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RESUMEN

Las vacunas basadas en células dendriticas (DCs) han surgido como una
herramienta prometedora en la inmunoterapia contra el cancer debido a su
capacidad para estimular la respuesta inmune antitumoral. Recientemente, se
ha mostrado que DCs estimuladas con un lisado celular derivado de tres
lineas tumorales de melanoma alogénicas (TRIMEL) sometidas a heat shock,
inducen una potente respuesta inmunolégica en pacientes con melanoma. El
lisado TRIMEL funciona tanto como una fuente de antigenos asociados a
tumor (TAA), asi como induciendo la maduracién de las DCs mediante
patrones moleculares asociados a dafio, del inglés damage-associated
molecular patterns molecules (DAMPs). Dada las caracteristicas de este
lisado, se identificé el perfil proteémico de TRIMEL con y sin heat shock (HS),
dando como resultado 71 proteinas diferencialmente sobreexpresadas por
efecto del HS. Luego de aplicar criterios adicionales, se seleccionaron las
proteinas Haptoglobina (HP), EIF4e y Anexina IV (ANX4), como candidatas a
DAMPs desconocidos que puedan explicar, al menos en parte, la capacidad
del lisado TRIMEL en la activacion de DCs. Por lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto de estas proteinas sobre distintos marcadores de
maduracion en DCs humanas.

Se generaron DCs a partir de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) de ocho donantes sanos. HP, EIF4e y ANX4 se utilizaron como
estimulo de maduracion por si solas o en combinacién con TRIMEL sin HS.
Mediante citometria de flujo se evalud la expresion de diversas moléculas de
superficie asociadas a DCs maduras: MHC-I, MHC-II, CD80, CD83, CD86 y
CCR-7.

Los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que al estimular DCs con
EIF4e y HP se produce un incremento significativo en la expresion de los
marcadores de superficie MHC-I, CD80, CD83, CD86 y CCR7, sugiriendo que
estas proteinas podrian actuar como DAMPs de manera independiente. Sin
embargo, es necesario evaluar otros parametros de funcionalidad celular

como el perfil de citoquinas secretado por las DCs estimuladas, capacidad



migratoria y la interaccion con linfocitos T (LT), los cuales podrian demostrar

de forma mas concluyente la actividad de estas proteinas como DAMPs.
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INTRODUCCION

Céncer como problema de salud

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, siendo un
problema epidemiologico sin resolver y en crecimiento, tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo. En Chile, este grupo de enfermedades
es la segunda causa de muerte en la poblacion, con mas de 24.000 muertes
durante el afio 2013 (DEIS-Minsal, 2013), generando ademas un gasto cercano a
los 2.100 millones de ddlares (1% PIB) asociados a su cuidado y tratamiento
(Jiménez & cols., 2015).

Si bien los tratamientos basadas en quimio y radioterapia han mostrado mejoras
significativas en un grupo selecto de canceres como los hematolégicos, su eficacia
se encuentra limitada en tumores solidos como el melanoma maligno (MM),
canceres de cabeza y cuello, y cancer prostatico (Nieboer & cols., 2005), entre
otros.

Adicionalmente, es importante mencionar que estas terapias, generan una serie
de complicaciones dado que su mecanismo de accion se centra solo en células en
division y de forma inespecifica, esto se refleja en efectos secundarios como
mucositis, alopecia, osteorradionecrosis y cardiotoxicidad (Sonis, 2009; Benasso,
2013; Sridharan & cols., 2013; Lipshultz & cols., 2014). Por otro lado, es muy
frecuente el desarrollo de resistencia a los farmacos quimioterapéuticos por parte
de las células neoplasicas (Nichols & Han Bae, 2012). Estos efectos no deseados
hacen necesario el desarrollo de enfoques terapéuticos nuevos, mejor tolerados,
de menor costo y mas efectivos que, particularmente, puedan ayudar a pacientes
con enfermedades metastasicas avanzadas. Una de estas innovadoras
estrategias es la inmunoterapia, que consiste en la modulacién y estimulacion del

sistema inmune del propio paciente contra las células neoplasicas.
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Céancer y sistemainmune

Producto del fenédmeno de inmunovigilancia antitumoral, durante la transformacion
maligna inicial de las células, el sistema inmune ejerce una fuerte presion selectiva
sobre las nuevas células neoplasicas transformadas (Burnet, 1957; Zigler & cols.,
2013). En ese contexto, se ha descrito que la mayoria de las lesiones neoplasicas
iniciales, formadas por células tumorales inmunosusceptibles, seran eliminadas
por el sistema inmune antes de que pueda formar una masa tumoral clinicamente
relevante (Krysko, 2012). A pesar de ello, en algunos casos los mecanismos
inmunoevasivos desarrollados por las células malignas puede volverlas resistentes
y evitar la inmunovigilancia antitumoral, proceso tras el cual las células malignas
se multiplican iniciando el desarrollo de la masa tumoral (Zitvogel & cols., 2006;
Garg & cols., 2010).

Consecuentemente, para generar una respuesta antitumoral efectiva y especifica
es fundamental una apropiada presentacion antigénica por parte de las células
presentadoras de antigenos (APC). En ese sentido, las DCs son consideradas
APCs profesionales, ya que luego de encontrarse con un antigeno, pueden
generar una respuesta inmune adaptativa contra patégenos y tumores de forma
eficiente (Schuler & cols., 2003; Banchereau & cols., 2003; Schmitt & cols., 2009;
Palucka & Banchereau, 2012). Esto se debe, principalmente, a sus habilidades
para capturar, procesar y presentar antigenos de manera 6ptima a los linfocitos T
en los linfonodos secundarios, formando una sinapsis inmunoldgica v,
consecutivamente gatillando su activacion, proliferacion y migracién a tejidos
periféricos para realizar su funcion efectora (Sallusto & cols., 1998; Escobar &
cols., 2005; Cheong & cols., 2010; Steinman & ldoyaga, 2010).

Células dendriticas: origen, fenotipo y plasticidad funcional

Las DCs se originan a partir de células progenitoras de la médula ésea por medio
de dos vias de diferenciacion: la linea mieloide y linfoide (Dauer & cols., 2003).
Se ha demostrado que las DCs humanas pueden diferenciarse in vitro desde

varias fuentes celulares, incluyendo médula ésea, sangre de cordén umbilical, y
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células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante la utilizacion de una
variedad de citoquinas y factores de activacion como el factor estimulador de
colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), interleuquina-4 (IL-4) e
interleuquina-10 (IL-10) (Sallusto & Lanzavecchia, 1994, Lin & cols., 1998; Bonasio
& Von Andrian, 2006; Aguirre, 2008). Estos factores se utilizan selectivamente
dependiendo del perfil de DCs que se desee estudiar.

Respecto al fenotipo de las DCs, estas experimentan varios cambios durante el
proceso de maduracion reconociéndose tres estados: precursores de DCs, DCs
inmaduras (iDCs) y DCs maduras (mDCs) (Vazquez & cols., 2012)(Tabla 1).

Los precursores de DCs migran desde la médula 6sea y circulan por la sangre
hasta lugares especificos del organismo donde maduran y actiian como centinelas
del sistema inmune. Este trafico hacia los tejidos periféricos esta dirigido por la
expresion de los receptores de quimioquinas tipo C-C, como CCR1, CCR5 y
CCR®6, y por moléculas de adhesién como el ligando de CD62P. (Robert & cols.,
1999; Greaves & cols., 1997; Sozzani & cols., 1998).

En su estado inmaduro, las iDCs exponen receptores de quimioquinas como
CCR1 y CCR3, cuyos ligandos se expresan en los endotelios activados y en
células inflamatorias, promoviendo su migracion hacia piel, bazo, higado, pulmaon,
corazon, rifidén y mucosas, constituyendo una red de DCs intersticiales en todos
los érganos excepto en sistema nervioso central y testiculo (Hart, 1997). La
funcién principal de las iDCs es la captura antigénica, presentando un fenotipo que
se caracteriza por una alta expresion de receptores de quimioquinas inflamatorias,
los cuales les permiten extravasarse a los tejidos inflamados (Banchereau & cols.,
2000; Rossi & Young, 2005) y por una baja expresion de moléculas
coestimuladoras, moléculas de adhesion, moléculas MHC asi como de
marcadores especificos de maduracion.

Ademas de la captura de antigenos, las iDCs deben recibir las llamadas sefiales
de peligro originadas por patogenos (PAMPs), o de inflamacion o dafio tisular
(DAMPs) (Matzinger, 2002; Skoberne & cols., 2004) para incurrir en el proceso de
maduracioén que les permitirAd desplazarse a los érganos linfoides secundarios y

estimular de forma eficiente los linfocitos T virgenes.
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Con la maduracién, las mDCs adquieren una gran motilidad y pierden su
capacidad de capturar antigenos al disminuir la expresion de receptores de
fagocitosis y endocitosis. Las mDCs optimizan el procesamiento de antigenos
aumentando la expresion de los componentes de la maquinaria enziméatica
responsable del proceso (Trombetta & cols., 2003; Chow & cols., 2002), y
adquieren la capacidad de presentar antigenos y estimular a los linfocitos T tras el
incremento en la expresion de moléculas del MHC (I y 1) y de moléculas de
adhesién y coestimulacion (CD40, CD54, CD58, CD80, CD83, CD86). La mayoria
de estos marcadores ya estan presentes en las IDCs en bajos niveles; en
particular CD83 esta aumentado principalmente en mDC sirviendo como marcador
para distinguir el estado maduro. Algunas de estas moléculas estan implicadas en
la sefalizacién bidireccional entre las DCs vy los linfocitos T, modulando tanto la
activacion del linfocito como las funciones de la DC (Vazquez & cols., 2012).
También durante la maduracién, las DCs disminuyen la expresion de los
receptores de quimioquinas CCR1 y CCR5, y aumentan la de CCR7 que es un
receptor reconocido como critico en la migracion de DCs hacia los linfonodos
(Sallusto & cols., 1998; Stein & cols., 2003).

Funcion Captacion de Presentacion de antigenos a
antigenos LT
MHC-l y MHC-II + +++
CD80/86 + ++++
CD83 - ++
CCR7 - +

Tabla 1. Comparacion fenotipica de células dendriticas inmaduras (iDC ) y
maduras (mDC). (Modificado de Corado, 2005)

Finalmente, la gran plasticidad funcional de las DCs se observa en la capacidad

de dirigir la respuesta inmune después del encuentro con un antigeno (Hart, 1997)
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y la capacidad de establecer el vinculo entre el sistema inmune innato y el
adaptativo (Hoebe & cols., 2004), ademas de su capacidad de interaccionar con
otros tipos de células del sistema inmune como las células natural killer (NK),
linfocitos T células natural killer T (NKT) y linfocitos B (LB) (Vazquez & cols.,
2012).

Células dendriticas y presentaciéon antigénica

Para que las DCs activen de forma eficaz a los LTs se necesitan varias sefiales
consecutivas. Primero, LT CD4+ son activados por presentacion antigénica via
MHC-II, mientras que los LT CD8+ realizan la presentacion antigénica via MHC I,
lo que constituye la sefal inicial. La segunda sefal estd constituida por la
interaccion de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 presentes en la mDC,
con el receptor CD28 en la superficie del LT, para finalmente recibir una tercera
sefal constituida por las interleuquinas secretadas por las DCs. En caso de una
coestimulacion insuficientes los LT pueden volverse anérgicos o tolerogénicos.

La respuesta final de los LT depende de muchos factores, tales como la
concentracion del antigeno en la DC, la afinidad del receptor de linfocito T (TCR)
por el complejo péptido-MHC, la duracién de la interaccion entre la DC y el LT, el
fenotipo de la DC, y el estimulo que caus6 la maduracion de la DC (Gett & cols.,
2003). Por otro lado, la supervivencia a largo plazo de los linfocitos T y su
diferenciacion a células de memoria y efectoras requiere la interaccion con mDCs
(Vazquez & cols., 2012).

Las DCs exhiben péptidos exdgenos cargados en moléculas de MHC-l y
presentan a LT CD8+ virgenes, este es un tipo de presentacion antigénica
especial, llamada presentacion cruzada (Melief, 2008). Este es el Unico modo
natural relevante de presentacion de antigenos asociados a tumores, siendo ésta
la caracteristica clave de las DCs maduras y activadas que integra la respuesta
inmune adaptativa contra las células tumorales (Melief, 2003).

Esto explica el interés en el desarrollo de nuevas técnicas para obtener grandes
nameros de DCs in vitro a partir de monocitos aislados (Sallusto & Lanzavecchia,

1994) y la busqueda de nuevas estrategias basadas en vacunas de DCs.
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La eficacia de los protocolos de vacunacién que utilizan DCs generadas ex vivo
depende de varios factores, incluyendo el patrén de expresion y propiedades
biolégicas del receptor especifico de la DC al que se dirige y, por otra parte, el
estado de maduracion o activacion de esta. Asi, el desarrollo de DCs maduras
capaces de polarizar la respuesta inmune hacia perfiles Thl, Th2 o tolerogénicos,
entre otros, estd determinada por la adecuada interpretacion, por parte de los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR), de las distintas sefiales del
microambiente (Lin & cols., 1998).

Sefiales de peligro: Rol de patrones moleculares asociados a dafio endégenos.

Los DAMPs son factores enddgenos secretados, liberados o expuestos en
superficie por células apoptoticas, estresadas o dafadas, que pueden funcionar
como adyuvante o sefial de dafio frente al sistema inmune (Krysko & cols., 2012).
Estas sefales consisten en un grupo heterogéneo de moléculas de distinta
naturaleza que incluyen ATP, acido urico, proteinas de shock térmico (HSPSs),
acidos nucleicos celulares (DNA y RNA), proteinas de asociaciébn a cromatina
(HMGB1) y proteinas con sitios de union a calcio (proteinas de la familia S100),
entre otros. Los DAMPs son reconocidos por casi todos los tipos celulares del
sistema inmune, y principalmente por las DCs, a través de PRRs de la superficie
celular como los receptores tipo Toll (TLRS), los cuales constituyen una familia de
proteinas transmembrana que reconocen moléculas de una estructura
conservada, ya sea propias o relacionadas a patégenos (Tsan & Gao, 2004). La
caracteristica fundamental de los DAMPs es que en condiciones fisiolégicas
poseen funciones completamente distintas, encontrandose en muy bajas
concentraciones o ausentes fuera de la matriz extracelular de cualquier tejido
sano. Sin embargo, en tejidos alterados estas moléculas son expuestas o
secretadas, teniendo la capacidad de interactuar con distintas células del sistema
inmune (Matzinger, 1994).

La muerte de las células cancerigenas a través de células del sistema inmune que
fueron detectadas por medio de DAMPs originadas a partir de las células

neoplasicas, se conoce como muerte celular inmunogénica (ICD) (Krysko & cols.,



17

2013). En este fenomeno, los DAMPs colaboran en el reconocimiento de los
antigenos tumorales y en la induccion de esta respuesta inmunologica antitumoral
(Rojo & cols., 2012). DAMPs especificos, como calreticulina (CRT, sefial
“‘comeme”), ATP secretado y HMGB1; y su subsecuente interaccibn con
receptores de fagocitosis, receptores purinérgicos y PRRs, respectivamente, son
requeridos por la ICD para finalmente llevar a la activacion de una potente
inmunidad anticancer (Rock & Kono, 2008; Palm & Medzhitov, 2009; Garg & cols.,
2010; Zitvogel & cols., 2010; Krysko & cols., 2011; Ladoire & cols., 2014). Lo
anterior fundamenta el interés en el estudio de la capacidad de distintos agentes,

como las drogas quimioterapéuticas o el heat shock, de inducir la ICD.

Inmunoterapia Antitumoral

La inmunoterapia contra el cancer resulta una alternativa llamativa puesto que las
respuestas inmunitarias generadas por este tipo de tratamiento pueden ser
especificas al reconocer antigenos tumorales definidos. En la actualidad se han
identificado nuevos blancos terapéuticos en MM y células inmunes, que han
permitido el desarrollo de un amplio rango de anticuerpos monoclonales
destinados a modular la respuesta inmune antitumoral y erradicar los tumores
(Amaria & cols., 2011; Guida & cols., 2012). Ademas, el desarrollo de vacunas
basadas en DCs, con el propdsito de estimular la respuesta inmune antitumoral
adaptativa endogena del paciente, esta siendo ampliamente estudiada (Palucka &
Banchereau, 2012).

Es importante destacar que las estrategias de vacunacion basadas en DCs son
seguras, poco costosas y, mas importante aun, proveen inmunidad protectora a
largo plazo, por lo cual esta estrategia terapéutica se ha utlizado para el
tratamiento de MM, un ejemplo de ello, es una inmunoterapia que se ha
desarrollado basada en células presentadoras de antigenos tumorales (TAPCells),
gue incluye la induccién de una respuesta inmune mediada por células T, llevando
a mejorar la sobrevida a largo plazo de cerca del 60% de pacientes con MM en
etapa IV (Gonzalez & cols., 2014 (a), Gonzéalez & cols., 2014 (b)). Estos estudios

han contado con mas de 100 pacientes (Escobar & cols., 2005; Duran-Aniotz &
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cols., 2013), de los cuales cerca del 60% de los pacientes tratados respondieron a
la terapia (L6pez & cols., 2009; Aguilera & cols., 2011; Tittarelli & cols., 2012).

Inmunoterapia basada en TAPCells

La generacion de TAPCells se logra a través de la estimulacién ex vivo de DCs
originadas de monocitos de sangre periférica de pacientes con MM. Estas DCs
son estimuladas con un lisado alogénico generado a partir de tres tipos de lineas
celulares de melanoma tratados con heat shock, y que logra inducir un fenotipo
maduro y activo en las DCs que posteriormente son inyectadas en el paciente
(Mendoza-Naranjo & cols., 2007; Aguilera & cols., 2011).

La explicacion a la eficiente presentacion cruzada por DCs generadas ex vivo, es
producto de la gran fuente de antigenos en conjunto con DAMPs contenidos en
TRIMEL (Aguilera & cols., 2011). Ahora bien, la menor respuesta mostrada por un
porcentaje de pacientes puede explicarse por la induccién de tolerancia por
péptidos tumorales inmunodominantes, insuficiente cantidad de patrones
moleculares asociadas a dafio durante la generacion ex vivo de DCs o durante la
inmunizacion, o deficiencias de procesamiento y presentacion antigénica de las
DCs utilizadas como vacunas (Lépez & cols., 2006; Joffre & cols., 2009).
Considerando las causales de esta menor respuesta, se realizé el andlisis
protebmico de TRIMEL con la finalidad de identificar nuevas proteinas para
considerarlas como sefiales de dafio implicadas en el proceso de maduracién de
DCs.

Analisis Protedmico del lisado TRIMEL

Considerando la mayor capacidad del lisado TRIMEL sometido a heat shock en la
maduracion de las DC, se plante¢ realizar un analisis protedmico comparandolo
con su homdlogo sin heat shock. Posteriormente, se buscd proteinas
sobreexpresadas dentro de este lisado, que pudieran explicar la mayor efectividad
en la generacién de TAPcells. Para identificar las proteinas candidatas a ser
calificadas como nuevas DAMPSs, las lineas que componen TRIMEL fueron

analizadas mediante herramientas de analisis proteOmicos de alto rendimiento
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basadas en técnicas de espectrometria de masas (MS/MS) y con una profundidad
minima de deteccion y cuantificacion de 3000 proteinas. Las proteinas que fueron
exclusivas, o aquellas que se encontraban sobre o subreguladas en las muestras
de TRIMEL con heat shock en comparaciéon a aquella muestra sin dicho
tratamiento por al menos un factor de dos (2), fueron consideradas como
candidatos iniciales. Se encontraron 71 proteinas significativamente
sobrerreguladas en los lisados con heat shock. Algunas de estas fueron:
haptoglobina, vinculina, proteinas de la familia EIF y anexina IV. A partir de estos
datos, se seleccionaron proteinas que pudieran corresponder a DAMPs mediante

los siguientes criterios de seleccion:

- Se excluyeron proteinas ya conocidas como moléculas DAMPs.

- Se incluyeron proteinas que fueran:
v’ filogenéticamente antiguas y conservadas.
v producto de genes housekeeping o factores de transcripcion.
v’ asociadas al DNA.

v/ asociadas a estrés del reticulo endoplasmico.

Ademas de estos criterios, se busco evidencia que relacionara la expresion de
estas proteinas con cancer, ademas de la posibilidad comercial de adquirirlas. Es
asi como las proteinas finalmente seleccionadas para este estudio fueron:

Haptoglobina, EIF4e y Anexina IV.

Proteinas candidatas: Haptoglobina, EIF4e y Anexina IV

Haptoblobina (HP), es una glicoproteina plasmatica de aproximadamente 38 kDa
de peso molecular con una estructura tetramérica de polipéptidos 2 alfa y 2 beta
que se asocian covalentemente mediante enlaces disulfuros. En la poblacion
humana existen dos alelos de HP, Hpl y Hp2, con dos genotipos homocigotos
para cada alelo y un fenotipo heterocigoto Hp2-1, lo que refleja las variaciones
heredadas en los polipéptidos de HP (Yang & cols., 1981). La funcién principal de

HP es unir hemoglobina (Hb) para formar un complejo de HP-Hb estable y por lo
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tanto prevenir el dafio tisular oxidativo inducido por la hemoglobina (Asleh & cols.,
2003). Por otra parte, se ha descrito que HP posee un rol como factor preventivo
de enfermedades inflamatorias de piel mediadas por LT (Xie & cols., 2000).
Ademas, en estudios relacionados a cancer se ha sugerido como biomarcador
para diagnostico precoz de cancer de ovario (Ye & cols., 2003; Ahmed & cols.,
2004), mientras que en cancer pancreatico y colorrectal su forma fucosilada
funcionaria como biomarcador de diagndstico y prondstico post quirdrgico
respectivamente (Okuyama & cols., 2006; Takeda & cols., 2012). Finalmente, en
los ultimos afios se mostré la capacidad de HP para activar DCs en un modelo de
trasplante de piel murino (Shen & cols., 2012) y, recientemente, estos mismos
autores mostraron un rol amplificador en la inflamacion por parte de HP, esto en
un modelo de trasplante cardiaco murino, demostrando una interaccion potente

entre esta proteina y el sistema inmune (Shen & cols., 2015).

EIF4e del inglés eukaryotic translation initiation factor 4E, es un polipéptido de 24
kDa que se encuentra formando cuerpos nucleares, asi como también siendo
parte de un complejo multiproteico denominado EIF4F (Dostie & cols., 2000), su
estructura se compone de ocho hebras B antiparalelas y tres hélices (Gross J. &
cols., 2003). Esta proteina, al estar a cargo del control de la traduccién,
desempeiia un papel critico en la regulacion de la expresion génica en eucariotas
y afecta a muchos procesos celulares esenciales, incluyendo proliferacién,
apoptosis y diferenciacion celular. Esta proteina se encuentra sobreexpresada en
multiples neoplasias, y estd muy relacionada con la progresion del cancer,
tumorogénesis y metastasis a distancia, por lo que se ha propuesto en algunos
estudios como un potencial blanco terapéutico (Graff & cols., 2008; Bhat & cols.,
2015). Del mismo modo, un estudio in vitro donde se bloqued EIF4e se observo
una supresion en la proliferacion e invasion de las células tumorales ovaricas
(Wan & cols. 2015).

Anexina IV (ANX4), también conocida como lipocortina IV, endonexina I, y

proteina de union a carbohidratos P33/P41, pertenece a la superfamilia de
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anexinas que son proteinas de unidén a fosfolipidos dependientes de calcio y
posee un peso molecular de 35,9 kDa (Mussunoor & Murray, 2008). La estructura
cristalina de ANX4 estd compuesta por cuatro anexinas repetidas y cada dominio
de anexina est4 compuesto por cinco alfa hélices con un motivo de union a calcio
caracteristico (Zanotti & cols., 1998; Butsushita & cols., 2009). Entre sus funciones
esta promover la agregacion de vesiculas in vitro, jugando un rol importante en la
exocitosis sindptica y reparacion de las membranas (Kaetzel & cols., 2001;
Willshaw & cols., 2004); cambia las propiedades fisicas de la membrana para
regular la permeabilidad pasiva (Kaetzel & cols., 1994; Chan & cols., 1994; Hill &
cols., 2003) e induce la sefalizacion de calcio, anticoagulacion y resistencia a la
apoptosis (Lin & cols., 2012). ANX4 se ha asociado con progresion, invasion,
migracion, adhesion, y resistencia a drogas de una variedad de canceres. ANX4
regula proteinas asociadas a cancer gastrico y moléculas relacionadas a adhesion
en cancer hepatocelular; potencialmente mejora la resistencia a
quimioterapéuticos en cancer de pulmén y resistencia al platino en carcinoma
endometrial (Wei & cols., 2015). Ademas, esta proteina se ha encontrado
sobrerregulada en céncer renal de células claras con funcién en la migracion
celular y sugiriendo un rol en la diversificacion morfolégica y diseminacion del

cancer (Zimmermann & cols., 2004).

Propuesta de investigacion

Durante este proyecto proponemos investigar la actividad de Haptoglobina, EIF4e
y Anexina IV, que no poseen funciones previamente descritas como sefales de
dafio en humanos. Analizaremos su habilidad para inducir caracteristicas de DCs
maduras como por ejemplo, la induccién de la expresiéon de moléculas asociadas a
la presentacion antigénica, receptores de quimioquinas Yy moléculas
coestimuladoras.

La principal relevancia de esta propuesta es descubrir la funcion de estas
proteinas candidatas como sefiales de dafio y aumentar el conocimiento acerca de
su papel en el proceso de activacion/maduracion y fenotipo final de las DCs. Esto

es relevante para la generacion de DCs mas efectivas con propositos
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inmunoterapéuticos.

En el futuro este conocimiento puede ser aplicado de distintas formas,
dependiendo de las caracteristicas deseadas en las DCs a ser generadas y/o en
las enfermedades que se pretenda tratar. Esto nos permitirA obtener DCs
terapéuticas no soélo para el tratamiento de diferentes tipos de cancer, como el de
cabeza y cuello, sino también para enfermedades autoinmunes e infecciosas que
afectan el territorio bucomaxilofacial.

Finalmente, este proyecto dejar4 importantes preguntas para establecer la
posibilidad de beneficios clinicos del uso de nuevas y previamente descritas
DAMPs en combinaciones especificas en inmunoterapia basada en DCs,
entregando nuevas luces en el disefio de vacunas basadas en DCs menos
costosas, mas potentes y clinicamente efectivas para pacientes con cancer y otras

patologias.
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HIPOTESIS

Las proteinas Haptoglobina, EIF4e y Anexina IV son capaces de inducir la

maduracion in vitro de células dendriticas humanas de uso terapéutico.

OBJETIVO GENERAL

Describir el efecto de Haptoglobina, EIF4e y Anexina IV sobre la maduracion in

vitro de células dendriticas humanas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar células dendriticas in vitro a partir de monocitos de sangre
periférica humana.

2. Evaluar la expresiéon de MHC |, MHC Il, CD83, CD80, CD86 y CCR-7 post
estimulacion con Anexina IV, Haptoglobina y EIF4e en DCs humanas.
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MATERIALES Y METODOS

Este estudio es de tipo experimental in vitro aprobado por el Comité de Etica
Cientifico para la investigacion Biomédica (CECel) en seres humanos del Hospital

Clinico de la Universidad de Chile.

Separacién de PBMC a partir de muestras de sangre periférica

Concentrados leucocitarios (“buffy coats”) provenientes de donantes sanos,
proporcionadas por el Servicio de Banco de Sangre del Hospital Clinico de la
Universidad de Chile, fueron utilizados para la extraccion de PBMC mediante la
generacion de un gradiente de densidad por centrifugacion. Cada concentrado de
sangre (50-80 ml por muestra) fue diluido en una razén 1:3 con una solucion de
PBS 1x (Corning) y centrifugada a 1400 rpm por 5 minutos a 4°C. Posteriormente,
el sobrenadante fue eliminado y las células de cada tubo fueron resuspendidas en
30 ml de PBS 1x. En la parte inferior de cada tubo, fueron afiadidos lentamente 10
ml de Ficoll-Paque® (GE Healthcare) y posteriormente los tubos fueron
centrifugados a 1250 rpm por 25 minutos a 18°C, con aceleracién 1 y freno en 0.
Luego de la centrifugacién, se recuper6 el PBMC, anillo ubicado entre el plasmay
los eritrocitos. Estas células se traspasaron a un tubo nuevo, se lavaron con PBS
1x y se centrifugaron a 1450 rpm por 5 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante
y se les agreg6 10 ml de buffer de lisis ACK (Amonio-Cloruro-Potasio) 1x estéril.
Las células con la solucion de lisis de eritrocitos fueron incubadas durante 10
minutos a 37°C y 5% CO,, para luego ser centrifugadas a 1250 rpm por 5 minutos
a 4°C. El sobrenadante fue eliminado y las células fueron resuspendidas a la
concentracion deseada segun los experimentos. La viabilidad celular fue
comprobada mediante azul de tripan. Las células fueron incubadas en placas de 6
pocillos (Falcon) a una concentracién de 35-40 x 10° células por pozo en medio de
cultivo libre de suero fetal bovino, AIM-V (Gibco, Invitrogen Corporation) a 37°C y
5% de CO; por 2 horas. Las células no adherentes fueron removidas, en tanto las
adherentes (monocitos) se mantuvieron en cultivo en presencia de 500 Ul/ml de
rhiL-4 (Miltenyi) y 800 Ul/ml de rhGM-CSF (Miltenyi) por 48 horas (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema de protocolo de generacion de células dendriticas a
partir de sangre periférica, utilizando distintos estimulos.

Lisado celular de lineas tumorales TRIMEL

Los lisados tumorales TRIMEL y TRIMEL sin heat shock fueron gentilmente
proporcionados por el Laboratorio de Inmunologia Antitumoral (LIAT) del Dr. Flavio
Salazar, estas lineas provenian de metéstasis de pacientes con MM. Estos lisados
fueron preparados segun lo descrito en trabajos previos de este laboratorio
(Escobar & cols., 2005).

Proteinas candidatas

Las proteinas fueron adquiridas comercialmente en las siguientes presentaciones:
e Haptoglobina (Sigma, #H3536) liofilizada purificada a partir de plasma

humano.
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e EIF4e (ITSIBioscience, #RPR-530) recombinante humana liquida,
purificada de E. Coli, obtenida con una pureza mayor al 90% medida por
SDS-PAGE.

e Anexina IV (Abcam, #ab92815) recombinante humana liquida, purificada a
partir de células HEK 293, con una pureza mayor al 90% medida por SDS-
PAGE.

Estimulacion con Haptoglobina, EIF4e y Anexina IV

Las células generadas a partir de monocitos de sangre periférica de distintos
donantes, se estimularon con TRIMEL 50 nug/ml, Haptoglobina (Sigma), ElF4e
(Biosciences) y Anexina IV (Abcam), por 24 horas. Las proteinas se adicionaron
en concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml cada una por separado, para su dilucién
se utilizé AIM-V. A la condiciébn monocito activado (AM) no se le agreg6 estimulo

de maduracion (Tabla 2).

Estimulos de maduracion 48 horas post siembra

Sin estimulo Haptoglobina ElIF4e Anexina IV
(NT) 100 ng/ml 100 ng/mi 100 ng/ml
Haptoglobina ElIF4e Anexina IV
10 ng/ml 10 ng/ml 10 ng/ml
Haptoglobina ElIF4e Anexina IV
1 ng/ml 1 ng/ml 1 ng/ml

Tabla 2. Estimulos de maduracion adicionados a iDCs para evaluar el
efecto de las proteinas candidatas. Luego de la activacion de las células por
48 horas con IL-4 (500 Ul/ml) y GM-CSF (800 Ul/ml) se adicionaron los
estimulos descritos en la tabla por 24 horas mas.
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Estimulacion con TRIMEL sin heat shock enriquecido en proteinas candidatas

Las células generadas a partir de monocitos de sangre periférica de donantes
diferentes, se estimularon con TRIMEL 50 pg/ml, TRIMEL sin HS 50 ug/ml y
TRIMEL sin HS 50 ug/ml enriquecido en cada una de las 3 proteinas en
concentracion de 0,1 y 10 ng/ml, cada una por separado. Para utilizar TRIMEL sin
HS como andamiaje, se mezcl6 0,1 o 10 ng/ml de las proteinas con el lisado, para
finalmente adicionar la mezcla en forma conjunta a cada pocillo por 24 horas
(Tabla 3).

Estimulos de maduracion 48 horas post siembra

Sin estimulo TRIMEL TRIMEL TRIMEL
(NT) sin heat shock sin heat shock sin heat shock
50 pg/mi 50 pg/ml 50 pg/ml
+ + +
Haptoglobina ElFde Anexina IV
0,1 ng/ml 0,1 ng/ml 0,1 ng/ml
TRIMEL TRIMEL TRIMEL
sin heat shock sin heat shock sin heat shock
TRIMEL 50 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml
sin heat shock + + +
50 pg/ml Haptoglobina ElFde Anexina IV
10 ng/ml 10 ng/ml 10 ng/ml

Tabla 3. Estimulos de maduracion adicionados a iDCs para evaluar de
efecto de las proteinas adicionadas al lisado TRIMEL sin heat shock.
Luego de la activacion de las células por 48 horas con IL-4 (500 Ul/ml) y GM-
CSF (800 Ul/ml), se adicionaron los estimulos detallados en la tabla por 24
horas mas.
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Citometria de flujo

Las DCs, luego de ser activadas por 24 horas con los distintos estimulos, fueron
caracterizadas fenotipicamente mediante citometria de flujo. Para ello, las células
fueron cosechadas por medio de rastrillos de células, resuspendidas en una
solucion de PBS 1x + 2% FBS (Corning Inc.) e incubadas por 20 minutos a 4°C
(en oscuridad), con los respectivos anticuerpos monoclonales para analizar su
correcta diferenciacion y maduracién: a-hCD11c (APC) (Biolegend; clon BU15), a-
hHLA-DR (APC-eFluor780) (EBiosciences; clon LN3), a-hCD86 (Alexa Fluor 488)
(Biolegend; clon 1T2.2), a-hCD80 (PE) (Biolegend; clon 2D10), a-CD197(CCR7)
(PE) (Biolegend; clon G043H7), a-hCD83 (PECy7) (Ebiosciences; clon HB15e), a-
HLAABC (FITC) (Ebiosciences; clon W6/32). Luego, las células fueron lavadas
con 700 ul de PBS 1x + 2% FBS, y resuspendidas en 200 pl de buffer FACS (BD
Biosciences) para finalmente ser analizadas en un citometro de flujo FACSVerse
(BD Biosciences).

Para el andlisis de las muestras se utiliz6 el software Flowjo 7.6.1 donde se evalu6
la intensidad media de fluorescencia (MFI) y el porcentaje de células positivas

para cada marcador.

Analisis estadistico

Los datos fueron presentados como promedio + el error estdndar de la media
(SEM) de cuatro experimentos independientes con donantes distintos. Los
resultados obtenidos fueron sometidos a un test de normalidad Kolmogorov-
Smirnov para evaluar la distribucion de los datos obtenidos. Para comparar
variables continuas entre dos grupos se utilizé t-student para muestras pareadas
paramétricas y el test de Wilcoxon para variables no paramétricas. Se
consideraron como diferencias estadisticamente significativas aquellas con
p<0,05. Todos los analisis estadisticos fueron desarrollados utilizando el software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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RESULTADOS

Generacioén células dendriticas in vitro

Mediante microscopio de contraste de fase se analizd la morfologia de las células
sin estimulo de maduraciéon (AM) e iDCs activadas con TRIMEL por 24 horas
(usado como control interno). Se observdé una mayor cantidad de células con
morfologia alargada o fusiforme en la condicion estimulada con TRIMEL, mientras

gue en AM se observé un mayor numero de células con morfologia circunferencial
(Fig. 2).

Figura 2. Microscopia de contraste de DCs generadas in vitro. Imagenes
representativas con microscopio de campo claro con aumento 40x, de DCs
después de 24 horas de cultivo con estimulos de maduracion A Monocitos
activados (AM) y B TRIMEL (control interno positivo).
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Para la estrategia de analisis por citometria de flujo, se seleccion6 primero la
poblacién que segun tamafo y granulosidad corresponderia a DCs humanas (Fig.
3A) y posteriormente se descartd, por medio de un marcador de viabilidad, las
células muertas (Fig. 3B). Finalmente, se identificaron las células positivas para el
marcador CD11c, lo que mostro la presencia de un alto porcentaje de células

positivas para este marcador (Fig. 3C).
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Figura 3. Dot plots representativos de estrategia para analizar DCs
generadas a partir de PBMC por citometria de flujo. A R1 muestra
poblacion de DCs seleccionadas segun tamafo (FSC-A) y granulosidad
(SSC-A). B Dot plot representativo de células vivas escogidas segun FSC-A
y marcaje con 7/-AAD. C Dot plot representativo de DCs positivas para
marcador CD11c.
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Haptoglobina aumenta la expresion in vitro CD80, CD83, CD86 y CCR7 en DCs

derivadas de monocitos

Se evaluo por citometria de flujo el fenotipo de las células CD11c+ estimuladas
con HP en concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml. Respecto al grupo AM, se
evidenciaron diferencias significativas como el aumento de la intensidad media de
fluorescencia (MFI) de los marcadores CD80 (100 ng/ml), CD83 (1 y 10 ng/ml) y
CD86 (1 y 10 ng/ml) (Fig. 4). Ademas, HP en todas las concentraciones
ensayadas, elevo el porcentaje de células positivas para el marcador CCR7
respecto al grupo no estimulado (Fig. 5). No se observaron diferencias
significativas para los marcadores MHC-I y MHC-II (Fig. suplementaria 1).
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Figura 4. Expresion de marcadores de maduracion CD80, CD83 y CD86 en
IDCs estimuladas con distintas concentraciones de Haptoglobina.
Monocitos activados fueron estimulados con HP en concentraciones de 1, 10y
100 ng/ml. Se muestran histogramas representativos del incremento de la MFI
de CD80, CD83 y CD86 en la poblacion CD11c+, medido por citometria de
flujo. Los resultados corresponden a cuatro experimentos independientes de
diferentes donantes. *p< 0,05.
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Figura 5. Expresion del receptor de quimioquinas CCR7 en iDCs
estimuladas con Haptoglobina. Monocitos activados fueron estimulados con
HP en concentracion de 1, 10 y 100 ng/ml. Se muestra zebra plots
representativos del porcentaje de células positivas para CCR7 en la poblacion
CD11c+, medido por citometria de flujo. Se muestra un aumento significativo
en todas las condiciones estimuladas con HP. Los resultados corresponden a
cuatro experimentos independientes de diferentes donantes. *p< 0,05.
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EIF4e incrementa la expresion in vitro de MHC-I, CD80, CD83 y CCR7 en DCs

derivadas de monocitos

Al analizar la segunda proteina candidata, se observaron efectos significativos
sobre distintos marcadores de maduracion: se encontro un incremento en la MFI
de MHC-I (100 ng/ml), CD80 (10 ng/ml), CD83 (10 y 100 ng/ml) (Fig. 6), y un
aumento del porcentaje de células positivas para CCR7 (1 y 100 ng/ml), todo esto
respecto al grupo AM (Fig. 7). Respecto a los marcadores MHC-1l y CD86, no se

observaron diferencias significativas (Fig. suplementaria 2).
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Figura 6. Expresion de moléculas de histocompatibilidad clase |,
molécula coestimuladora CD80 y molécula de adhesion CD83 en iDCs
estimuladas con distintas concentraciones de EIF4e. Monocitos activados
fueron estimulados con EIF4e en concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml. Se
presenta histogramas representativos que muestran el aumento en la MFI de
MHC-I, CD80 y CD83 dentro de la poblacién CD11c+, medido por citometria de
flujo. Los resultados corresponden a cuatro experimentos independientes de
donantes distintos. *p< 0,05.
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Figura 7. Expresion de receptor de quimioquinas CCR7 en iDCs
estimuladas con distintas concentraciones de EIF4e. Monocitos activados
fueron estimulados con EIF4e en concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml. Se
muestran zebra plots representativos del analisis por citometria del porcentaje
de células positivas para CCR7 dentro de la poblaciéon CD11c+. Los resultados
corresponden a cuatro experimentos independientes de donantes diferentes.

*p< 0,05.
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TRIMEL sin heat shock enriquecido con Haptoglobina incrementa la expresion
in vitro de MHC-I, CD80, CD83, CD86 y CCR7 en DCs derivadas de monocitos

Luego de estudiar el efecto de las proteinas como estimulo sobre las DCs, se
empled el mismo protocolo experimental, utilizando el lisado TRIMEL sin el
tratamiento por heat shock suplementado con las distintas proteinas candidatas en
concentraciones de 0,1 y 10 ng/ml, empleando de esta manera, el lisado como un
andamiaje. Como control, en todos los ensayos se utiliz6 TRIMEL sin HS por si
solo. El pool de marcadores de maduracion fue el mismo que el ensayado para los
experimentos solo con proteinas.

Al suplementar el TRIMEL sin HS con HP se observaron diferencias
estadisticamente significativas en: incremento del porcentaje de células positivas
para MHC-I (+ 10 ng/ml) (Fig. 8), MFI de CD83 (+ 10 ng/ml), porcentaje de células
positivas para CD80 (+ 10 ng/ml) y CD86 (+ 0,1 ng/ml) (Fig. 9).

También se detecté un aumento significativo en el porcentaje de células positivas
al receptor de quimioquinas CCR7 (+ 0,1 ng/ml) (Fig. 10). No se observaron

diferencias significativas para el marcador MHC-II (Fig. suplementaria 4).
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Figura 8. Expresion de moléculas de histocompatibilidad clase | en iDCs
estimuladas con TRIMEL sin heat shock enriquecido en Haptoglobina.
Monocitos activados fueron estimulados con TRIMEL sin HS (HS(-)) 50 pg/ml
mezclado con HP en concentracion de 0,1 y 10 ng/ml. Se muestra zebra plots
representativos del porcentaje de células MHC-I+, dentro de la poblacion
CD11c+, medido por citometria de flujo. Las barras corresponden a cuatro
experimentos independientes de donantes diferentes. *p< 0,05.
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Figura 9. Expresion marcadores de maduracion CD80, CD83 y CD86 en
iDCs estimuladas con TRIMEL sin heat shock enriquecido en
Haptoglobina. Monocitos activados fueron estimulados con TRIMEL sin HS
(HS(-)) 50 pg/ml adicionando HP en concentraciones de 0,1 y 10 ng/ml. Se
muestra histograma representativo de la MFI de CD83 y zebra plots
representativos del porcentaje de células positivas para CD80 y CD86 dentro
de la poblacion CD11c+, medido por citometria de flujo. Las barras
corresponden a cuatro experimentos independientes de donantes diferentes.
*p< 0,05.
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Figura 10. Expresion de receptor de quimioquinas CCR7 en células
estimuladas con TRIMEL sin heat shock enriquecido en Haptoglobina.
Monocitos activados fueron estimulados con TRIMEL sin HS (HS(-)) 50 pg/ml
enriquecido con HP en concentraciones de 0,1 y 10 ng/ml. Se analizé por
citometria de flujo el porcentaje de células positivas para CCR7 expuesto en
los zebra plots representativos, esto en la poblacion CD11c+. Los resultados
corresponden a cuatro experimentos independientes, de donantes distintos.

*p< 0,05.
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TRIMEL sin heat shock enriquecido con EIF4e induce la expresion in vitro de
CD80, CD83 y CCR7 en DCs derivadas de monocitos

Al adicionar EIF4e al lisado se detectdé un aumento de la MFI de CD80 (+ 0,1
ng/ml) y CD83 (+ 0,1y + 10 ng/ml) (Fig. 11), asi como también un incremento del
porcentaje de células positivas para CCR7 (+ 0,1 ng/ml), respecto al estimulo de
TRIMEL sin HS por si solo (Fig. 12). No se encontraron efectos significativos sobre
MHC-I, MHC-II ni CD86 (Fig. suplementaria 5).
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Figura 11. Expresion de molécula coestimuladora CD80 y molécula de
adhesion CD83 en iDCs estimuladas con TRIMEL sin heat shock
enriquecido en EIF4e. Monocitos activados fueron estimulados con
TRIMEL sin HS (HS(-)) 50 pg/ml enriquecido con EIF4e en concentraciones
de 0,1 y 10 ng/ml. Se muestra histogramas representativos de la MFI de
CD80 y CD83 de la poblacion CD11c+, medido por citometria de flujo. Los
resultados corresponden a cuatro experimentos independientes de donantes
diferentes. *p< 0,05.
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Figura 12. TRIMEL sin heat shock enriquecido en EIF4e eleva la
expresion del receptor de quimioquinas CCR7. Monocitos activados fueron
estimulados con TRIMEL sin HS (HS(-)) 50 pg/ml enriquecido con EIF4e en
concentraciones de 0,1 y 10 ng/ml, luego de 24 horas se evaluo la expresion
de CCRY. Se muestra zebra plots representativos de células CCR7+, dentro
de la poblacion CD11c+, evaluado por citometria de flujo. Los resultados
corresponden a cuatro experimentos independientes de donantes diferentes.

*p< 0,05.
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TRIMEL sin heat shock enriquecido con Anexina IV aumenta la expresion in
vitro de CD83 y CCR7 en DCs derivadas de monocitos

La incubacion con Anexina IV, no indujo ningdn cambio significativo en el fenotipo
de las DCs respecto al grupo AM (Fig. suplementaria 3). Sin embargo, al utilizarla
en conjunto con TRIMEL sin HS se observdé un aumento significativo en el
porcentaje de células positivas (+ 0,1 y + 10 ng/ml) y de la MFI (+ 0,1 ng/ml) de
CD83 (Fig. 13), asi como también un incremento en el porcentaje de células
positivas para CCR7 (+ 10 ng/ml) (Fig. 14). No se observaron diferencias
significativas sobre los marcadores CD80, CD86, MHC-I ni MHC-II (Fig.
suplementaria 6).
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Figura 13. Expresion de molécula de adhesion CD83 en iDCs estimuladas
con TRIMEL sin heat shock enriquecido en Anexina IV. Monocitos
activados fueron estimulados con TRIMEL sin HS (HS(-)) 50 pg/ml enriquecido
con ANX4 en concentraciones de 0,1 y 10 ng/ml. Se analizé por citometria de
flujo la MFI y el porcentaje de células positivas para CD83, expuesto en un
histograma y zebra plots representativos respectivamente, en la poblacion
CD11c+, medido por citometria de flujo. Los resultados corresponden a cuatro
experimentos independientes de diferentes donantes. *p< 0,05.




42

20+ *

‘[ HS (-) +0,1 ng/ml + 10 ng/ml o A
210< 0B a6 |os a6 [os a6 E 154
95 6% 4.42%[/90.8% 9.21% | 89.9% 10.1%| o &
00 ~ i |
< 5 10 88
DN
Q O 5.
& 100k =
W‘Qs Q7 [o:] Q7 OEi Q7 0 T T T
, l0.00% 0.00%]0.00% o 000%f000%  0.00% D Q& Q&
0 IO2 II:-3 IEI‘l '05 0 10? 103 10‘ |D:I 1] 10: 103 |D‘ 105 . %6 ’\0& QQQ
> NN
CCR7 »® »

Figura 14. TRIMEL sin heat shock enriquecido en Anexina IV aumenta la
expresion del receptor de quimioquinas CCR7. Monocitos activados fueron
estimulados con TRIMEL sin HS (HS(-)) 50 pg/ml enriquecido con ANX4 en
concentraciones de 0,1 y 10 ng/ml. Se exhibe zebra plots representativos del
porcentaje de células CCR7+, cuantificado por citometria de flujo. Los
resultados corresponden a cuatro experimentos independientes, provenientes

de donantes distintos. *p< 0,05.
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DISCUSION

En la actualidad existe gran interés en la terapia antitumoral basada en DCs, ya
que ha demostrado inducir inmunidad antitumoral en humanos. Sin embargo,
existe un porcentaje de pacientes que no responden a esta terapia (Caux & cols.,
1996; Hoebe & cols., 2004) lo que se puede explicar por diversos mecanismos: i)
por la induccion de tolerancia por péptidos inmunodominantes derivados de
tumores, ii) por la ausencia o cantidad insuficiente de DAMPs durante la
generacion ex vivo de DCs, iii) por deficiencias en el procesamiento y presentacion
antigénica de las DCs utilizadas como vacuna (Lépez & cols., 2006; Joffre & cols.,
2009).

Basado en esto, se buscaron proteinas que actuaran sobre las DCs de forma
independiente o asociadas a TRIMEL sin HS, para asi inducir la maduracion de
DCs.

Para el desarrollo de esta tesis, se utilizaron DCs derivadas de monocitos aislados
de sangre periférica humana. Para ello, se opté por un protocolo de 72 horas
totales (48 horas de diferenciacion y 24 horas de activacion), descrito en multiples
publicaciones (Lopez & cols., 2009; Aguilera & cols. 2011; Tittarelli & cols., 2012).
Este protocolo ha demostrado generar TAPCells de forma eficiente (Gonzélez,
2011) y aun mas importante, este método concilia con el proceso de diferenciacion
fisioldégica que ocurriria in vivo desde monocitos que infiltran los tejidos afectados

por una injuria especifica (Randolph & cols., 1999; Ginhoux & cols., 2006).

En este estudio in vitro se evidencié que Haptoglobina (HP) induce el aumento de
la expresion de marcadores asociados a maduracion como CD80, CD83 y CD86,
mientras que EIF4e produjo un aumento de CD80 y CD83. Estas moléculas estan
asociadas al fenotipo de mDCs, este resultado fue similar al observado en un
estudio in vitro donde se utilizé las proteinas HSP72 y HSP60, como estimulo de
maduracién las cuales son DAMPs conocidas (Bethke & cols., 2002).

Respecto a los resultados obtenidos para HP y EIF4e, es importante tomar en
consideracion que la magnitud de sus efectos sobre los distintos marcadores

fueron discretos, pero significativos. Diversos trabajos que han utilizado otras
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proteinas reconocidas como DAMPs, para realizar experimentos de caracteristicas
similares a las descritas en este trabajo, muestran que la induccion de los
marcadores aqui estudiados es de tres a cinco veces mayor que la observada con
HP y ElIF4e, sin embargo, la concentracion utilizada de DAMPs en esos estudios
fue entre 5 a 200 veces mayor que la usada para HP y EIF4e (Singh-Jasuja &
cols., 2000; Somersan & cols., 2001; Wang & cols., 2002), con este protocolo se
pretendioé encontrar efectos utilizando concentraciones cercanas a las fisiologicas
y asi develar la potencialidad de la proteina en cuestion.

Respecto al rol de distintos DAMPs en la maduracion in vitro de DCs humanas, se
ha descrito en multiples estudios el aumento en los marcadores de maduracion sin
realizar hincapié en las magnitudes o significancia estadistica de estas diferencias
respecto al control no tratado, siendo el perfil de citoquinas y la capacidad de
estimular LT en conjunto con este aumento relativo en los marcadores de
maduracion, los que finalmente tipificaran a una DC como funcional y madura por
medio de un estimulo en particular (Kuppner & cols., 2001; Messmer & cols., 2004;
Yang & cols., 2006).

Por otra parte, si bien las proteinas estudiadas tuvieron efecto sobre algunos de
los marcadores de maduracion planteados en este trabajo, este efecto no se
evidencié para MHC-II, el cual es uno de los marcadores reconocidos en mDC. Sin
embargo, en un estudio in vitro donde se utilizé el reconocido DAMP calreticulina
(CRT), no se observo un aumento significativo de MHC-II, ni de CCR7. Aun asi, se
logré establecer una respuesta inmune, al elevar el perfil de citoquinas y estimular
a los LT durante su cocultivo con DCs y CRT (Bajor & cols., 2011), mostrando de
esta manera que los niveles de MHC-II no condicionarian de forma absoluta la
funcionalidad de la DC.

Respecto a Anexina IV (ANX4), esta no tuvo efectos significativos sobre las DCs,
indicando que este tipo particular de DCs no son susceptibles al estimulo de esta
proteina en las condiciones experimentales aplicadas en este estudio. Sin
embargo, este resultado indicaria que los efectos observados para EIF4e y HP no
son replicables con cualquier proteina, sino mas bien especificos. Ahora, al afiadir
ANX4 al lisado TRIMEL sin HS, se indujo CD83 y CCR7. Esto puedo deberse a la

necesidad de un andamiaje o a un microambiente especifico para su funcion, algo
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gue sucede con la proteina HMGB1, una conocida DAMP, que dependiendo de su
estado de oxidacion en el medio extracelular puede alterar su actividad biolégica
(Venereau & cols., 2012; Liu & cols., 2012; Yu & cols., 2015).

Interesantemente, los efectos sobre las moléculas coestimuladoras y de adhesion
observados en las DCs al incubar con HP y EIF4e de manera independiente, se
mantuvieron al afladir estas proteinas al lisado TRIMEL sin heat shock. Incluso, se
observaron efectos con las proteinas en concentraciones menores, reafirmando

asi su contribucion.

Por otro lado, el aumento del porcentaje de células positivas para CCR7 es de
gran importancia porque es el receptor que direcciona las DCs hacia los linfonodos
secundarios para realizar la presentacion antigénica a LT. Es asi como en este
estudio se evidencio el aumento de este marcador tanto para las proteinas ElF4e
y HP como para las diferentes presentaciones de TRIMEL sin HS enriquecido con
las distintas proteinas candidatas.

Para completar este estudio, se espera confirmar estos resultados con ensayos de

migracion por medio de camaras transwell.

Finalmente, estos resultados dan fundamento para seguir investigando respecto a
los posibles efectos de estas proteinas sobre las DCs, ya sea utilizando en
combinacion estas proteinas, mayores concentraciones de las mismas, inducir la
sobreexpresion de estas en algun tipo celular o bloguearlas del lisado TRIMEL.
Ademas, este estudio es el primer paso para seguir investigando los efectos de
estas proteinas sobre otros aspectos relevantes que tienen relacion con una DC
funcionalmente madura, como la induccibn de citoquinas especificas, su
capacidad de migracion hacia tejido linfoide y su interaccion con LT, entre otros

ensayos.
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Haptoglobina es capaz de inducir de forma significativa la expresion de los
marcadores de maduracion CD80, CD83 y CD86 en DCs humanas
respecto a monocitos activados.

EIF4e aumentd de manera significativa la expresion de MHC-I, CD80 y

CD83 en DCs humanas respecto a monocitos activados.

Haptoglobina y EIF4e indujeron la expresion del receptor de quimioquinas
CCR7 en comparacion con monocitos activados.

Haptoglobina y EIF4e generaron un aumento en la expresiéon de moléculas
coestimuladoras, de adhesion y CCR7, al utilizarlas en combinacién con el
lisado TRIMEL sin HS, manteniendo el efecto observado al emplearlas por

si solas.

Anexina IV fue capaz de inducir de forma significativa la expresiéon de CD83
y CCRY7 al agregarla al lisado TRIMEL sin HS comparado con el lisado por

si solo.

Es necesario realizar otros estudios que evallen el efecto de la induccion
de los marcadores de maduracién generada sobre las DCs evidenciada en
este trabajo y asi verificar la funcionalidad de este efecto. Esto ultimo, por
medio de la medicion del perfil de citoquinas, migracion de DCs vy

proliferacion de LT, entre otros ensayos.
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ANEXOS

I. Figuras suplementarias
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Figura suplementaria 1. Expresion de moléculas de histocompatibilidad
clase | y Il en IiDCs estimuladas con distintas concentraciones de
Haptoglobina. Monocitos activados fueron estimulados con HP en
concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml. Se muestran resultados de cuatro
experimentos independientes de diferentes donantes, donde se evaluo la MFI
de MHC-I y MHC-II, dentro de la poblacion CD11c+, medido por citometria de
flujo. *p< 0,05.
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Figura suplementaria 2. Expresion de molécula de histocompatibilidad
clase Il y molécula coestimuladora CD86 en iDCs estimuladas con
distintas concentraciones de EIF4e. Monocitos activados fueron estimulados
con EIF4e en concentraciones de 1, 10 y 100 ng/ml. Se muestran resultados
de cuatro experimentos independientes de diferentes donantes donde se
evaluo la MFI de MHC-II y CD86 dentro de la poblacion CD11c+, medido por
citometria de flujo. *p< 0,05.
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Figura suplementaria 3. Expresion de marcadores de maduracion MHC |,
MHC-II, CD80, CD83, CD86 y CCR7 en iDCs estimuladas con Anexina IV.
Monocitos activados fueron estimulados con ANX4 en concentraciones de 1,
10 y 100 ng/ml. Se muestra resultados de cuatro experimentos independientes
de diferentes donantes donde se evalué la MFI de MHC-I, MHC-II, CD80,
CDa83, CD86, y el porcentaje de células positivas para CCR7, en la poblacion
CD11c+, medido por citometria de flujo. *p< 0,05.
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Figura suplementaria 4. Expresion de moléculas de histocompatibilidad
clase Il en iDCs estimuladas con TRIMEL sin heat shock enriquecido en
Haptoglobina. Monocitos activados fueron estimulados con TRIMEL sin HS
(HS(-)) 50 pg/ml adicionando HP en concentracion de 0,1 y 10 ng/ml. Se
muestran resultados de cuatro experimentos independientes de diferentes
donantes donde se evalud la MFI de MHC-II dentro de la poblacion CD11c+,
medido por citometria de flujo. *p< 0,05.
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Figura suplementaria 5. Expresion de moléculas de histocompatibilidad
clase I, Il y molécula coestimuladora CD86 en iDCs estimuladas con
TRIMEL sin heat shock enriquecido en EIF4e . Monocitos activados fueron
estimulados con TRIMEL sin HS (HS(-)) 50 pg/ml enriquecido con ElIF4e en
concentraciones de 0,1 y 10 ng/ml. Se muestran resultados de cuatro
experimentos independientes de diferentes donantes donde se evalué la MFI
de MHC-I, MHC-Il y CD86 dentro de la poblacion CD11c+, medido por
citometria de flujo. *p< 0,05.
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Figura suplementaria 6. Expresion de moléculas de histocompatibilidad
clase I, Il, y moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 en iDCs
estimuladas con TRIMEL sin heat shock enriquecido en Anexina IV.
Monocitos activados fueron estimulados con TRIMEL sin HS (HS(-)) 50 pg/ml
enriqguecido con ANX4 en concentraciones de 0,1 y 10 ng/ml. Se muestran
resultados de cuatro experimentos independientes de diferentes donantes
donde se evalué la MFlI de MHC-I, MHC-II, CD80 y CD86 dentro de la
poblacion CD11c+, medido por citometria de flujo. *p< 0,05.
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Il. Consentimiento informado

FACULTAD

ODONTOLOGIA

UNIVERSIDAD DE CHILE

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto: Andlisis proteémico e inmunoldgico de lisados de células
tumorales: Identificacion de nuevas seiiales de peligro para la activacion
de células dendriticas.

Investigador responsable: Dr. Fermin Gonzalez

Lugar de la Investigacién: Laboratorio de Inmunologia Experimental & Cancer,
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile. Direccién: Sergio Livingstone
Polhammer 943, Independencia, Santiago.

1. INFORMACION SOBRE EL ESTUDIO DE INVESTIGACION
1.1. ;Cual es el propdsito del estudio?

Este estudio pretende identificar nuevas proteinas, desde células cancerigenas, que
permitan aumentar la activacion de un tipo especial de células del sistema inmune,
llamadas células dendriticas y mejorar asi las respuestas clinicas de los pacientes
vacunados con este tipo de células. En ultima instancia, este conocimiento ayudard a
mejorar los tratamientos contra diversos tipos de cancer que utilizan este tipo de células
del propio paciente.

1.2. ;Quién puede participar en este estudio?

Cualquier individuo sano que cumpla con los requisitos del Banco de Sangre para ser
donante.

1.3 ;Por qué debiera yo considerar mi participacién como sujeto de investigacién en
este estudio?

Porque con su participacién usted contribuira al conocimiento de nuevas formas de activar
células del sistema inmune del propio individuo para que destruyan las células tumorales. -
Este conocimiento ayudard a entender mejor la relacién que existe entre las células\/
dendriticas y las células cancerigenas durante el desarrollo del cancer. Los datos obtenidos

N\ 1\

Versién 3. Edicion 5 de Agosto 2016 4 7AGU .7;’016"



en este estudio podrian mejorar significativamente los tratamientos inmunolégicos
actuales para pacientes con cancer.

1.4. ;Tengo necesariamente que participar en este estudio? ;Si acepto participar,
puedo cambiar de opinién o retirarme?

Usted no tiene ninguna obligacion de participar en este estudio. Ademds, si acepta
participar puede retirarse en cualquier momento y solicitar que su muestra de sangre sea
eliminada del estudio.

1.5. ;Si decido participar en el estudio, en que consisten precisamente las
evaluaciones, y que tipo de tratamientos o procedimientos me van a practicar?

De la sangre donada por usted se obtendra un concentrado de glébulos rojos que seran
utilizados para experimentos de andlisis inmunolégicos en un laboratorio. La muestra sera
destinada para la obtencién de células mononucleares con las que se generaran células
dendriticas con distintos estimulos de maduracién y se evaluara su capacidad de generar
una respuesta inmune anti-tumoral. Si decide participar, el inico procedimiento al que sera
sometido es la extraccion, por una sola vez y en aproximadamente 10 minutos, de 450 ml
de sangre desde uno de sus brazos.

1.6. ;Qué peligros podria experimentar en este estudio, y que haran los
investigadores para reducir el riesgo de que éstos se presenten?

Los riesgos son minimos y de presentarse alguna complicacién, éstas estan relacionadas a
la toma de muestra y pueden ser una pequeia molestia al momento de puncién y la
formacion de un hematoma en el sitio de puncién. Esta toma de muestra es un
procedimiento habitual para el Banco de Sangre que cuenta con personal altamente
calificado y con extensa experiencia.

1.7. ;Qué haran los investigadores para asegurar que la informacién que
recolectaran sobre mi, no caera en manos equivocadas?

Cada muestra sera almacenada con un cédigo tnico de ingreso al estudio al cual solo tendra
acceso el investigador responsable del proyecto.

1.8. ;Qué beneficios personales puedo yo esperar al participar en este estudio?

Al participar en este estudio usted no recibira ningin tipo de beneficio personal, tanto

financiero como de servicios. De este modo, estard solo contribuyendo a un proyecto1 : L\
A\

cientifico orientado a poder mejorar en el futuro los tratamientos contra el cancer.
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1.9. ;En qué podria este estudio beneficiar a otros?

Este estudio permitira comprender de mejor forma los mecanismos y factores que influyen
en la maduracién y activaciéon de células dendriticas. Eventualmente, el conocimiento
generado en este proyecto podria ayudar en el futuro a mejorar las vacunas celulares
contra el cancer, beneficiando asi a pacientes con cancer avanzado que actualmente no
responden a este tipo de tratamientos y no tienen otras alternativas terapéuticas.

1.10. ;Qué haran los investigadores si sufro algiin dafio durante el estudio?

Usted no sufrira ningin dano durante este procedimiento, solo las molestias mencionadas
en el punto 1.6.

1.11. ;Recibiré algin pago por participar en este estudio?

Su participacién en este estudio es voluntaria y no percibira ninguna remuneracién por
ello.

1.12. ;Se cobrara a mi, a mi Isapre o compaiiia de seguros de salud el costo de
algunos de estos estudios?

Este estudio no tiene costo alguno para usted o su sistema de salud.

1.13. ;Una vez que yo haya ingresado como sujeto de estudio, a quien tendria que
dirigirme para averiguar mas acerca del estudio o para hacer llegar algiin reclamo
respecto al trato que hubiese recibido?

Para averiguar mas acerca de este proyecto, usted puede dirigirse al responsable del
estudio Dr. Fermin Gonzalez, al teléfono 29781839.

1.14. ;Si decido no participar en este estudio, que me puede suceder, 0 que otras
opciones tengo si necesito tratamiento?

El no participar de este estudio no tiene ningtin efecto directo para usted.

1.15. En caso de no ser usada completamente, ;qué destino final tendra la muestra
de sangre remanente?

De quedar parte de la muestra después de este estudio, ésta quedara almacenada en
contenedores en el Laboratorio de Inmunologia Experimental & Céancer de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile, donde eventualmente podra ser usada en estudlos(
futuros sobre la relacion entre sistema inmune y cancer. Las muestra estaran a cargo del
responsable del estudio Dr. Fermin Gonzélez quien sera su custodio. No obstante, usted
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2. DOCUMENTACION DEL CONSENTIMIENTO

2.1. ;Después que firme el documento, quien lo guardara?

Este documento sera guardado y custodiado por el investigador responsable del proyecto.
2.2. Consentimiento del participante con el estudio como sujeto de experimentacién.
1 )
estoy dispuesto y acepto participar en este proyecto de investigacion. He leido la
informaciéon descrita y mis preguntas acerca del estudio han sido respondidas

satisfactoriamente. Al firmar este documento, indico que tengo un entendimiento claro del
proyecto y que recibiré una copia del mismo.

Bt csinmminnsmasamiesnmmnnases JREPREAR e s i

2.3. Consentimiento del investigador o delegado del Director/Ministro de fe.

Al sujeto de investigacion he entregado informacién sobre el estudio, y en mi opinién esta
informacién es precisa y suficiente para que el sujeto entienda completamente la
naturaleza, los riesgos y beneficios del estudio, y los derechos que tiene en tanto sujeto de

investigacion. No ha existido coercidn ni ha actuado bajo influencia alguna. He sido testigo
que el sujeto firmé el documento.

Nombiredel Investgador: o auossusnsssmmrapnian UL s s
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puede elegir que este material sea eliminado una vez terminado el estudio, para lo cual le
solicitamos completar una de las dos opciones que se le presentan a continuacién:

o Almacenada en forma anénima para su uso posterior en otros estudios.

o Eliminada una vez finalizado el proyecto.
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HOSPITAL CLINICO UNIVERSIDAD DE CHILE

Comité Etico Cientifico o de Investigacion

ACTA DE EXTENSION DE APROBACION N° 012/16

Santiago, 17 agosto de 2016.

El Comité Etico Cientifico o de Investigacién del Hospital Clinico de la Universidad de
Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Antonio Morales Barria. Médico Gastroenter6logo. Presidente
Dra. Ana Maria Madrid S. Médico Gastroenterélogo. Vicepresidente
Prof. Verdnica Anguita Mackay. Académico. Secretaria de Acta

Dr. Sergio Valenzuela P. Médico Gineco-Obstetra

Dr. Juan Carlos Prieto D. Médico Farmacologia Clinica

Srta. Rina Sepulveda A. Abogado.

Dra. Gloria Lopez Stewart. Médico Endocrindloga.

Dra. Teresa Massardo Vega. Médico Cirujano.

Dr. Juan Jorge Silva. Médico Cirujano.

Ha analizado su solicitud de extension de aprobacion del proyecto -Analisis
proteémico e inmunolégico de lisados de células tumorales: Identificacion de
nuevas sefales de peligro para la activacion de células dendriticas”, cuyo
investigador principal es El Dr. Fermin Gonzalez de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. Participa como co-investigador de proyecto el Dr. Milton Larrondo
del Servicio Banco de Sangre del Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

Para estos efectos se tuvo a la vista el documento:
¢ Informe semestral de proyecto, fechado 05 de agosto de 2016.
o Consentimiento Informado Versién 3, Edicién 05 de agosto de 2016.

No encontrandose objeciones, el Comité otorga la Aprobacion Etica para la
continuacion del Estudio propuesto, en sesion del dia 17 de agosto de 2016, la
que se extiende por un plazo de 12 meses a contar de esta Eg
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DR. ANTONIO MORALES BARRIA
F ESIDENTE
COMITE ETICO CIENTIFICO
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