathways. Supplementary
Figure S4 shows a KEGG analysis of MAPK, PI3K-Akt and NFkB
signalling pathways from RNAseq samples of cirrhotic patients
and healthy controls.

Next, we evaluated the inflammatory secretome produced by
imLSECs in culture. Both specific ligands showed a pattern of pro-
duced inflammatory and chemotactic cytokines that were either
restrained, as for IL-10 and CCL4, or unrestrained, as for TNF-
a, IL-1p, IL-6 and CCL2, in the LSECtin-CRISPR imLSEC culture
(Figure 2B). Absolute cytokine levels in all conditions are shown in
Supplementary Table S5.

Due to the previously described collaboration between C-
type lectins and TLRs, we set out to determine LSECtin ability
to co-signal through CD44 (Figure 3A) and LAG-3 (Figure 3B)
with other pathogenic antigen cell receptors, we performed
in vitro imLSEC costimulation with TLR ligands LPS, Pam3Cys
and CpGs. LSECtin and TLRs interplayed differently depend-
ing on the LSECtin-interacting ligand. CD44 attenuated phos-
phorylation of all signalling substrates in combination with
all TLR ligands except for NFkB, which showed a synergistic
phosphorylation between LPS and CD44. These results were
confirmed in LSECtin-CRISPR cells, showing an induction of all
substrates for all TLR ligands but for NFkB in the presence of
CD44. However, LAG-3 increased phosphorylation of all sig-
nalling substrates in combination with TLR4 and TLR2 ligands
except for NFkB, which showed an attenuated phosphorylation
in the combination of Pam3Cys and LAG-3. In LSECtin-CRISPR
cells, the collaboration was attenuated in all cases except for
Akt and Erk1/2 in the presence of CpG. Experimental replicates
of LSECtin interaction with TLR signalling cascade are shown in
Supplementary Figure S5.

Due to the observed interaction between LSECtin and TLRs
ligands in signalling transduction pathways, we evaluated the rel-
ative contribution of LSECtin on TLR-induced inflammatory se-
cretome. Pro-inflammatory mediators such as TNF-«, IL-1, IL-6,
CCL2 or CXCL-10 were downregulated after co-stimulation with
TLR and LSECtin ligands compared to levels induced by TLR li-
gands alone (Figure 4A-E). On the contrary, secreted IL-10 and
CCL4 levels by imLSECs cocultured with TLR and LSECtin ligands
were increased compared to levels induced by TLR ligand stimu-
lation alone (Figure 4F,G). LSECtin knockdown in LSECtin-CRISPR
imLSECs increased the pro-inflammatory set of cytokines and
chemokines (Figure 4A-E) while decreased secreted immunomod-
ulatory IL-10 and CCL4 cytokines (Figure 4F,G). Of interest, the
interaction between LSECtin and TLR-2 and TLR-4, but not with
TLR-9, additionally increased the secretion of IFN-y whereas this
interaction in LSECtin-CRISPR imLSECs restrained IFN-y levels
(Figure 4H). The rest of secretome induced by LSECtin and TLRs
ligands can be followed in Supplementary Figure Sé. Additionally,
Supplementary Figure S7 shows protein absolute data of all secre-

tome cytokines.
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FIGURE 2 LSECtin intracellular signalling and induced secretome in imLSECs. (A) Western blot analysis of phosphorylated Erk, Akt, NFkB
and p38 in control imLSECs and LSECtin-CRISPR generated imLSECs stimulated during 5min with IgG, LSECtin ligands CD44-Fc and LAG-
3-Fc, and TNF« as positive control. Relative protein expression shown as mean +standard deviation related to total amount of substrates
and IgG from four independent experiments is shown. (B) Fold change of secreted cytokines and chemokines concentration relative to IgG
induced by control imLSECs and LSECtin-CRISPR imLSECs cultured with LSECtin natural ligands CD44 and LAG-3 for 72h. Conditions were
tested in triplicate and mean +standard deviation relative concentration levels are represented. *p <.05 compared to the CRISPR condition.
CCL, chemokine C-C motif ligand; CXCL, chemokine C-X-C motif ligand; IFN, interferon; IL, interleukin; TNF, tumour necrosis factor.

3.3 | LSECtin expression is modulated by the
cytokine microenvironment

To further study LSECtin regulation in imLSECs, and due to the he-
patic inflammatory shift induced by cytokines during cirrhosis, an
immortalised mouse model cell line was cultured with a panel of
cytokines involved in the inflammatory balance. In addition to the
well-known LSECtin upregulation induced by IL-4,%2 LSECtin was
significantly induced after stimulation with anti-inflammatory cy-
tokines IL-13 alone or combined with TGF-b and IL-10 (Figure 5A),
whereas stimulation with proinflammatory molecules such as IL-1p,

TNF-a and their combination with IL-6 significantly reduced Clec4g
gene expression in imLSECs (Figure 5B). These results indicate that
LSECtin is susceptible to be modulated by the cytokine milieu in
LSECs.

We evaluated this modulation in a murine experimental model of
ACLD. Liver damage was validated by histology and mRNA expres-
sion of profibrogenic markers (Supplementary Figure S8). LSECtin
significant downregulation in hepatic tissue was confirmed by IHC
(Figure 5C), relative mRNA and protein expression (Figure 5D,E).
We sorted LSECs identified as CD457, CD31", CD146™ (Figure 5F).
The significant reduction of LSECtin in cirrhotic LSECs was proved
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FIGURE 3 LSECtin interaction with TLR signalling cascade. (A) Western blot analysis of Erk, Akt, NFkB and p38 in control imLSECs

and LSECtin-CRISPR imLSECs stimulated during 5min with IgG, TLR ligands and their combination with LSECtin ligand CD44. The right
panel shows the expression ratios of combined LSECtin-TLR ligands (8) for each substrate as percentages related to TLR ligands-induced
phosphorylation. (B) Western blot analysis of Erk, Akt, NFkB and p38 in control imLSECs and LSECtin-CRISPR imLSECs stimulated during
5min with IgG, TLR ligands and their combination with LSECtin ligand LAG-3. The right panel shows the expression ratios of combined
LSECtin-TLR ligands (5) for each substrate as percentages related to TLR ligands-induced phosphorylation. A representative blot of five
independent experiments is shown with densitometry related to total amount of substrates and IgG for all panels. *p <.05 compared to TLR

ligands-induced phosphorylation.

compared to controls (Figure 5G). Sorted primary cells were cultured
with anti-inflammatory cytokine combinations, and LSECtin mRNA
was discretely upregulated after stimulation with IL-10 and TGF-f in
primary LSECs from cirrhotic animals. Moreover, LSECtin upregula-
tion was significantly achieved by stimulation with IL-13 or the com-
bination of these three cytokines with IL-4 in primary LSECs from
cirrhotic animals (Figure 5H).

3.4 | LSECtin contributes to shaping the hepatic T
cell expansion in patients with cirrhosis

T helper proliferation was measured in liver tissue of cirrhotic pa-
tients and LSECtin expression was evaluated. The expression of tran-
scription factors TBET, RORyT and FOXP3 observed by IHC showed
that both Th17 and regulatory T cells are progressively increased
in the hepatic tissue from compensated to decompensated patients
compared with healthy livers (Figure 6A). These results were con-
firmed for protein expression by WB (Figure 6B) and validated by

RNAseq analysis and mRNA quantification (Figure 6C). A significant
inverse correlation was present between gene expression levels of
CLEC4G/LSECtin and RORyT and FOXP3 (Figure 6D). These results
show a direct association between the loss of LSECtin and Th subset
profile modification towards a proinflammatory-enriched microenvi-

ronment during cirrhosis progression.

4 | DISCUSSION

In this work, we show that LSECtin expression is reduced in LSECs
during cirrhosis progression. The signalling pathways activated by
this C-type lectin influence the LSEC-induced secretome and mod-
ulate TLR-induced response helping to shift the inflammatory mi-
croenvironment. Moreover, LSECtin can be retrieved by cytokine
stimuli in LSECs during experimental ACLD, and its loss is associated
to a Th proinflammatory enrichment in the liver of cirrhotic patients.
These results highlight LSECs as targets of immune modulation dur-
ing chronic liver damage.
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FIGURE 4 LSECtin interaction with TLR-induced secretome in imLSECs. (A) Fold change of secreted cytokines and chemokines
concentration relative to IgG induced by control imLSECs (solid bars) and LSECtin-CRISPR (striped bars) imLSECs cultured with TLR and
LSECtin ligands for 72 h. Conditions were tested in triplicate and mean + standard deviation relative concentration levels are represented,
*p <.05 compared to the CRISPR condition; #p <.05 compared to both CD44 and LAG-3 co-stimulated control imLSECs. CCL: chemokine C-C
motif ligand; CXCL: chemokine C-X-C motif ligand; IFN: interferon; IL: interleukin; TNF: tumour necrosis factor.
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FIGURE 5 LSECtin cytokine regulation in the in vitro and in vivo models. (A) mRNA relative expression of Clec4g in imLSECs upon
stimulation with anti-inflammatory cytokines alone or in combination for 48 h. (B) mRNA relative expression of LSECtin in imLSECs upon
stimulation with proinflammatory cytokines alone or in combination. IL-4 was included as positive control. Mean + standard deviation from
four independent experiments is represented. (C) Immunohistochemistry and densitometry of LSECtin expression in sections of paraffin-
embedded mouse liver tissue from control (n=9) and cirrhotic (hn=9) animals subjected to CCl, administration. LSECtin expression was
blindly measured in user-specified regions of interest (ROls) as brown area percentage in haematoxylin-stained sections using the ImageJ
software. This quantification is represented in a bar graph. (D) mRNA relative expression of Clec4g in liver tissue homogenates from control
(n=>5) and cirrhotic (n=>5) animals subjected to CCl, administration. (E) Western blot analysis of LSECtin in liver tissue homogenates (n=3/
lane). Band densitometry is shown below the images relatively to Actin and the first control densitometry. (F) Gating strategy for sorting
primary LSECs. After removing doublets and cellular debris, LSECs were sorted as CD457, CD31" and CD146". (G) Percentage of LSECtin™
LSECs, relative to the total cells analysed, and values of fluorescent mean intensity (FMI) of LSECtin* LSECs in control (n=5) and cirrhotic
(n=5) animals subjected to CCl, administration. (H) mRNA relative expression of Clec4g in primary sorted LSECs from control and cirrhotic
mice, stimulated with anti-inflammatory cytokines alone or in combination for 48 h. Mean +standard deviation from four independent
experiments is represented. APC, allophycocyanin; FITC, fluorescein 5-isothiocyanate; FSC-A, forward scatter area; FSC-H, forward scatter

height; PE, phycoerythrin; SSC, side scatter. p values are indicated as follows (*) p<.05; (**) p<.01; (***) p<.001 and (****) p<.0001.

LSECs ubication in the merge of vascular sinusoidal blood flow
and hepatic parenchyma is a key in the immune tolerogenic func-
tion.2® They express scavenger and pathogen receptors as well as
intercellular communication ligands in charge of controlling the
tolerogenic microenvironment in the liver. As chronic hepatic dam-
age progresses, a compromised immune function is developed, as
revealed by differential modulation of receptors in non-parenchymal

d.?* We observe a

cells that receive the gut-derived antigenic loa
progression in the downregulation of LSECtin expression in human
hepatic tissue during progression of cirrhosis, first in compensated
patients compared with healthy and with an exacerbated down-
regulation in patients with decompensated cirrhosis. In addition, its
secreted isoform at plasma level increases during the hepatic disease
evolution. In fact, the soluble LSECtin form of the receptor can be
detected in the peripheral blood and potentially expand a distant
function as opsonin for systemic pathogen recognition or leukocyte
blockade.?? Also, it might be worth to explore its value as a potential
biomarker to distinguish between compensated and decompensated
stages of cirrhosis.

We stimulated imLSECs and LSECtin-CRISPR imLSECs to in vitro
analyse the implications of LSECtin downregulation in the immune
response control, survival and MAPKs signalling pathways, and its
contribution to LSECs secretome profile. Activation of MAPK and
Akt has been implicated in promoting endothelial cells survival and
motility,2>2¢ and ERK1/2-Akt axis has been shown to regulate LSEC
proregenerative/profibrotic phenotypes in the CCl, and bile duct-
ligated models of ACLD.?” Although the lack of a non-targeting
gRNA for controlling the LSECtin-CRISPR knockdown may be a lim-
itation, we have identified that LSECtin interaction with specific li-
gands CD44 and LAG3 in imLSECs induces phosphorylation of these
substrates, and that this activation can be abrogated when LSECtin
is downregulated (LSECtin-CRISPR imLSECs). Accordingly, LSECtin
has been shown to interact with mTOR in a myeloid cell model in
vitro,® and Akt upregulation pathway has been related to induc-
tion of LSECtin expression in colon cancer cells.?? Moreover, p38
phosphorylation has been associated to inhibition of apoptosis in
endothelial cells,?® and NFkB activation implicated in anti-apoptotic,
cell survival activity and induction of cell adhesion molecules and

inflammatory markers.®! In fact, LSECtin stimulation with its specific
ligands directly induces the secretion of pro-inflammatory cytokines
and the attenuation of IL.-10 and CCL4, which receptor CCR5 is ex-
pressed in regulatory T cells.3? The promotion of anti-apoptotic pro-
survival pathways and of a regulatory cytokine microenvironment
endows LSECtin as a potential player in the promotion of LSECs
functional maintenance in the hepatic sinusoid.

Innate activity usually involves the synergistic signalling of multi-
ple receptors in antigen presenting cells. The collaboration between
C-type lectins and TLRs has been described in the past.1223-3> This
interaction can be especially relevant in the liver, as the hepatic en-
dothelial tissue constantly faces a significant antigenic burden from
commensal bacteria reaching the liver through portal circulation.
The elicited signalling induced by LSECs stimulation with specific
TLR ligands was modulated by LSECtin crosslinking, with a differ-
ential transductional effect with each LSECtin ligand. While LAG-3
was able to rapidly induce phosphorylation on different substrates,
CD44 only showed an early synergistic effect with LPS on NFkB ac-
tivation. These results, and the opposite interacting effect observed
in LSECtin-CRISPR cells, support the crosstalk between LSECtin
and TLR in the immune response control, survival and MAPKs sig-
nalling pathways in LSECs. Similarly, others have described the col-
laboration between DC-SIGN and Dectin-1, also C-type lectins, and
TLR4.1234 |n addition, this interaction is translated into secreted cy-
tokines in charge of the tissue microenvironment regulation. Despite
early differences in LSECtin signalling through CD44 and LAG-3, the
proinflammatory secretome profile induced by TLRs activation is
homogeneously counteracted by LSECtin crosslinking with its both
natural ligands in LSECs, while the anti-inflammatory cytokines are
upregulated under LSECtin activation. Likely, a distinct time course,
yet in the same direction, for signalling pathways induced by CD44
and LAG-3 interaction with TLRs may explain the common secre-
tome profile induced by LSECs at 72 h after costimulation with TLRs
ligands and CD44 or LAG-3. Also of interest, IFN-y was downregu-
lated in LSECtin-CRISPR LSECs cultured with TLR2 and TLR4 ligands
and CD44 or LAG-3. However, inmunomodulatory roles for IFN-y
have been described in the context of inflammatory and autoim-

36-38

mune experimental diseases such as colitis or arthritis, pointing
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FIGURE 6 LSECtin expression in the liver inversely correlates with Th17 expansion in cirrhosis. (A) Representative Immunohistochemistry
of the lymphocyte-specific transcription factors TBET1 (Th1), FOXP3 (Treg) and RORyT (Th17), in sections of paraffin-embedded human
liver tissue of a healthy donor, a compensated and a decompensated cirrhotic patient. Protein expression was blindly measured by
densitometry in user-specified regions of interest (ROls) as the number of positive cells in haematoxylin-stained sections using the Image)
software. This quantification is represented in a bar graph where dots represent each individual control (n=9), compensated (n=11) and
decompensated (n=9) patient. (B) Western blot of TBET1, FOXP3 and RORyT in human liver tissue from three different healthy donors,
compensated and decompensated patients. A representative Western blot of six independent experiments is shown. Relative quantitation
of TBET1, FOXP3 and RORyT protein expression in human liver tissue. Each dot represents individual healthy donors (n=6), compensated
(h=5) and decompensated (n=7) cirrhotic patients. (C) Relative mRNA expression of TBX21, FOXP3, RORC and CLEG4G expressed as the fold
change calculated from human liver transcriptomic analysis comparing healthy (n=12) and cirrhotic (n=12) tissue. (D) Correlation between
CLEG4G and TBX21, FOXP3 and RORC expression from the transcriptomic data. Pearson r value is indicated in the graph. p values are
indicated as follows (*) p <.05; (**) p<.01; (***) p<.001 and (****) p<.0001.

to the complex immunobiology of this mediator in the inflamma-
tory context. Anyhow, these results indicate a role for LSECtin in
the modulation of TLR engaging by the incoming bacterial antigens
or their products in the hepatic sinusoid and highlight the potential
interest in stimulating LSECtin for the amelioration of the hepatic
immune homeostasis in cirrhosis.

The hepatic tissue milieu is defined by a complex interchange
on cytokine signalling.39 Cytokine-dependent regulation of C-type
lectins has been investigated in the past. IL-4 has been shown to
induce the expression of dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing
non-integrin (DC-SIGN), another C-type lectin subfamily member,
in myeloid cellular subsets. In addition, it is negatively regulated
by IFN-y, TGF-f and anti-inflammatory agents, such as dexameth-
asone.*? Similarly, IL-4 induces the in vitro expression of LSECtin
in myeloid cells.??> Additionally, CXCL8 chemokine also activates
LSECtin expression in colon cancer cells.?’ Our data point to the
anti-inflammatory cytokine context as regulator of LSECtin levels
in LSECs despite LSECtin increased expression also in response to
IL-6, which depending on the tissue microenvironment, can act as
immune suppressor by inducing myeloid cells-derived IL-10 pro-
duction.” In the pathologic context, we assessed the possibility
of re-establishing LSECtin expression in damaged LSECs during
cirrhosis. Isolated cells from our murine model recovered their
levels of LSECtin expression when exposed to IL-13 and pooled
anti-inflammatory cytokines. The shared receptor subunit IL-4Ra
between IL-4 and IL-13 and the common elicited downstream JAK/
STAT signalling cascade may help explain the similar effect of these
cytokines on LSECtin induction in LSECs.*? These results show that
LSECtin can be actively modulated and reconstituted after cirrhosis
development. In fact, LSEC functional activation by soluble medi-
ators is well documented during chronic inflammation. LSEC is ac-
tivated by TNF-a and IFN-y facilitating T cell extravasation,*® and
the dynamic chemokine microenvironment interacts with adhesion
molecule profiles on LSECs.**

Finally, we have aimed at exploring the Th expansion in the
human cirrhotic liver and its potential association with LSECtin,
observing an inverse correlation between the expression of this
C-type lectin and pro-inflammatory Th17 proliferation, which
has been proven to contribute to liver disease progression.*
Although this association needs to be confirmed by specifically

designed studies, results suggest that LSECtin may restrict the
pro-inflammatory T cell response at the hepatic sinusoid therefore
reinforcing the homeostatic function of LSECtin in preventing liver
injury progression.

In summary, LSECtin can interact and restrain TLR proinflam-
matory secretome induced by microbial antigenic challenge on
LSECs by interceding in immune response control, survival and
MAPKs signalling pathways. The anti-inflammatory cytokine-
dependent induction of LSECtin and the association between the
loss of LSECtin and the expansion of a Th17 cell subset in the liver
provides a solid background for exploring LSECtin retrieval as a
mechanism to reprogram LSEC homeostatic function hampered

during cirrhosis.
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9. ARTICULO 2

Martinez-Lépez S, et al,, “LSECtin attenuates hepatic Th17 expansion in a murine
model of cirrhosis and signals through LAG-3 receptor”. JHEP Rep. 2025 Jun
10;7(9):101482. doi: 10.1016/j.jhepr.2025.101482.

A. OBJETIVO

Demostramos que la represion de LSECtin durante la cirrosis esta relacionada con el
aumento de las Th17. El objetivo de este trabajo fue el de estudiar los efectos de
mantener niveles altes de LSECtin durante la cirrosis en estas poblaciones de

linfocitos, a la vez que se exploraba el mecanismo molecular de dicha interaccion.
B. RESUMEN

Los ratones de sobreexpresion de LSECTin (Ki), mantienen niveles elevados de esta
proteina durante la cirrosis experimental en contraposicion a los controles, donde de
reprime. Esta sobrexpresion de LSECtin se traduce en una modulacion del sistema
inmunitario del higado caracterizada por un aumento de Tregs y una marcada bajada
de linfocitos Th17. Estos cambios promueven una resistencia parcial al desarrollo del
dafo histolégico con menos expresidon de marcadores profibrogénicos (aSMA) o de
muerte celular por necroptosis (pMLKL). En lo referente al mecanismo, tras demostrar
el aumento claro de la expresion de LAG3 durante la cirrosis en linfocitos en general,
y en las Th17 en particular, observamos que la diferenciacién in vitro a Th17 se vio
interrumpida por la presencia de LSECtin, y que este bloqueo desaparecia en
presencia de un anticuerpo anti-LAG3. De la misma manera, la interrupcién de las vias
de senalizacion necesarias para tal diferenciacion que se veian interrumpidas por
LSECtin, en el caso del TCR (pZAP70) y la IL-6 (pSTAT3), eran rescatadas de nuevo
por el anticuerpo anti-LAG3 demostrando su relacion. En el caso de tejidos humanos,

observamos un aumento de Th17 positivas para LAG3 en higados cirroticos.
C. CONCLUSION

La sobreexpresién de LSECtin durante la cirrosis mitiga la progresiéon de la fibrosis y
el dano inflamatorio modulando las proporciones de linfocitos. Concretamente,

promueve poblaciones reguladoras en detrimento de las Th17 via el receptor LAG3.
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Background & Aims: LSECtin downregulation during cirrhosis progression is associated with adaptive T-cell expansion. We
analyzed the molecular mechanism for LSECtin modulation of Th17 proliferation in an experimental cirrhosis model.

Methods: A transgenic mouse model of Clec4g/LSECtin overexpression (Clec4g Kl) was subjected to CCls-induced cirrhosis.
Cell death, liver function, and inflammation markers (n = 6/group) were evaluated. LSECtin-LAG3 signaling in Th17-differentiated
spleen cells (n = 5) and LAG3 expression in livers of human individuals with cirrhosis (n = 6) were also characterized.

Results: Densitometred LSECtin expression was significantly downregulated during cirrhosis in wild-type but not Clec4g-KI
mice (0.6 = 0.2 vs. 2.3 + 0.6 AU, p = 0.001). LSECtin overexpression in cirrhotic mice resulted in less histological damage
and improved liver enzyme levels (alanine aminotransferase: 152.7 + 66.3 vs. 76.33 = 13.33 U/L, p = 0.004). Cell-death pathway
analysis revealed no differences in apoptosis markers Casp3 and Casp8 but reduced levels of necroptotic intermediates Mikl and
Ripk3. LSECtin overexpression reduced hepatic leukocyte infiltration and enriched the differentiation from inflammatory Rorgt*/
IL-17* (2.4 £ 0.8 vs. 7.7 £ 3.5% CD4*, p = 0.043) to regulatory Foxp3*/IL-10* cells (3.6 = 0.9 vs. 1.2 + 0.7% CD4", p = 0.047) in
cirrhotic animals. LSECtin interacted with LAG-3 on polarized spleen-derived CD4* T cells, inhibiting Th17 differentiation (10.5 +
2.7 vs. 6.6 £ 2.1% CD4*, p = 0.037) by suppressing Stat3 and Zap70 pathways. LSECtin did not restrain the Th17 subset
expansion during LAG3 blockade (6.6 + 2.1 vs. 14.2 + 4.0% CD4*, p = 0.005). Livers of human individuals with cirrhosis showed
increased LAG-3-expressing Th17 cells compared with controls (3.2 = 1.4 vs. 0.1 + 0.1 cells/mm?2, p = 0.001).

Conclusions: We have established a valuable murine model of LSECtin overexpression to assess its impact on hepatic
inflammation during cirrhosis. LAG-3 was identified as the molecular mechanism by which LSECtin attenuates Th17 differen-
tiation. Given LSECtin capacity to modulate the Th profile and decrease proinflammatory cell death, liver-directed molecular
approaches to restore its expression may be of therapeutic interest during cirrhosis.

© 2025 The Author(s). Published by Elsevier B.V. on behalf of European Association for the Study of the Liver (EASL). This is an open access
article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduction

Hepatic inflammation is a hallmark of advanced chronic liver
disease (aCLD)." Microbiota changes and gut barrier
dysfunction during disease progression are important
contributing factors to liver inflammation.?® Antigen derived
from dysbiotic microbiota can reach the liver and are initially
recognized by pattern recognition receptors such as Toll-like
receptor (TLRs) or NOD-like receptors present in sinusoidal
resident cells, namely Kupffer cells and liver sinusoidal endo-
thelial cells (LSECs).* Following this recognition, different
signaling pathways involved in transcription upregulation and
proinflammatory cytokine secretion are activated, enabling
further cellular recruitment and define the inflammatory tissue
microenvironment.® This increased percentage of intrahepatic
T helper (Th)17 cells has been associated with the progression
from metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease
(MASLD) to metabolic dysfunction-associated steatohepatitis

(MASH) in patients with MASLD,® and with the progression of
chronic liver disease and the activation of profibrotic pathways
in patients with HBV infection.” In the context of established
cirrhosis, the progressive expansion of Th17 cells in the liver
tissue of patients with compensated and decompensated
cirrhosis has been recently been described.®

LSECtin is an innate C-type lectin receptor expressed by
LSECs that becomes crucial for modulating proinflammatory T-
cell proliferation in the liver by interfering with CD44 and
Lymphocyte-activation gene 3 (LAG-3)-mediated signaling.’
The role of LSECtin in suppressing the hepatic adaptive immune
response has been confirmed by the increased T-cell prolifer-
ation observed in LSECtin-deficient mice following acute liver
injury. Conversely, administering recombinant LSECtin to these
mice can mitigate liver damage during stages characterized by
proinflammatory rather than tolerogenic responses.'® During
experimental chronic liver disease, the hepatic upregulation of
proinflammatory cytokines such as tumor necrosis factor-alpha
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or IL-6 is associated with a significantly downregulated tran-
scriptional profile of LSECtin."" In fact, LSECtin expression is
reduced upon stimulation of cultured primary murine LSECs
with proinflammatory cytokines.? In this same study, we also
confirmed that the signaling pathways activated by LSECtin
influence the LSEC-induced secretome, modulating TLR-
induced responses and contributing to a shift in the inflamma-
tory microenvironment in the CCl,-cirrhotic murine model.
Moreover, LSECtin is progressively downregulated in the liver of
decompensated patients compared with compensated patients
with cirrhosis and its loss is associated with a hepatic Th17
proinflammatory enrichment.® These results led us speculate
that LSECtin directs Th17 downregulation and that this C-type
lectin receptor retrieval may help restore LSEC immune function
during cirrhosis. In fact, C-type lectin receptors have been
involved in the control of Th differentiation."?

To evaluate the mechanism for LSECtin modulation of Th17
expansion, we have generated a transgenic LSECtin over-
expression mouse model. After confirming that LSECtin over-
expression counterbalances the proinflammatory T cell
associated immune response and attenuates liver damage
during experimental cirrhosis, we explored the mechanism for
LSECtin regulation of Th-cell differentiation through LAG-3
receptor engagement in vitro.

Animals and methods

Transgenic mice and genotyping

The LSECtin overexpression (LSECtin®%) mouse or knock-in
(Ki) model was generated in the facilities of the Faculty of
Health and Medical Sciences of Copenhagen University. In
brief, Clec4g cDNA (ENSMUST00000062037) was cloned in
the pcDNAS.1 plasmid under the control of the ubiquitous
Cytomegalovirus (CMV) promoter. After releasing the CMV-
Clec4G segment from the vector it was injected in the pro-
nuclei of the C57BL/6NR]j zygotes promoting its insertion in a
random location in the mouse genome. The healthy pups
positive for the insertion were selected and crossed to
establish a colony. The offspring of these mice were rigorously
genotyped for the inclusion of the intact transgene before
being included it into the experiments (Fig. S1). No pheno-
typical differences were found between untreated Ki mice and
untreated wild-type (Wt) mice.

Genotyping was performed at weaning. DNA was extracted
from ear samples and analyzed by PCR. Ear samples were
digested using 25 mM NaOH and 0.2 mM EDTA. After 30 min
at 98 °C the digestion was neutralized with TRIS HCI 40 mM
pH = 7.4. Then the DNA was isolated by vortexing and
centrifugation at 13,000 rpm for 5 min at 22 °C. DNA was
added to the mix with the Taq PCR Master Mix Kit (201445,
Qiagen, Hilden, Germany) and the primers. The result was
observed using electrophoresis in a 1% agarose gel prepared
with 1 x Tris-Acetate-EDTA buffer and GelRed" staining
(SCT1283, Merck, Rahway, New Jersey, USA). Primers used for
the genotyping can be found in Table S1.

Experimental cirrhosis induction

Wt (C57BI/6J) (Harlan, Barcelona, Spain) and LSECtin°F male
mice were included in a 12-week study protocol. Mice were
caged at a constant room temperature of 21 °C and exposed to
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a 12 h:12 h light/dark cycle. Adult mice weighing 20-22 g were
fed with standard rodent chow and treated with 0.25 mmol/L
phenobarbital in tap water during the study protocol. After 4
weeks, animals were subjected to experimental cirrhosis in-
duction with two weight-controlled doses of CCl, per week
(Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) administered intragastrically as
described previously.'® Control animals received mineral oil for
that period. Animals were sacrificed when severely ill, and death
was suspected to be imminent. Laparotomies were performed
under anesthesia with isofluorane at week 12 as described.
During this process blood samples were collected by cardiac
puncture before perfusion. After hepatic perfusion, livers were
set aside either for molecular biology and histology experiments
or flow cytometry experiments. Animals received care accord-
ing to the criteria outlined in the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals. The study was approved by the Animal
Research Committee of Universidad Miguel Hernandez (Ali-
cante, Spain) with approval number 2024/VSC/PEA/0180.

Patients and human samples

Samples from patients with cirrhosis (n = 6) and from healthy
donors (n = 4) were included in the study. Available human liver
samples remnants from non-lesioned non-tumorous liver tissue
resections were used from healthy controls and compared with
cirrhotic liver tissue explants from patients who underwent liver
transplantation. The study was performed in agreement with the
Declaration of Helsinki and with local and national laws. The
Human Ethics Committee of the hospital approved the study
procedures (HCB/2015/0624), and all participants voluntarily
signed an informed written consent before inclusion in the study.

CD4 isolation, Th17 differentiation, and TCR and IL-6
downstream signaling

To obtain CD4* cells for in vitro experiments, spleens were
extracted from the Wt control mice of the protocol. CD4* were
obtained by magnetic cell sorting with the CD4* T Cell Isolation
Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Then, pu-
rified CD4* cells were cultured in a-CD3 (5 pg/ml, BD Bio-
sciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA) coated plates, and
then exposed to pro-Th17 conditions (¢-CD28 [2.5 pg/ml, BD
Biosciences], 5 ng/ml transforming growth factor beta [TGF-f,
Peprotech, Cranbury, New Jersey, United States], and 30 ng/
ml IL-6 [Peprotech]) or pro-Treg conditions (¢-CD28 [2.5 ug/ml,
BD Biosciences], 5 ng/ml TGF-f [Peprotech] and 10 ng/ml IL-2
[Peprotech]) alone or in combination with 25 pg/ml LSECtin-fc
(NovusBio, Littleton, Colorado, United States) and 25 pg/ml a-
LAG-3 (eBioC9B7W, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) during 5 days. After that, cells were
stained for flow cytometry. As controls, cells were stimulated
with a-CD3 and o-CD28 alone. Both the controls and the pro-
Th17 or pro-Treg conditions included a control IgG of the same
isotype of the constant fraction (fc) of LSECtin-fc.

In parallel, to study the molecular pathways involved in this
process, a fraction of CD4* cells were exposed to a-CD3 and
o-CD28 for 48 h to induce LAG-3 expression as described
previously.'* After that, all the stimulants were removed for
another 24 h. After serum starvation, CD4* were stimulated
again with a-CD3 (5 pg/ml) or IL-6 (25 ng/ml, Peprotech) in the
presence or absence of LSECtin-fc (25 pg/ml) and a-LAG-3
(25 pg/ml) for 30 min. Then, cells were collected for protein
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extraction and T cell receptor (TCR) or IL-6 signaling was
assessed by Western blot.

Flow cytometry

Perfused livers were digested in vivo with collagenase A
(Merck) as previously described.’® Resultant digested livers
were excised, and an in vitro digestion with the same buffer
containing collagenase A was performed at 37 °C for 30 min.
The liver cell solution was then filtered by using 100 pM nylon
strainers and collected in cold Kreb’s solution containing
25 mM HEPES. The cell suspension was centrifuged at 50 x g
for 5 min, and non-parenchymal cells were separated by col-
lecting the supernatants and then centrifuged at 800 x g for
10 min. Resultant pellets were resuspended in 10 ml of Percoll
40% and non-parenchymal cells were enriched and isolated by
differential centrifugation at 800 x g for 25 min. Cells from the
pellet were collected, washed with PBS without Ca®* and Mg,”
and resuspended in PBS supplemented with 2% FBS and
2 mM EDTA for cytometric staining. Lymphocytes from the
differentiation protocols were also collected and resuspended
in the latter buffer. Then, isolated cells or treated lymphocytes
were divided equally and incubated with the correspondent
antibodies of each cytometry panel (Table S2). To evaluate the
Th CD4 differentiation profile, cells were stimulated with
phorbol myristate acetate/ionomycin (50 ng/ml and 1 pg/ml,
respectively) (Sigma-Aldrich) for 5 h, and Golgi traffic-blocked
with monensin (BD Golgi STOP, BD Biosciences). Then, cells
were then fixed, permeabilized, and stained intracellularly.
Samples were analyzed in the Omics facility of the Instituto de
Neurociencias de Alicante in a FACSAria Il flow cytometer
operated by FACSDiva software (BD Biosciences).

Biochemical markers

Serum levels of alkaline phosphatase (ALP), alanine trans-
ferase (ALT), aspartate transferase (AST), urea, albumin, total
protein, cholesterol and total bile acids were determined in
200 pl of total blood using an automatic liquid biochemistry
analyzer (Skyla Vb1, CVM practice, Navarra, Spain) following
manufactures instructions.

Histological analysis

Sirius red staining was performed using the Picro Sirus Red
Stain Kit (ab150681, Abcam, Cambridge, United Kingdom)
from Abcam in 5-pm sections of paraffin-embedded mouse
liver according to the manufacturer’s instructions. In brief, after
deparaffinization, sections were incubated in Picro Sirus red
solution for 60 min followed by two quick washes in acetic acid
solution and absolute alcohol.

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end la-
beling (TUNEL) staining was performed using the TUNEL
Assay Kit - HRP-DAB (ab206386) from Abcam in 5-um sec-
tions of paraffin-embedded mouse liver according to the
manufacturer’s instructions. In brief, after deparaffinization,
sections were permeabilized with proteinase K and blocked
with 3% hydrogen peroxide. Afterwards, the terminal deoxy-
nucleotidyl transferase enzyme was added for 90 min. To
determine the biotinylated DNA (dead cells), the sections were
incubated with a streptavidin-HRP and developed with 3,3'-
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diaminobenzidine (DAB). The slides were then counterstained
with Harris hematoxylin (HH) (Leica Biosystems, Richmond
Inc., Richmond, IL, USA).

Immunohistochemical (IHC) and Immunofluorescence (IF)
assays were carried out in 5-um sections of paraffin-
embedded mouse or human liver tissue. Sections were
handled following standard procedures. The slides were
incubated with primary antibodies for key proteins involved in
hepatic homeostasis and disease. As secondary antibodies,
sections were incubated with the correspondent biotinylated
antibodies (Palex Medical SA, Sant Cugat del Vallés, Spain) for
IHC or with Alexa-647 modified antibodies for IF. Dilutions and
antibody references can be found in Table S3. IHC slides were
incubated with avidin—-biotin-HRP complex ABC kit (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) and developed with
DAB (Vector Laboratories Inc.). Nuclei were stained by incu-
bating the sections in HH or DAPI (Thermo Fisher Scientific),
respectively. As a negative control, staining was carried out in
the absence of a primary antibody.

Images were obtained in a camera-assisted optic Leica
DMR microscope (Leica Biosystems). A semi-quantitative
analysis of protein expression or a quantification of positive
cells was performed using the Imaged software (https://
rsbweb.nih.gov).

Quantitative PCR analysis

Total RNA was extracted using RNeasy Mini Kit (QIAgen) from
liver samples. Quantitative PCRs were performed to evaluate
the expression of LSECtin/Clec4g, as well as the key genes
involved in hepatic disease. The reactions were performed in a
12.5 pl PCR mixture using gScript One-Step SYBR Green RT-
gPCR (Quanta BioScience, Gaithesburg, MD, USA) In a CFX
Connect (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). B2-Microglobulin was
used as a housekeeping gene in all gene expression analyses.
Relative expression was calculated with the 2724°' method.
Primer pairs used in the study can be found in Table S4.

Western blot

Liver samples or cell pellets from lymphocytes were lysed with
radioimmunoprecipitation assay buffer containing cOmplete™
Protease Inhibitor Cocktail (Merck) and the phosphatases in-
hibitors sodium fluoride and sodium orthovanadate. Protein
concentration was determined using the Bradford protein
assay (EMD Millipore Corp., Billerica, MA). Thirty micrograms
of protein extracts were resolved under reducing conditions on
6% to 15%, SDS-polyacrylamide gels depending on the size of
the protein of interest. Then, gels were transferred to
Immobilon-P membranes (Merck). After blocking, membranes
were incubated with primary antibodies overnight. B-Actin
(Sigma-Aldrich) was used as control. Finally, membranes were
incubated with the appropriate horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated secondary antibody (Cell Signaling Technology,
Leiden, The Netherlands). Immobilon Western Chemilum HRP
Substrate (EMD Millipore Corp.) was used to detect the activity
of the membrane-attached peroxidase. Images were obtained
in ChemiDOC XRS+ operated by Image Lab software (Bio-
Rad). Protein bands were quantified by densitometry using
Imaged (https://rsbweb.nih.gov). Band densities were
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Fig. 1. LSECtin overexpression in Clec4g-Kl mice attenuates liver damage in experimental cirrhosis. (A) After the induction of cirrhosis by CCl, for 12 weeks,
livers from Wt and Clec4g-KI mice (overexpression of LSECtin under the CMV promoter) were collected for different analysis. (B-D) mRNA and protein relative
expression of LSECtin in total liver homogenates. Mean + standard deviation is represented (n = 5). (E) Representative LSECtin staining in the liver and their respective
quantifications. (F) Fibrosis-related staining in the liver. Representative liver images stained with Sirius Red, a-SMA, Collagen | or Vimentin and their respective
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expressed relative to total B-actin protein. Dilutions and anti-
body references can be found in Table S5.

Statistical analysis

Categorical variables were represented as frequency or per-
centages and continuous variables as mean + standard devi-
ation or median and percentile values. To verify the normality
of continuous variables the Kolmogorov-Smirnov test (p <0.05)
was used. Differences between groups were analyzed using
the Mann-Whitney U test for continuous variables. Multiple
comparisons were analyzed according to Bonferroni correc-
tion. All reported p-values were two-sided, and p-values <0.05
were considered significant. GraphPad Prism version 8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) was used for sta-
tistical analysis and graph design.

Results

LSECtin overexpression attenuates liver damage
during cirrhosis

We induced cirrhosis in Wt and Clec4g-KI generated mice
(Fig. 1A). LSECtin overexpression was confirmed at gene,
protein, and tissue levels in Clec4g-KI mice both in control and
in CCly-induced cirrhosis (Fig. 1B-E). LSECtin expression was
significantly downregulated in cirrhosis, both in Wt and
Clec4g-KI generated mice. Biochemical parameters of liver
function are represented in Table 1. As observed, the incre-
ment in ALT levels and total bile acids were significantly lower
in Clec4g-KI cirrhotic vs. control mice than in Wt cirrhotic vs.
control mice. The histological damage observed in Wt cirrhotic
mice was attenuated in our Clec4g-Kl cirrhotic model as
shown in Fig. 1F. Gene expression of profibrogenic markers
Acta2, Col1al and Mmp2 were reduced in the Clec4g-KI vs.
Wt cirrhotic animals, whereas Timp1 and Tgfb1 remained un-
changed (Fig. 1G).

Cell-death related TUNEL analyses showed that apoptosis
was increased during cirrhosis in Clec4g-KI and Wt cirrhotic
mice compared with their controls, although it was significantly
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reduced in Clec4g-Kl vs. Wt cirrhotic mice (Fig. 2A). Nec-
roptosis intermediaries receptor-interacting serine/threonine-
protein kinase 1 and 3 (Ripk3) and mixed lineage kinase
domain like pseudokinase (Mikl) expression were also down-
regulated in Clec4g-KI cirrhotic mice, reaching similar levels to
those observed in control mice. Apoptotic substrates Casp3
(Caspase 3) and Casp8 (Caspase 8) showed a significant in-
crease during cirrhosis, without differences in gene expression
between both models (Fig 2B). End apoptotic- and
necroptotic-route products Casp3 and MIkl were also evalu-
ated at protein level. We observed a significant reduction of p-
MIkl as a validated intermediary of necroptosis pathway acti-
vation, whereas apoptosis levels, as measured by cleaved
Casp 3, remained unaltered in Clec4g-KI vs. Wt mice during
cirrhosis (Fig. 2C).

T cell immune response is counterbalanced by LSECtin
overexpression during cirrhosis

Next, we set out to explore the profile of the cellular immune
system infiltrating the liver during experimental cirrhosis. We
observed a reduction in leukocyte infiltration in liver tissue as
shown by CDA45 staining (Fig. 3A) in the Clec4g-KI vs. Wt
cirrhotic mice. In the T cell subpopulation characterization
during cirrhosis, an increase in T CD8+ cell population was
observed only in Wt mice. The CD4+ population in cirrhosis
was significantly decreased in both Wt and Clec4g-KI mice.
This reduction is supported by the significant reduction in gene
expression levels of Ccl5 and Ccl20 in the Clec4g-KI cirrhotic
mice (Fig. S2A). However, when comparing T CD4+ cells be-
tween cirrhotic models, Clec4g-KI mice showed a significant
increase in this cell subset compared with Wt mice (Fig. 3B).

The functional characterization of the T cell subset revealed
a significant shift of their phenotype from IL-17 to IL-10-
expressing T cell subpopulations in the Clec4g-KI vs. Wt
cirrhotic animals (Fig. 3C-E). We did not observe any changes
in the CD4*IFN-y* T cell subpopulation between groups
(Fig. S3). Accompanying the change in the CD4* T-cell polar-
ization, an increase in the functionally active state marked by

Table 1. Median and percentile values of liver function parameters between study groups.

Wild-type control (n = 6)

Wild-type cirrhosis (n = 6)

Knock-in control (n = 6) Knock-in cirrhosis (n = 6)

Median (P25-P75)

Median (P25-P75)

Median (P25-P75) Median (P25-P75)

Albumin (g/dl)
Total protein (g/dl)

3.60 (3.43-3.78
5.05 (4.65-5.45

)
)
ALP (U/L) 116 (102.25-122.25)
ALT (U/L) 34 (29.75-42.75)
AST (U/L) 106 (91-112)
Cholesterol (mg/dl) 152 (139.50-156.25)
Total bile acids (mmol/L) 0.50 (0.00-1.00)
)

Urea (mg/dl) 46.55 (42.48-47.85

3.90 (3.83-3.98)
5.90 (5.43-6.23)"
99.50 (96.25-103.50)
155 (119.75-216.50)"
152 (140.25-180)"
162 (142.50-212.25)
41.70 (38.45-87.10)"
51.15 (49.43-52.35)

3.30 (3.13-3.55)
4.70 (4.63-4.70)

93 (91.25-94)"

40 (32.75-48.75)
121 (80.25-128)
146 (142-159)

0.50 (0.00-1.00)
51.50 (47.63-55.35)

3.85 (3.80-3.90)"
5.85 (5.65-6.05)"

92 (89.50-93.75)

82 (67.50-89)"

137 (125-146)

162 (146.50-173.75)
13.05 (10.90-14.75)"*
58.20 (56.20-62.68)

Mann-Whitney U test was performed.

ALP, alkaline phosphatase; ALT, alanine transaminase; AST, aspartate transferase.
*p <0.05 compared with wild-type control.

p <0.05 compared with knock-in control.

*p <0.05 compared with wild-type cirrhosis.

quantifications. (G) mRNA relative expression of Acta2, Col1al, Mmp2, Timp1 and Tgfb1 in total liver homogenates. Mean + standard deviation is represented (n = 5).
The signal from the histological experiments was blindly measured in user-specified regions of interest (ROls) as brown or red area percentage in respect to the total
area of the ROI using ImageJ software. Mean + standard deviation is represented (n = 6). Scale bar = 100 um. Mann-Whitney U test was performed. Values of p are
indicated as follows: *p <0.05; **p <0.01; **p <0.001; and ****p <0.0001. a-SMA and Acta2, Alpha smooth muscle actin; Col1al, Collagen 1; Ki, Clec4g-Kl; Mmp2,
Matrix metalloproteinase-2; Tgfb1, Transforming growth factor beta 1; Timp1, tissue inhibitor of metalloproteinases 1; Vim, vimentin; Wt, wild-type.
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Fig. 2. LSECtin overexpression in Clec4g-KI mice attenuates cell death by necroptosis in the liver. (A) Representative TUNEL staining in the liver and their
respective quantifications. The signal was blindly measured in user-specified ROls as brown positive cells per area using ImagedJ software. Mean + standard deviation
is represented (n = 6). Scale bar = 100 pm. (B) mRNA relative expression of Ripk1, Ripk3, Mikl, Casp8, and Casp3 in total liver homogenates. Mean + standard
deviation is represented (n = 5). (C) Representative relative protein expression of p-MIkl and Casp3-cleaved by Western blot in liver tissue homogenates. Band
densitometry is shown by the image as relative to actin levels. Mean + standard deviation is represented (n = 5). Mann-Whitney U test was performed. Values of p are
indicated as follows: *p <0.05; **p <0.01; and ***p <0.001. Casp3/8, Caspase 3 and 8; Ki, Clec4g-KI; MIkl, Mixed lineage kinase domain like pseudokinase; Ripk1/3,
Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1 and 3, ROI, region of interest; TUNEL, terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling; Wt,

wild-type.

CD69 expression and a sustained regulatory phenotype
defined by the expression of PD-1 are observed in Clec4g-KI
vs. Wt cirrhotic animals (Fig. 3F and G). The functional active
state of CD8" T cells is represented in Fig. 3H and |, showing a
reduced percentage of CD69* CD8" T cells in the Clec4g-Kl vs.
Wit cirrhotic animals, while the sustained regulatory phenotype
observed for CD4" T cells is also present in this CD8" T
cell subpopulation.

LSECtin restrains hepatic Th17 expansion in
cirrhosis through LAG-3 signaling

To ascertain the mechanism for LSECtin to modulate Th17
expansion in vitro, we first isolated spleen-derived CD4* T cells
from control mice and stimulated them with a differentiation
cocktail with or without LSECtin-Fc and anti-LAG-3, as
described in the Animals and methods section. As observed in
Fig. 4A, the proinflammatory differentiation cocktail induced a
significant proliferation of CD4* IL-17* T cells in vitro. This
expansion was significantly reduced in the presence of
LSECtin-Fc, although it was restored in the presence of anti-

LAG-3. Accordingly, supernatant levels of secreted IL-17
were significantly decreased with LSECtin and significantly
increased in the presence of anti-LAG-3 (Fig. 4B). To check
that LAG-3 remained expressed in T cells under experimental
conditions, we confirmed its expression by flow cytometry
(Fig. 4C). Ex vivo flow cytometry analysis on murine cirrhotic
liver T lymphocytes confirmed the increased LAG-3 expression
in CD8* and CD4* cells (Fig. 4D). This increment is also spe-
cifically observed in the IL-17* subpopulation among CD4*™ T
cells (Fig. 4E). While LAG3 expression on CD4*IL17* T cells is
very reduced in control mice, there is a significant increase in
cirrhotic animals (Fig. 4E). However, CD4*IL10* T cells show a
relatively high expression of LAG-3, which further increases in
cirrhosis (Fig. 4F). Fig. S4 shows that in vitro polarized Tregs
are further differentiated in the presence of LSECtin-Fc, and
they were restrained in the presence of anti-LAG-3. Fig. S5
shows an increase in the percentage of LAG-3*CD69+ and
LAG-3"PD-1+ in CD4* T cells.

We validated LAG-3 as a functional T cell ligand interacting
with LSECtin, we evaluated relevant LAG-3 downstream
signaling pathways activated in T cells. Early signaling
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Fig. 3. LSECtin overexpression in Clec4g-Kl mice attenuates T cell response in experimental cirrhosis. (A) Representative CD45 fluorescent staining in the liver
and their respective quantifications. Mean + standard deviation is represented (n = 6). (B) Flow cytometry analysis of T CD8" and CD4* cells from liver tissue. Mean +
standard deviation is represented (n = 5). (C, D) Representative dot plot images from flow cytometry analysis of T CD4* cells expressing either IL-10* or IL-17",
respectively. Mean + standard deviation is represented (n = 5). (E) Representative RoryT and Foxp3 staining in the liver and their respective quantifications. Mean +
standard deviation is represented (n = 6). (F, G) Representative histogram images from flow cytometry analysis of T CD4* expressing CD69* or PD-1*, respectively.
Mean + standard deviation is represented (n = 5). (H, ) Representative histogram images from flow cytometry analysis of T CD8* expressing CD69" or PD-17,
respectively. Mean + standard deviation is represented (n = 5). Signal in histological staining was blindly measured in user-specified ROIs as positive area percentage
or positive cells in respect to the total area of the ROI using ImageJ software. Scale bar = 100 pm. For flow cytometry, data are expressed as percentage of positive
cells of the previous gate. Mann-Whitney U test was performed. Values of p are indicated as follows: *p <0.05; *p <0.01; ***p <0.001; and ****p <0.0001. CD, Cluster of
differentiation; Foxp3, Forkhead box P3; Ki, Clec4g-Kl; Pd1, Programmed Death-1; Roryt, RAR-related orphan receptor gamma; Wt, wild-type.
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Fig. 4. LSECtin restrains hepatic Th17 expansion in cirrhosis through LAG-3. (A) Representative dot plot images from flow cytometry analysis of T CD4* cells
expressing IL-17 after different conditions in the differentiation protocol. Data are expressed as percentage of positive cells of the previous gate. Mean + standard
deviation is represented (n = 5). (B) IL-17 levels in lymphocyte culture supernatants. Mean + standard deviation is represented (n = 5). (C) Representative histogram
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activation gene 3; Pdcd1, Programmed Death-1; Stat3, Signal transducer and activator of transcription 3; TCR, T cell receptor; Wt, wild-type; Zap70, Zeta-chain-

associated protein kinase 70.

substrates showed an activation under CD3 crosslinking, as
shown by Zap70, Erk1/2, and Akt phosphorylation. These sig-
nals were significantly reduced in the presence of LSECtin-Fc.
This inhibition was significantly reversed in the three analyzed
pathways by blocking the LAG-3 receptor in the T cell popula-
tion (Fig. 5A). LSECtin function in restricting Th17 differentiation
though LAG-3 was confirmed by the significant downregulation

of Stat3, Erk1/2, and Akt phosphorylation in IL-6-stimulated T
cells when they are exposed to LSECtin-Fc. The phosphoryla-
tion of all three substrates was significantly increased when
blocking LAG-3 interaction with anti-LAG3 (Fig. 5B). The effect
of LSECtin in T-cell deactivation was demonstrated in LSECtin-
Kl cirrhotic mice by the significantly downregulated gene
expression levels of Lag-3 and Cd274 (Fig. 5C).

is represented. (F) Percentage of IL-10+ out of hepatic CD4+ T cells and percentage of LAG3+ out of hepatic CD4+ IL-10+ T cells from control (n = 5) and cirrhotic
animals (n = 5). Mean + standard deviation is represented. Mann-Whitney U test was performed. Values of p are indicated as follows: *p <0.05; **p <0.01; and **p

<0.001. CD, Cluster of differentiation; Lag3, Lymphocyte-activation gene 3.
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The expression of LAG-3 and RORyT in CD4* T cells was
evaluated in human cirrhotic livers to support the translational
value of results obtained in the experimental model. Clinical
characteristics of patients and donors are provided as supple-
mental material (Table S6). Fig. 6A shows that CD4, LAG-3, and
RORYyT become expressed and colocalize in the liver of patients
with cirrhosis. As expected, a downregulation in the expression
of LSECtin is also observed in livers with cirrhosis (Fig. 6B).

Discussion

In the present study, we demonstrate that LSECtin modulation
of the proinflammatory response is mechanistically mediated
through the interaction with its T cell ligand LAG-3. In cirrhosis,
LSECtin loss of expression compromises T-cell deactivation
favoring a differentiated Th17 response. The overexpression of
LSECtin in a transgenic experimental model of cirrhosis shifts
the hepatic T cell compartment towards a regulatory profile,
reduces hepatic necroptotic damage, and is associated with
improved liver function.

Liver inflammation during advanced chronic liver disease is
characterized by the progressive expansion of Th17 cells, as
observed in patients with cirrhosis. The differentiation of this T
cell profile increases as LSEC-derived LSECtin is reduced
during cirrhosis progression to decompensated stages.® In our
model of LSECtin overexpression compared with Wt in
cirrhosis, a decreased leukocyte hepatic infiltration is
observed, with an increased CD4/CD8 ratio. However, this
increased Th expansion is polarized to a tolerogenic status in
these transgenic mice, validating previous associative obser-
vations. As LSECtin has specific ligands on T cells, we have
aimed at deciphering the potential mechanism for LSECtin
regulation of T cell response in cirrhosis. LAG-3 has been
defined as the main ligand and checkpoint in the inhibition of T

cells'® and, in cancer, its interaction with LSECtin inhibits CD8
+ activation."” Our results confirm that LSECtin reduces the IL-
17" population in in vitro differentiated Th17, and that LAG-3
blockade reverses this modulation. The fact that LSEGtin-Fc
significantly reduces early signaling substrates activated un-
der CDS3 crosslinking and that this inhibition is significantly
reversed by blocking the LAG-3 receptor in the T cell popu-
lation are in line with previous studies reporting on LAG-3 as an
inhibitor of TCR early signaling.'*'® However, as Th17 differ-
entiation requires additional signaling,'® we further confirmed
significant downregulation of Stat3, Erk1/2, and Akt phos-
phorylation in IL-6-stimulated T cells exposed to LSECtin-Fc
and their significant upregulation after LAG-3 blockade.
Importantly, although LSECtin may interact with other ligands
such as CD44, this interaction has been related to cell migra-
tion and adhesion rather than lymphocyte inhibition."® In fact,
the role of CD44 in cell activation has been discarded in the
past.’%?" Regarding control of Th17-cell differentiation, CD69
has been shown to participate in Treg/Th17 balancing, nega-
tively regulating the transcription of RORgT and inhibiting dif-
ferentiation of cells into Th17 lineage.??> We have evaluated
CD69 co-expression with LAG-3 in CD4+ T cells and the
observed increase of CD69+LAG-3+ cells in our cirrhotic
model could indicate a LAG-3-dependent reduction of CD69
functional activity, as LAG-3 and PD-1 have been described as
negative co-signaling molecules,”® therefore allowing the dif-
ferentiation of Th17 cells.

From a translational perspective, the significant increase in
LAG-3 expression in hepatic T cells from patients with
cirrhosis, as well as the LAG-3-dependent LSECtin reduction
of T cell-derived inflammatory substrates observed in mice,
enhances the relevance of LSECtin as a molecular brake for
the IL17+ T-cell expansion in cirrhosis. The loss of LSECtin
expression observed in hepatic tissue of patients with
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cirrhosis,® also shown in this study, supports its potential role
in promoting a hepatic tolerogenic environment during
cirrhosis, as LSECtin-KiI cirrhotic mice increase the percentage
of IL-10-producing T cells in the liver.

In addition to an excessive proinflammatory immune
response, compromised T-cell deactivation in cirrhosis leads
to immunogenic cell death programs. A significant reduction in
the necroptosis intermediary p-MIlkl is observed in Clec4g-KI
mice during cirrhosis, while the apoptosis-related cleaved
Caspase 3 remained unaltered. Necroptosis has been defined
as a two-faced regulated cell death process developed under
microenvironment-dependent conditions.?* While other well-
known mechanisms for cell deletion, such as apoptosis, have
been proved to be neutral, necroptosis is a type of pro-
grammed cell death that induces a significant inflammatory
response.”® It is characterized by the rupture of the cell
membrane and the release of molecules that can damage
adjacent tissues and activate the immune system. MLKL
phosphorylation is part of this pathway activation after heter-
odimerization of RIPK1 and RIPK3.° Alternatively, RIPK3
overexpression is sufficient to promote necroptosis.”’ In fact,
RIPK3 but not RIPK1 expression is significantly increased in
patients with alcohol-induced cirrhosis and has been proposed
as prognostic factor to predict poor outcomes, being related
with their neutrophil hepatic infiltration and their model for end-
stage liver disease score.?® In line with this, we observed a
significant increase in Ripk3 in Wt cirrhosis that is significantly
downregulated in our Clec4g-KI model, further supported by
the reduction of MikI expression. In fact, MIkl”~ mice are pro-
tected from high-fat diet induced liver injury.?® Our results
underlie the restrictive role of LSECtin in the hepatic tissue
under proinflammatory conditions.

Related to the modulation of the hepatic inflammatory
environment and the necroptotic pathway activation, LSECtin
retrieval in our Clec4g-KI model shows an improvement in liver
function biochemical markers as well as an attenuated fibrotic
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damage. Hepatic transaminases and bile acids are down-
regulated in Clec4g-KIl vs. Wt cirrhotic mice. These changes
are most likely an indirect effect caused by the LSECtin-driven
reduction of the proinflammatory Th differentiation. In this re-
gard, the enterohepatic circulation is dysregulated during
cirrhosis,® and the increase of serum biomarker ALT has been
associated with steatosis in patients with chronic liver dis-
ease.®' However, although specific studies for evaluating a the
interaction between LSECtin restoration and fibrosis-engaging
routes are needed to support results presented herein, the
reduction of the proinflammatory Th17-cell differentiation, as
induced by LSECtin, abrogates its contribution to fibrosis
progression®” and the neutralization of IL-17 attenuates
cholestatic-induced liver fibrosis.>*** This evidence helps
explain liver histologic damage mitigation in the Clec4g-KI
CCls model. In addition, it is important to stress that, despite
activation of tolerogenic differentiation programs after LAG-3
interaction with LSECtin, no increase in TGF-p is observed in
Clec4g-KI cirrhotic mice. In this same line of evidence, murine
macrophage cell line Raw 264.7 transfected with LSECtin does
not increase TGF-P expression.®® Other aspects related to the
host-microbe interaction in the LSECtin overexpressing model
surely account for these homeostatic changes and must also
be considered.

In conclusion, we have developed a murine model of
LSECtin overexpression, valuable for evaluating the modula-
tory effects of this lectin on hepatic inflammation during
cirrhosis and have identified the LAG3 receptor as the mo-
lecular mechanism by which LSECtin attenuates Th17 differ-
entiation in a proinflammatory context. The capacity of
LSECtin to shift the Th profile and reduce levels of proin-
flammatory cell death programs suggests the utility of
restoring the expression of this molecule, the expression of
which is reduced in the liver during cirrhosis, through liver-
directed molecular strategies.
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10. DISCUSION

La inflamacién crénica y progresiva que caracteriza la cirrosis se debe, entre otros
factores, a la pérdida de mecanismos de tolerancia hepatica que favorecen la
proliferaciéon de una respuesta proinflamatoria frente a la traslocacion de antigenos
microbianos procedentes de una microbiota disbidtica favorecida por una berrara
intestinal deteriorada [132], [138]. No obstante, el conocimiento sobre estos
mecanismos es limitado. En esta tesis doctoral proponemos que LSECtin/CLECA4G, un
CLR expresado fundamentalmente en LSECs, es uno de los principales promotores
de tolerancia hepéatica que se pierden durante la cirrosis contribuyendo a la

desregulacion inmunoldégica propia de esta patologia.

Desde que se descubrié que LSECtin participaba en la inhibicion de linfocitos T [80],
se ha demostrado que esta lectina parece encontrarse en la base de la progresion de
numerosos tipos de tumores como mecanismo de escape inmunitario [97], [99], [101].
No obstante, y a pesar de que esto sefnalaba la relevancia de la capacidad
inmunomodulatoria de LSECtin, esta funcion solo se vinculé con procesos patoldgicos
agudos en el caso del higado [80], [95], dejando de lado la cirrosis. Trabajos
posteriores de nuestro laboratorio apuntaron a la existencia de esta relacion en la
enfermedad hepatica cronica avanzada al mostrar que habia una desregulacion de la
expresion de distintos receptores innatos del endotelio, entre los cuales LSECtin se
encontraba reprimida [154]. Concretamente, estos cambios se traducian en un
aumento de la habilidad de las LSECs danadas para reconocer y presentar antigenos
a los linfocitos T, convirtiéndose en promotoras de la diferenciacion de los Th17 y de
la inflamacion [154]. Si bien estos resultados no demostraban la responsabilidad
directa de LSECtin en la pérdida de tolerancia, la ausencia de efectos apreciables de
otras moléculas inmunomoduladoras como TGFB1 o PDL1, que en contraste con esta
lectina, si se mantenian a niveles elevados en el higado cirrético [132], [152], apuntaba
a que la represién de LSECtin en las LSECs jugaba un papel importante en la

homeostasis inmunoldgica hepatica durante la cirrosis.

Para validar esta implicacion, en el primer articulo estudiamos la expresion de LSECtin
en cirrosis con mas detalle. Confirmamos que existia una fuerte represion de esta

lectina en el endotelio hepatico y ahondamos en la sefalizacion que genera y modula
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en LSECs, asi como en los mecanismos que regulan su expresion, demostrando, en

ultima instancia, que se puede recuperar su expresion en la enfermedad [158].

La posicion de las LSECs en la circulacidon hepatica y su alta capacidad fagocitica,
convierten a estas células en vigilantes idoneas de las amenazas que lleguen al higado
a través de la sangre [29]. Sin embargo, el amplio abanico de receptores que expresan
no sélo esta implicado en el aclaramiento de moléculas potencialmente peligrosas,
sino que también participan en la modulacién del microambiente del higado [33], [35],
[36]. De hecho, los cambios en el perfil de expresion de estos receptores innatos a
medida que progresa el dano hepatico modulan la respuesta inmunitaria, pudiendo

incluso exacerbar la inflamacion [154], [159].

En el caso de LSECtin, en su papel como receptor y modulador de senales
intracelulares en LSECs, pudimos observar que en cirrosis existia una represion de su
expresion en modelos animales y en pacientes. Para imitar este fenotipo de “LSEC
dafnada” generamos una linea celular de endotelio hepatico (imLSECs) deficiente para
LSECtin (LSECtin-CRISPR) y estudiamos su repuesta frente a distintos estimulos. Al
igual que ocurre con el caso de otros receptores innatos, y en particular de muchos
CLRs [84], la estimulacion de LSECtin con sus ligandos LAG3 y CD44, promovia la
fosforilacion de las vias de las MAPKs (ERK y p38), AKT y NFkB en imLSECs Wt,
mientras que en las células LSECtin-CRISPR este efecto desaparecia. Notablemente,
la activacion de las vias MAPKs y AKT se han implicado en la promocién de la
supervivencia en células endoteliales [160], [161], [162], asi como en la regulacion de
su fenotipo en cirrosis [163]. La activacion de estas vias por parte de los ligandos de
LSECtin, indicaria que en homeostasis esta lectina podria promover la supervivencia
celular, como ocurre con otros PRR [164], [165], mientras que, en cirrosis, donde se
reprime, podria contribuir a la muerte del endotelio propia del dafo hepatico [166],

[167].

Otra de las consecuencias de la estimulacion de las vias mencionadas, en especial
NFkB [168], es la expresion y secrecion de diferentes citocinas [169]. Tras estudiar el
secretoma de las LSECs en respuesta a CD44 y LAG3 pudimos encontrar de nuevo
efectos antagonicos entre las imLSECs Wt y las LSECtin-CRISPR. Las células

deficientes para LSECtin secretaban citocinas proinflamatorias como IL-6, TNFa o IL-
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1B mientras que reprimian la liberacién de IL-10 en respuesta a los distintos estimulos.
Estos cambios indicaban que la sefalizacion de LSECtin, podria intervenir en la
regulacion y mantenimiento de la homeostasis del sinusoide. Sabemos que las
citocinas derivadas de la activacion de otros CLRs modulan la respuesta del sistema
inmunitario [67]. En ese sentido, la liberacion de IL-6 e IL-1 tras la estimulacién del
CLR MINCLE por distintos patogenos, promueve la diferenciacion de las Th17 [67],
[170]. De una manera similar, la ausencia de LSECtin en las LSECs cirréticas, podria
favorecer la diferenciacidon de esta poblacion de linfocitos al liberar las mismas

citocinas y reprimir la IL-10.

Como este tipo de actividad innata suele implicar la sefalizacidn sinérgica de multiples
receptores en las APCs, también investigamos la colaboracion entre LSECtin y otros
PRRs como los TLRs. Ademas, el higado y su endotelio se enfrentan constantemente
a una importante carga antigénica procedente circulacion portal. En el caso de la
cirrosis, aun mas, ya que la presencia de una microbiota disbidtica junto con una
desregulacion del eje higado-intestino favorecen que la presién antigénica hepéatica
sea mayor, asi como las respuestas inmunitarias a las que dan lugar [131], [132]. En
este contexto patoldgico, los TLRs contribuyen de manera especial a las respuestas
inmunitarias [171], llegando a promover el avance de la enfermedad hepatica en
determinadas circunstancias [159]. Es por ello que su interaccion con la senalizacion
de LSECtin, que promueve respuestas tolerogénicas, es particularmente interesante.
Lo primero que pudimos observar en los experimentos de coestimulacion es que si
existia una modulacién de LSECtin a la sefalizacion mediada por los TLRs como ya se
apuntaba en otros contextos fuera del higado [94]. La activacion de las vias del NFkB,
MAPKs o AKT eran distintas entre las células modelo cuando se exponian
simultaneamente a los ligandos de los TLRs y de LSECtin. Para CD44, se veia un efecto
sinérgico en la sefalizacion conjunta con el LPS y la via del NFkB. En lineas generales,
y para el resto de las combinaciones con CD44, la integracion se tradujo en una bajada
de la senalizacion que, notablemente, desaparecia, o incluso llegaba aumentar, en el
caso de las imLSECs LSECtin-CRISPR. En el caso de LAG3, se produjo cierta sinergia
en la activacion de casi todas las vias para las combinaciones con los ligandos de los
TLRs. De nuevo, estos efectos desaparecian en las células deficientes para LSECtin

indicando que eran mediados por la lectina. Estas diferencias en sefalizacion
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temprana entre los ligandos de LSECtin podrian deberse a que existen diferentes
dominios de interaccidn lectina-ligando que inducen una respuesta distinta, como
ocurria con el caso de Dectin2 [77], [78]. De ser ese el caso, también podria explicar
la aparente diferencia que se encuentra en la respuesta del linfocito T segun el ligando
implicado en esta interaccion, donde LAG3, pero no CD44 esta involucrado en la
inhibiciéon  [99], [104]. En cuanto al secretoma de las células expuestas a estas
combinaciones, encontramos perfiles de secrecion relativamente similares entre la
coestimulacion con CD44 y LAG3 a pesar de las diferencias observadas en la
sefalizacion temprana. El secretoma proinflamatorio producto de la estimulacion con
los TLRs se contrarrestaba, en lineas generales, por ambos ligandos de LSECtin. Esto
sugiere que la sefalizacion de ambos y su interaccion con la de los TLRs, sigue un
curso temporal diferente que converge en estimulaciones prolongadas. En el caso de
la IL-6, por ejemplo, tanto el LPS como Pam3Cys (ligando de TLR2), promovian un
aumento de su secrecion que se contrarrestaba por la estimulacion de LSECtin con
ambos ligandos. Las LSECs deficientes para LSECtin, perdian esta habilidad, lo que
aumentaba de nuevo la secrecion de IL-6 que podria promover aun mas la expansion
de las Th17 en cirrosis. Esta sefalizacion opuesta entre los TLRs y un CLR ya se ha
descrito en el caso de Dectin2 y el TLR4 (Fig. 5) lo que ha sefialado a Dectin2 como
posible diana de modulacion de la respuesta inmunitaria innata [67], [78], [172]. De la
misma manera, estimular LSECtin en el contexto de la cirrosis podria contribuir a la

mejora de la homeostasis inmunoldgica del higado.

En cuanto a la expresién de LSECtin en cirrosis, se observo una relacién estrecha
entre la biologia de la lectina y la evolucion de la enfermedad hepatica. En los pacientes
cirréticos, al igual que en los modelos animales, la expresion de LSECtin era menor
conforme avanzaba el dano. De esta manera, encontrabamos en los pacientes
descompensados una expresion menor de la que se observaba en los pacientes
compensados 0 sanos, sugiriendo que los procesos inflamatorios del higado también
podrian estar relacionados con los cambios en LSECtin. Esta expresion provenia
exclusivamente del endotelio ya que no se hallaron indicios histolégicos de su
expresion en macrofagos hepaticos de pacientes ni en los animales modelo. En sangre
periférica, por otro lado, los niveles de la forma soluble de LSECtin seguian el patron

opuesto al del tejido hepatico. Eran mayores conforme avanzaba la enfermedad. Al
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igual que ocurre en el caso de DC-SIGN [88], la liberacion de su forma soluble se
produce en respuesta a estimulos proinflamatorio, contribuyendo a las actividades
opsonizadoras de otros leucocitos [173]. LSECtin, como PRR reconocido, también
podria colaborar de esta manera con otros fagocitos profesionales en el aclarado
sistémico de particulas virales [92] o cuerpos apoptoticos como en el caso del colon
[90]. Sin embargo, su capacidad inmunomoduladora ha llevado a que se explore mas
su potencial como biomarcador, encontrandose relacion entre su expresion y la
progresion de distintos tipos de tumor donde los niveles de la forma soluble podrian
relacionarse con el prondstico [101]. De ser este el caso, los niveles de LSECtin soluble

podrian servir como biomarcador a la hora de valorar la progresion de la cirrosis.

Comprobamos también que existia una relacion entre la represién de LSECtin y la
expansion de los linfocitos T en el higado de pacientes cirroticos. Concretamente, tanto
a nivel de tejido como a nivel transcripcional, existia una correlacion inversa entre los
niveles de LSECtin y la proliferacién proinflamatoria de los Th17 (RORC/RORyT+),
implicados en la progresion de las enfermedades hepaticas [139], [174]. Los resultados
del modelo in vitro apuntaban a que los cambios producidos en el secretoma de las
LSECs, con un aumento de la IL-6 y una bajada de la IL-10, podrian contribuir a la
expansion de las Th17. Ademas, la evidencia acumulada sobre el papel de las LSECs
en la modulacién de las células T [46], [59], y en particular de LSECtin, en el higado
inflamado [80], sefalaba a esta lectina como uno de los principales responsables de
prevencion de la progresion del dano hepatico a través del mantenimiento de la

homeostasis inmunitaria local.

Dada las consecuencias de la represion de LSECtin nos propusimos estudiar también
que factores podrian modular su expresion en el caso del higado. En ese sentido, las
citocinas constituyen un sistema de senalizacién cruzado clave en este 6rgano que
gana mas peso durante la cirrosis [14], [132]. Ademas, en el caso de otros
componentes de la familia de los CLRs, como DC-SIGN, existe una regulacién clara
por parte de estas moléculas siendo inducido por IL-4 y reprimido por IFN-y [175]. De
hecho, se ha sugerido que LSECtin estaria regulada por IL-4 en células mieloides [83],
y por IL-8, IL-6 o IL10 en células tumorales durante procesos cancerigenos [99], [102].

En el contexto de las LSECs, nuestros resultados mostraron que las citocinas de
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caracter proinflamatorio eran capaces de reprimir su expresion. Esto explicaria la
represion de LSECtin presente en el tejido hepatico de los pacientes cirréticos y los
modelos animales, donde la fuente original de dafo (consumo de alcohol o el CCl,4
respectivamente) promueve la liberacion de moléculas inductoras de la inflamacion
que podrian ser responsables de la represion de esta lectina [176]. También
comprobamos que las citocinas de caracter antinflamatorio, como la IL-13, generaban
el efecto contrario induciendo la expresion de LSECtin. Como estos resultados se
presentaban como un posible sistema de recuperacion de esta lectina en cirrosis,
exploramos esta posibilidad en cultivos primarios de endotelio proveniente del modelo
animal de la enfermedad. IL-13 sola o en combinacion con otras citocinas
antiinflamatorias, rescataba la expresién de LSECtin en el endotelio hepatico dafado,
demostrando que su expresion se podia reprogramar mediante una intervencion
exdgena. Este resultado, junto con el papel que parece ejercer la ausencia de esta
lectina en la expansion de las Th17 en higado de los pacientes cirréticos, demostraban
que la recuperacion de LSECtin podria ser un mecanismo para restaurar las funciones

homeostaticas del endotelio durante la inflamacion cronica hepatica.

Para profundizar en este concepto, en el segundo articulo usamos un modelo animal
de sobreexpresion de LSECtin. EI modelo nos permitio explorar los efectos
beneficiosos de mantener unos niveles elevados de LSECtin durante la progresion de

la enfermedad y su implicacion en la modulacion del sistema inmunitario hepatico.

Tras corroborar que la sobreexpresion de LSECtin persistia durante la cirrosis hepatica
en el modelo Ki, exploramos distintos componentes del sistema inmunitario en el
higado de estos animales. En primer lugar, encontramos una reduccion de la
infiltracion leucocitaria (CD45+) en comparacion con los animales Wt. Mediante
citometria de flujo comprobamos que esta infiltracién se caracterizaba por menores
niveles de monocitos (Ly6C+) y un ratio mas elevado de CD4/CD8, que esta
inversamente relacionado con el daino hepatico [177]. A pesar de este aumento relativo
en el compartimento de las CD4, las poblaciones que lo formaban eran
mayoritariamente tolerogénicas (IL-10+) en el higado de los animales Ki cirréticos.
Ademas, estos CD4 expresaban niveles elevados de PD1, lo que es propio de linfocitos

T exhaustos y Tregs [178]. En el caso de los animales Wt, donde si encontramos una
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represion de LSECtin en cirrosis, la poblacién mas abundante de CD4 era la Th17,
confirmando nuestros resultados previos en humanos y otros modelos animales [154],
[158]. Estas diferencias se veian acompafiadas con cambios en el perfil de citocinas
quimioatrayentes expresadas en el higado. En los Wt cirréticos, aumentaban los
niveles de moléculas que atraen a las Th17 como Ccl20, Cxcl9 o Cxcl11 en

comparacion con animales Ki [179].

La reducciéon de los cambios proinflamatorios que observamos en los animales que
sobreexpresan LSECtin también tenia consecuencias claras sobre la supervivencia del
tejido hepatico. Un exceso de presion inflamatoria puede generar dainos permanentes
a un tejido promoviendo la muerte celular de las células que lo componen [180].
Cuando se encuentra elevado en exceso, el TNF-q, por ejemplo, esta implicado en la
induccion de muerte celular por diversos mecanismos [181]. En el caso del higado
cirrotico, donde estas moléculas abundan, observamos una alteracion de las vias de
muerte celular por apoptosis y necroptosis [182]. De hecho, los ratones Wt cirréticos
tenian elevados la Caspasa 3 escindida y p-MIkl, indicadores de apoptosis y de
necroptosis respectivamente. En los ratones Ki, en contraste se observaban niveles
reducidos de p-MIkl, al igual que una represion transcripcional de otros componentes
de la via de necroptosis. En ese sentido, la reduccion de las Th17 en los higados que
sobreexpresaban LSECtin podria explicar estas diferencias. Mientras el dano
provocado por el CCls es inevitable, de ahi la induccion de apoptosis por igual, la
reduccion de la IL-17 en el microambiente hepatico de estos animales podria explicar
la menor actividad de la via de la necroptosis [183], [184]. En efecto, la activacion de
otros componentes de esta via, como RIPK3, estan vinculados con la progresion de la
enfermedad hepatica [185], [186], enfatizando el efecto protector de LSECtin en este

escenario.

Respecto a la funcidn hepatica, la bioquimica en los ratones Ki cirréticos se encontraba
menos alterada que en los animales Wt, mostrando menores niveles de transaminasas
circulantes y acidos biliares. De forma similar, la sobreexpresion de LSECtin en los
animales Ki ofrecia una proteccion parcial frente al dano fibrético. Encontramos
menores niveles de deposicion de colageno, asi como una menor activacion de los

miofibroblastos hepaticos a través de la expresion de los marcadores aSma y Vim,
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respectivamente [187]. Si bien LSECtin no parecia tener una relacion directa con la
acumulacion de matriz extracelular o el funcionamiento de los hepatocitos, su
capacidad para modular el ambiente proinflamatorio podria prevenir indirectamente la
activacion de las HSCs mediada por la IL-17 [139], [140] reduciendo asi la fibrogénesis.
Adicionalmente, el ambiente inflamatorio de la cirrosis puede promover Ila
capilarizacion de las LSECs [144]. En este estado patologico el endotelio promueve la
activacion de las HSCs al aumentar la liberacion de factores como PDGF o TGF-B1 y
reducir la de otros como el 6xido nitrico [188]. Por tanto, la proteccion del fenotipo
endotelial que ejerce LSECtin al modular la inflamacion, también podria contribuir a la

reduccion de la fibrosis.

Finalmente, y después de observar los efectos protectores de la sobreexpresion de
LSECtin en cirrosis, quisimos evaluar los posibles mecanismos por los que esta lectina
regulaba la repuesta de los linfocitos Th17. Entre los ligandos especificos de LSECtin
que con mas probabilidad podria cumplir ese rol, destacaba LAG3 por ser un inhibidor
conocido de la respuesta T-dependiente [114]. De hecho, su interaccion con LSECtin
en el contexto del cancer promueve la inhibiciéon de linfocitos CD8 favoreciendo la
progresion tumoral [99]. En éstos, LSECtin provocaba la inhibicion de la proliferacion
y la liberacion de citocinas como se habia descrito para las CD4 también [80]. Si bien
la expresion de LAG3 en linfocitos activados es conocida, la presencia de este
marcador en Th17 y su implicacion en la funcidn de estas células no se ha explorado
lo suficiente, especialmente en el contexto de la cirrosis. Comprobamos que este
receptor aumentaba en los linfocitos CD4 y CD8 de higado en el modelo animal de
cirrosis, como también ocurre en sangre periférica de pacientes cirréticos [189]. De
hecho, se han encontrado niveles altos de LAG3 en CD8 hepaticos en pacientes
cirréticos [190], donde la expresion de este receptor esta inversamente relacionada
con el pronostico de la enfermedad [191]. En el caso de las CD4 hepaticas, LAG3 se
ha definido principalmente como un marcador de agotamiento [192], sin embargo,
nuestros resultados apuntaban a una implicacion funcional mayor. Dentro de las CD4,
las Th17 experimentaban un gran aumento en la expresion de LAG3.
Significativamente, un aumento claro de células RORyT/LAG3+ en el higado de

pacientes cirréticos confirmaban este resultado.
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Para profundizar en el rol de LAG3 en las Th17 realizamos ensayos de diferenciacion
in vitro. En linea con los resultados de los higados Ki cirréticos, la exposicion de los
linfocitos a LSECtin reducia dicha diferenciacién a Th17 y la liberacion de IL-17 por
parte de estas células, mientras que el bloqueo de LAG-3 revertia este proceso,
confirmando la implicacion directa de esta lectina en regulacion de las Th17. Como
LSECtin ya habia mostrado anteriormente capacidad para inhibir la sefalizacion del
TCR [80], de una manera similar a como lo lograba LAG3 [119], nos propusimos
evaluar su interdependencia en el contexto hepatico. Asi, el bloqueo de la senalizacion
del TCR que ejercia LSECtin en linfocitos estimulados in vitro era revertido por un
anticuerpo anti-LAG3. La sefalizacion LSECtin-LAG3 en linfocitos T podria estar
mediada por la ligasa de ubiquitina CBL-b, implicada en la induccién de tolerancia
[193]. De hecho, la estimulacién de linfocitos CD4 con LSECtin inhibia la produccion
de citocinas de una manera CBL-b dependiente [96]. De una manera similar, esta
ligasa parece estar “aguas abajo” de LAG3 [194] donde es necesaria para la correcta
sefalizacion del receptor y el bloqueo de la funcion linfocitaria [195], lo que reforzaria

la idea de una colaboracién LSECtin-LAGS3 en este proceso.

Dado que la diferenciacién en Th17 no sélo requiere la estimulacion del TCR, sino que
también necesita la activacion de la via de las STATs dependientes de citocinas [196],
exploramos el papel de la interaccion LSECtin-LAGS3 en la sefalizacion de la IL-6. La
estimulacién con esta citocina promovia en los linfocitos la fosforilacion de STAT3, ERK
y AKT. LSECtin inhibia parcialmente esta sefializacion vy, al igual que en el caso del
TCR, el bloqueo de LAGS revertia este efecto. Respecto al papel de este receptor en
la modulacion la actividad de citocinas, LAG3 se ha implicado en los ultimos anos en
la regulacion de numerosas vias de sefalizacion, la JAK-STAT incluida [197]. De
hecho, parece regular la via de STATS5, en el contexto de la sefalizacion de IL-2 e IL-
7 [198], [199]. En el caso de LSECtin, podria regular la sefalizacién de STAT1 en
células tumorales [100], por lo que nuestros resultados confirman la profunda
implicacion de esta lectina, y su ligando LAG3, en la modulacidon de estas vias en

linfocitos.

Por otro lado, en el higado cirrético de los animales Ki, podiamos observar una

expansion de células CD4 IL-10+ ademas de la retraccion de los Th17. Esto, junto con
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el incremento de la sefial de Foxp3 en estos mismos higados, nos indicaba que la
sobreexpresion de LSECtin debia estar promoviendo el fenotipo de las Treg.
Curiosamente, estas células mostraban niveles altos de LAG3 en homeostasis,
elevandose ligeramente en cirrosis. El estudio del papel de esta molécula en Tregs ha
demostrado que, lejos de promover su inhibicion como en los Th17, es imprescindible
para su funcion inmunomoduladora [200], [201], [202]. De hecho, la estimulacion de
LAG3 en Tregs esta implicada en la diferenciacion y la proliferacion de estos linfocitos,
siendo necesaria su estimulacion para produccion adecuada de IL-10 por parte de
estas células. [199], [200], [203]. Nuestros experimentos in vitro mostraron que
LSECtin promovia la diferenciacion de esta poblacion reguladora de una manera LAG3
dependiente. Ademas, observamos un mayor numero de Tregs en el higado de los
animales Ki, asi como la presencia de células CD4 con altos niveles de IL-10+. Estos
resultados también concordaban con el efecto que tiene LSECtin expresado en células
de melanoma donde promueve la liberacion de IL-10 por parte de las Treg durante la
progresion tumoral [99]. En conjunto, se ilustra el papel que juega también LSECtin en

la biologia de las células reguladoras.

En resumen, a lo largo de estos dos trabajos hemos demostramos que la modulacion
de la respuesta proinflamatoria de LSECtin esta mediada por su ligando en linfocitos T
LAGS3. Esta interaccion principalmente controla en homeostasis el balance Th17/Treg
hepatico inhibiendo los primeros y promoviendo los segundos. En cirrosis, por el
contrario, la pérdida de expresion de LSECtin compromete la capacidad de
desactivacion de las células T del endotelio y favorece una respuesta Th17
dependiente, como se observa en modelos animales y en pacientes.
Significativamente, la expresion de esta lectina se puede recuperar en las LSECs
cirréticas mediante el uso de citocinas antiinflamatorias. EI consecuente aumento de
LSECtin en cirrosis podria regular las poblaciones inmunitarias reduciendo el dafo
necroptotico, la extension de la fibrosis y la pérdida de la funcion hepatica como vemos
en nuestro modelo de sobreexpresion. En éste, el compartimento de las células CD4
transita a poblaciones reguladoras promoviendo la homeostasis. Asi concluimos que
la modulacién de LSECtin supone un mecanismo sélido reprogramacién de las LSECs
y de promocion de tolerancia hepatica que podria mostrar un valor potencial como

diana terapéutica en cirrosis.
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11.

CONCLUSIONES

. LSECtin tiene un papel fundamental modulando la respuesta del endotelio a los

estimulos a los que esta expuesto como antigenos bacterianos o la interaccion

linfocitaria promoviendo respuestas tolerogénicas.

La expresion de LSECtin se encuentra reprimida durante la cirrosis hepatica en
pacientes y en modelos animales, pudiendo modularse negativamente por
citocinas proinflamatorias y positivamente por citocinas antinflamatorias, lo que

podria constituir una herramienta de reprogramacién endotelial en cirrosis.

Mantener la expresion de LSECtin durante la cirrosis hepatica se traduce en un
menor dafo histolégico, menor muerte celular y un ambiente inmunitario local

menos proinflamatorio caracterizado por bajos niveles de Th17.
LSECtin inhibe la sefalizacién del TCR y de IL-6 a través de LAG3, receptor que

expresan los linfocitos durante el dafio hepatico, atenuando la diferenciacion de
las Th17.
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