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RESUMEN

La respuesta a proteinas mal plegadas (Unfolded Protein Response, UPR) es
una respuesta fisiologica esencial para la sobrevida de células eucariontes ya que su
funcién consiste en aliviar el estrés causado por la acumulacién de estas especies en
el reticulo endoplasmico (RE) o en su defecto, gatillar procesos de muerte celular. Uno
de los sensores de estrés de RE, IRE1a y uno de sus blancos, el factor de
transcripcion XBP-1s, se encuentran activos de manera constitutiva en ciertos tipos de
células dendriticas (DCs). IRE1a ha emergido] como un regulador importante de la
funcion de células inmunes en diversos procesos que incluyen inmunidad innata a
patégenos, diferenciacion celular y cancer. Con respecto a este Ultimo, antecedentes
previos identifican a lisados celulares derivados de células de melanoma como
potentes activadores de esta via en DCs. Por ofra parte, la inhibicion farmacoldgica de
IRE1a en DCs disminuye su capacidad de realizar presentacion cruzada de antigenos
y de producir citoquinas en respuesta a la activacion con los lisados de células
cancerigenas. Debido a esto, resulta atractivo analizar el eje [RE1a en DCs en un

contexto de inmunoterapia antitumoral.

Para estudiar este fenémeno, se generaron DCs murinas de manera in vitro con
la citoquina FLT3-L. Observamos que lisados celulares de melanoma son potentes
activadores de IRE1a en DCs convencionales, a través de un factor soluble.
Adicionalmente, la inhibicién farmacologica de IRE1a con el aldehido 4p8C disminuye
la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, sin afectar otras funciones tales como la
presentacion de antigenos endégenos en moléculas de histocompatibilidad de clase |

(MHC-1), sugiriendo que esta proteina controla procesos especificos relacionados con




la funcion de DCs. Finalmente, evaluamos el

rol de IRE1a en la presentaciéon de

antigenos tumorales in vivo y en el potencial antitumoral de las DCs en melanoma

metastasico a través de la utilizacion de diversos modelos murines. Sin embargo, no se

obtuvieron resultados concluyentes respecto al ol del eje IRE1a/XBP-1s en DCs en la

presentacion de antigenos tumorales in vivo ni

su rol en la inmunidad antitumoral, lo

que podria deberse a limitaciones técnicas inherentes de los modelos asociados,

particularmente a la eficiencia de presentacion antigénica mediada por la transferencia

adoptiva de DCs y al uso de inhibidores farmaco

6gicos.

En conclusién, nuestros resultados junto a otros antecedentes previos, indican

que IRE1a/XBP-1s tiene un rol importante en la

funcién de DCs in vitro, pero debido a

las limitaciones mencionadas en las estrategias utilizadas, no fue posible evaluar de

manera precisa el rol de este eje en DCs en la presentacion de antigenos tumorales in

vivo, ni su rol en la inmunidad antitumoral. Pese

DCs in vivo sigue siendo un fenémeno imp

a esto, el rol de IRE1a en funciones de

ortante de estudiar que no ha sido

completamente dilucidado, por lo que se propone extender estos resultados en otros

modelos en ratén que nos permitan resolver esta

interrogante.




ABSTRACT

The unfolded protein response (UPR) is an essential physiological response for
the survival of eukaryotic cells, since its function is to alleviate the stress caused by the
accumulation of misfolded proteins in the endoplasmic reticulum (ER), and when it fails
to do so, the UPR is responsible to trigger cell death. One of the ER stress sensors,
[RE1a and its target the transcription factor XBP-1s, are constitutively activated in
certain subsets of dendritic cells (DCs). IRE1a has emerged as an important regulator
of the function of immune cells in diverse processes that include innate immunity
against pathogens, cell development and cancer. Previous results identified cell lysates
derived from melanoma cells as potent activators of the IRE1a/XBP-1s in DCs. On the
other hand, pharmacological inhibition of this pathway in DCs decreases their capacity
to present antigens and produce cytokines in response to activation with cancer cell
lysates. Thus, given that IRE1a is induced during DC activation with melanoma cell
lysates, this signaling pathway results attractive to analyze in the context of melanoma

antitumor immunotherapy.

To study this phenomenon, mouse DCs were generated in vitro with the FLT3-L
cytokine. We observed that melanoma cell lysates are potent activators of IRE1a in
conventional DCs, through a soluble factor. Additicnally, the pharmacolegical inhibition
of IRE1a with the 4p8C aldehyde decreases the production of proinflammatory
cytokines, without affecting other functions such as the presentation of endogenous
antigens in MHC-l, suggesting that this protein controls specific processes related to
DC function. Finally, we evaluated the role of IRE1a in tumor antigen presentation in

vivo and in the antitumor potential of DCs in metastatic melanoma using diverse mouse




models. Nevertheless, no conclusive resuits were obtained respect to the role that this
signaling axis plays in DCs in tumor antigen presentation in vivo nor its role in antitumor
immunity, which could be due to technical limitations inherent to the models used,
particularly the antigen presentation efficiericy mediated through the adoptive transfer of

DCs and the use of pharmacological inhibitors.

In conclusion, our results along with previous results indicate that IRE1a/XBP-1s
has an important role in DC function in vitro, but due to the mentioned limitations in the
strategies used, it was not possible to evaluate in a precise manner the role of this axis
in DCs in the presentation of tumor antigens in vivo, nor its role in antifumoral immur:lity.
Despite this, the role of IRE1a in DC function in vivo is still an important phenomenon to
study that has not been completely elucidated, which is why we propose to extend this

results in other mouse models that can allow us to answer this question.




INTRODUCCION

Reticulo endoplasmico y la respuesta a proteinas mal plegadas.

El reticulo endoplasmico (RE) es un organelo presente en todas las células
eucariontes, que tiene como funcién principal la biosintesis, plegamiento y maduracion
de al menos un tercio de [as proteinas en la célula (Hetz y col., 2015; Westrate y col.,
2015). En este organelo ocurre ademas la sintesis lipidica y constituye un reservorio
intracelular de Ca?*, el cual es utilizado como segundo mensajero en diversas vias de
sefializacién (Berridge y col., 2000). Gran parte de las proteinas que son secretadas, o
destinadas a transmembrana son sintetizadas por ribosomas asociados al RE y son
importadas al limen de este organelo en donde ocurre el proceso de plegamiento y
maduracién post-traduccional (Hetz y col., 2015; Walter & Ron 2011). En este lugar, los
polipéptidos son plegados a su conformacion nativa y son sometidos a diversas
modificaciones post-traduccionales por enzimas dedicadas tales como chaperonas,
glicosilasas y oxidoreductasas, las que permiten que las proteinas recién sintetizadas
adquieran su conformacion y maduracion estructural (Frakes y col., 2017; Hetz y col,
2015; Mardones y col.,, 2014). Para llevar a cabo el proceso de plegamiento y
maduracién de proteinas, el RE esta equipado con mecanismos de. control de calidad
altamente refinados que permiten que solo las proteinas correctamente plegadas
ingresen a la ruta secretora (Hetz y col., 2015; Moore y col., 2012; Ron y col., 2007,
Schréder y col., 2005), mientras que las proteinas plegadas incorrectamente
permanezcan retenidas en el organelo para ser destinadas a degradacion a través de

mecanismos que incluyen degradacién de proteinas asociada a reticulo endoplasmico




(ER-associated protein degradation, ERAD) o autofagia (Janssens y col., 2014; Lamia

y col., 2009; Schuck y col., 2014).

Sin embargo, dependiendo del programa de diferenciacién celular, del
microambiente o de la demanda fisioldgica, la tasa de sintesis proteica puede variar
rapidamente (Harding y col., 1999; Moore et al. y col., 2012; Ron & Walter 2007}. De
hecho, distintos tipos de estimulos inflamatorios tales como hipoxia, radiacion,
hipoglicemia, infecciones y alteraciones metabdlicas pueden ocasionar un aumento en
la cantidad de proteinas mal plegadas presentes en el limen del RE (Kempner y col.,
2009; Koumenis y col., 2007; Lazar y col., 2014; Mardones et al. y col., 2014; Palorini y
col., 2013). Una proteina mal plegada se define como cualquier conformacién proteica
con una energia libre mayor que la conformacion nativa y, en términos bioldgicos,
corresponde a cualquier proteina capaz de interactuar con chaperonas moleculares
(Schréder & Kaufman 2005). La acumulacion de proteinas mal plegadas en el lumen
del RE genera una respuesta denominada estrés del RE, el cual es definido como el
desbalance entre la tasa de plegamiento de las proteinas en sintesis y la capacidad de
este organelo de plegarlas y modificarlas eficientemente (Gardner y col., 2013;
Janssens et al. y col., 2014; Schrdder et al. y col.,, 2005). El estrés de RE gatilla una
red de cascadas de sefalizacion filogenéticamente conservadas, denominada
colectivamente como la respuesta a proteinas mal plegadas (Unfolded Protein
Response, UPR), la cual tiene como finalidad regular la homeostasis celular,
reestablecer la maquinaria biosintética y mantener la fidelidad de la sintesis proteica.
La activacion de la respuesta a proteinas mal plegadas resulta por una parte, en un
aumento en la capacidad de plegamiento de proteinas, a través de la induccion de

genes blanco asociados a aumentar la capacidad biosintética del RE, tales como




genes codificantes para foldasas, chaperonas, oxidorreductasas, proteinas asociadas a
degradacién y proteinas involucradas en la sintesis de aminoacidos, lipidos Y
remodelamiento del RE, entre ofros (Hetz y col., 2015; Janssens y col., 2014; Walter &
Ron 2011). Sin embargo, en condiciones de estrés de RE irreversible, la respuesta a
proteinas mal plegadas puede también disminuir la carga biosintética mediante la
atenuacion de la sintesis de proteinas a nive! transcripcional (Pakula y col., 2003),
traduccional (Harding y col., 1999; Walter & Ron 2011} y finalmente, inducir muerte
celular mediada por apoptosis (Han y col., 2009; Lerner y col., 2012; Maly y col., 2014).
La respuesta a proteinas mal plegadas es controlada por tres sensores ubicados en el
limen del RE denominados ATF6, IRE1a y PERK (Frakes y col.,, 2017; Gardner y col.,
2013; Mardones y col., 2014; Moore y col., 2012). En estado basal, estos tres sensores
se encuentran en estado inactivo, acoplados a una chaperona denominada BiP
(ademas conocida como HSP70 o GRP78). Un aumento en la cantidad de proteinas
mal plegadas en el [imen dei RE induce la liberacién de BiP de los sensores ATFG,
[RE1a y PERK por mecanismos de competicion, lo que conduce a la activacién de los
sensores de manera coordinada. Si bien estos sensores son clasicamente activados
por la liberacién de BiP, existen reportes de mecanismos alternativos por los cuales
estos sensores pueden ser activados, en ausencia de proteinas mal plegadas o estrés
de RE. Se ha descrito que tanto IRE1a como PERK son capaces de sensar cambios
en la composicion lipidica de la membrana del RE a través de sus dominios de
transmembrana y son activados cuando aumenta el nivel de saturacién de los acidos
grasos que la componen (Robblee y col., 2016; Volmer y col., 2015, 2013). Una vez
activados, estos sensores sefializan mediante distintas maneras. ATF6 migra hacia el
aparato de Golgi, en donde ocurre un procesamiento proteolitico que libera su dominio

citosélico (ATF6f) el cual actia como factor de transcripcion en promotores que




contengan elementos de respuesta a estrés de RE (ERSE-l y ERSE-lI), tales como
chaperonas entre otros (Yamamoto y col., 2004). Por otra parte, PERK es una proteina
kinasa que cligomeriza y autofosforila en respuesta a estrés de RE, la cual fosforila al
factor eukaryotic translation initiator factor 2a o elF2a que tiene la capacidad de
atenuar la sintesis general de proteinas permitiendo selectivamente la traduccion del
factor de transcripcién ATF4 (Teske y col., 2011). Ademas, ATF4 activa la transcripcion
de un gen blanco llamado CHOP (Ron & Walter 2007; Szegezdi y col., 2006). CHOP es
generalmente considerado un factor transcripcional pro-apoptdtico debido a que es
capaz de inducir la expresion de GADD34, una fosfatasa involucrada en revertir la
inhibicién de la traduccion mediada por elF2a y también inducir la expresiéon de
ERO1a, una oxidasa residente de RE. Mediante la induccién de estos dos genes,
CHOP es capaz de sobrecargar la capacidad de sintesis del RE y aumentar los niveles
de especies reactivas de oxigeno {ROS), favoreciendo procesos de dafio y muerte
celular (Gardner et al. y col., 2013; Marciniak y col., 2004). Adicionalmente CHOP
puede reprimir la transcripcion del gen Bcl-2, el cual codifica para una proteina anti-
apoptética que es capaz de bloguear la salida de citocromo ¢ desde la mitocondria en
un mecanismo dependiente de caspasa-8 (Hacki y col., 2000; Schréder y col., 2005).
Mediante este mecanismo, CHOP es capaz de inducir la activacién de caspasa-3 y la
posterior fragmentacion del DNA nuclear, lo cual lleva inevitablemente a apoptosis
(Kitazumi y col.,, 2011). Por ofra parte, la mas conservada de estas 3 ramas de
sefializacion es la ejecutada por |RE1q, la cual como ATF6 y PERK, es una proteina de
transmembrana del RE y, en respuesta a la liberacién de BiP, es capaz de dimerizar,
autofosforilar y activar sus dominios kinasa y endoribonucleasa (Joshi y col., 2015). El
dominio endoribonucleasa de IRE1a posee dos funciones: por una parte, es capaz de

procesar a través de un mecanismo de splficing alternativo el RNA mensajero (MRNA)




codificante para el factor de transcripcion XBP-1. Este procesamiento remueve una
porcion de 26 nucledtidos del mRNA de XBP-1, el cual es posteriormente ligado
mediante una ligasa especifica llamada RTCB (Jurkin y col, 2014). Este
procesamiento produce un cambio en el marco de lectura que resulta en la traduccién
de un patente factor de transcripcion denominado XBP-1 spliced (XBP-1s) (Sidrauski &
Walter 1997). XBP-1s es esencial para la transcripcién de chaperonas, foldasas,
proteinas involucradas en sintesis de lipidos y proteinas asociadas a la degradacion
asociada al RE, ERAD (Ron & Walter, 2007). En mamiferos, la forma no procesada de
XBP-1 también es traducida y funciona como un regulador negativo de la forma
spliced, ya que puede unirsele, secuestrarlo del nicleo y aumentar su degradacion a
través del proteosoma (Yoshida y col., 2008). XBP-1 juega un papel crucial en
funciones metabdlicas, como se ha evidenciado en estudios de perdida de funcion
tanto en ratén como en humano. Por gjemplo, tanto IRE1 como XBP-1 son requeridos
para el desarrollo embriénico en raton, ya que el knock out (KO) global de alguno de
estos genes resulta en letalidad embridnica debido a hipoplasia y apoptosis hepatica
(Reimold y col., 2000). E! rescate de la expresién de XBP-1 en higado en ratones XBP-
1 KO previene su muerte en utero, sin embargo, estos animales mueren a los pocos
dias post parto debido a retardo del crecimiento e hipoglicemia, y a la malformacion de
glandulas salivares y apoptosis de células de los acinos pancreaticos. En ausencia de
XBP-1, estas células de naturaleza secretora sucumben a apoptosis debido al estrés
de RE causado por un desbalance entre la capacidad de plegamiento del RE y Ila
demanda de produccién de enzimas digestivas, por ejemplo (Lee y col., 2005).
Ademas, I[RE1a y XBP-1 tienen un rol importante también en células del sistema

inmune, como se describe mas adelante.




Por otra parte, ademas de procesar el RNA mensajero codificante para XBP-1,
el dominio endoribonucleasa de IRE1a procesa RNA mensajeros de diversa naturaleza
en un proceso denominado Regulated IRE1a-Dependent mRNA Decay o RIDD (Hollien
y col., 2009), como se esquematiza en la Figura 1. A diferencia de XBP-1s, los mRNAs
procesados via RIDD son degradados, o que permite regular finamente la expresion
de diversos genes relacionados con plegamiento de proteinas, ERAD y homeostasis
de Ca?* (Coelho & Domingos 2014). Los mRNAs blancos de RIDD no se restringen
solamente a transcritos codificantes para proteinas residentes del RE ya que se han
revelado blancos adicionales en diversos contextos metabolicos. Varios estudios
demuestran que IRE1a juega un rol importante en la regulacién de la homeostasis de
células B de pancreas en condiciones de hiperglicemia a través de la degradacion de
los mRNAs codificantes para insulina /nsulin? e Insulin2 cuando estas células son
expuestas a altas concentraciones de glucosa (Han et al. y col., 2009; Lipson y col,,
2008). Adicionalmente, en situaciones en que el estrés de RE se hace inviable con la
funcién celular, IRE1a puede degradar los micro RNAs (miRNAs) pro-apoptoticos
miRNA — 17, 34a, 96 y 125b, los cuales normalmente reprimen la traduccién de
Caspasa-2, mediante RIDD y de esa manera inducir apoptosis durante condiciones de
estrés prolongado (Upton y col., 2012). En el sistema inmune, se ha reportado que
RIDD es requerido para la activacion del receptor de reconocimiento de patron RIG-I,
NF-kB y la via de interferén en presencia de la toxina del célera, proponiendo de esta
manera a IRE1a como un sensor del sistema inmune innato (Cho y col, 2013).
Adicionalmente se ha reportado en ensayos de microarreglo que dentro de los mRNA
que son sustratos de RIDD en DCs se encuentran varios genes involucrados en la
funcién del sistema inmune, tales como genes involucrados en transporte de vesiculas,

proteinas lisosomales y proteinas de carga del péptido antigénico en MHC-| tales como




tapasina (Osorio y col., 2014). Mas aun, estudios recientes reportan que RIDD es
fundamental para la sobrevida de DCs convencionales tipo 1 (cDC1) en mucosas tales
como pulmén e intestino (Tavemier y col., 2017). Estos reportes indican que RIDD
tiene un papel fundamental en la sobrevida y homeostasis de ciertos tipos celulares,
tales como ¢DC1. Cuales son las condiciones que inciden en que IRE1a realice RIDD o
el splicing alternativo de XBP-1 es un fendémeno que no esta bien dilucidado. Existe un
reporte de ensayos in vitro en el cual se postula que IRE1a realiza RIDD cuando este
se dimeriza y el splicing alternativo de XBP-1 cuando se organiza de forma oligomerica
(Tam y col., 2014), sin embargo existe mayor numero de reportes que postulan
justamente lo contrario: la dimerizacién de IRE1a activa su dominio RNAsa para el
splicing de XBP-1y en casos de estrés sostenido, IRE1a se oligomeriza e hiperactiva
su dominio RNAsa, activando RIDD (Ghosh y col., 2014; Lerner et al. y col., 2012;
Upton et al. y col., 2012). Por lo tanto, a la fecha, los mecanismos de activacion de
[RE1a con respecto a la induccion de XBP1-s versus RIDD son materia de intensa

investigacion.
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Figura 1: Esquema de la via IRE1a/XBP-1s. En estado basal (izquierda), el RE es
capaz de plegar correctamente |las proteinas destinadas a la ruta secretora. Frente a
estimulos que perturben el plegamiento de proteinas, tales como hipoxia, radiacion,
infeccion o incremento de la demanda biosintética, ocurre una acumulacion de
proteinas mal plegadas en el lumen del RE (derecha), ocasionando que la chaperona
BiP interaccione con estos intermediarios de plegamiento y dejando a IRE1a libre para
dimerizar y activar su actividad endoribonucleasa (RNAsa). IRE1a activo es capaz de
someter al mMRNA de XBP-1 a un proceso de splicing alternativo, el cual produce un
mRNA maduro que codifica para el factor de transcripcion XBP-1s, el cual migra al
nlcleo y promueve la expresion de genes relacionados con la homeostasis del RE. Al
mismo tiempo, esta actividad RNAsa de IRE1a puede degradar otros mRNA presentes
en el RE, en un proceso denominado Regulated IRE1a Dependent mRNA Decay o
RIDD.

Sistema inmune y las células dendriticas.

El sistema inmune esta compuesto por diversas estructuras, tejidos y tipos
celulares que tienen como funcién proteger al cuerpo contra patdégenocs, tales como
virus, bacterias u hongos, como también controlar la aparicién de células cancerigenas
(Parkin & Cohen 2001). Basandose en las caracteristicas de los componentes del

sistema inmune, éste puede ser separado en sistema inmune innato y adaptativo. Por




una parte, el sistema inmune innato corresponde a la primera linea de defensa del
organismo y comprende las barreras fisicas y quimicas del organismo (piel, epitelios,
mucosas, entre otros) (Sperandio y col., 2015), células del sistema inmune tales como
macroéfagos, neutrdfilos, eosindfilos, basodfilos, monocitos, células natural killer (NK) y
también células dendriticas (DCs) (Getz 2005); ademas de componentes proteicos y
otros mediadores de inflamacién, tales como el sistema del complemento y la familia
de las citoquinas, las cuales actiian como reguladores y coordinadores de muchas de
las funciones del sistema inmune (Striz y col., 2014). Por otra parte, el sistema inmune
adaptativo estd compuesto principalmente por linfocitos T (LT) y linfocitos B (LB) los
cuales a diferencia de las células del sistema inmune innato son altamente especificos
y poseen la capacidad de generar memoria inmunologica, es decir, de responder mas
vigorosamente ante exposiciones repetidas contra el mismo antigeno (Sallusto y col,,

2004).

El nexo entre el sistema inmune innato y el adaptativo lo hacen las células
presentadoras de antigenos o APC por su sigla en inglés antigen-presenting cell. Las
APCs profesionales por excelencia son las DCs, las cuales tienen funcion dedicada a
la captura y presentacién antigénica en moléculas de histocompatibilidad (MHC),
ademas de expresar moléculas coestimulatorias con lo que son capaces de activar LT
virgenes y dirigir su diferenciacion hacia los diversos fenotipos efectores descritos para

linfocitos T CD4* y CD8* (Liwski y col., 2006).

Las DCs son capaces de identificar un sitio de infeccién mediante el
reconocimiento de estructuras moleculares que son caracteristicas de microbios, y se

denominan patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) (Mogensen y col,,
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2009). Por otra parte, en contextos inflamatorios gatillados en ausencia de patdégenos
como por ejemplo en contextos tumorales, las DCs también pueden activarse mediante
el reconocimiento de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs). En contraste
con los PAMPs que corresponden a moléculas foraneas, los DAMPs son moléculas
enddgenas propias que permanecen secuestradas a nivel intracelular en células vivas,
pero que bajo condiciones de dafio o muerte celular, son expuestas para la activacion
de la respuesta inflamatoria (Brubaker y col., 2015; El Mezayen y col.,, 2007,
Hernandez y col., 2016; Zitvogel y col., 2010). Las DCs poseen la capacidad de
reconocer PAMPs y DAMPs a través de receptores de reconocimiento de patron o
PRRs (Thompson y col., 2011). La activacibn de PRRs gatilla un proceso de
transduccion de sefiales que conducen a la activacién de las DCs, el cual es un
proceso necesario para la generacion de inmunidad. En este proceso de activacion, las
DCs adquieren cambios fenotipicos y funcionales, los cuales convierten un fenotipo
“inmaduro”, especializado en captacion de antigenos a un fenotipo efector,
especializado en presentacién antigénica, activacion de linfocitos T y expresion de
moléculas como citoquinas, gquimiodquinas y moléculas de co-estimulacién (Banchereau

y col., 1998; Everts y col., 2014; O. Jofire y col., 2009; Merad y col., 2013).

Las DCs son un grupo heterogéneo de leucocitos que pueden subdividirse en 2
clases, las DCs convencionales (cDCs), las cuales tienen como funcidén principal la
captura y presentacion antigénica a LT, y las DCs plasmocitoides (pDCs) las cuales
tienen un rol importante en la inmunidad antiviral debido a que se especializan en la
produccion de interferones de tipo |, especialmente interferén a (McKenna y col., 2005).

En ratén y humano, las subpoblacioneé de DCs pueden ser categorizadas

dependiendo de su origen, factores de transcripcién y funcién. Recientemente, se ha
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propuesto una nueva nomenclatura para el sistema de fagocitos mononucleares
basado en ontogenia, con el objetivo de simplificar [a creciente diversidad de células
presentadoras de antigeno encontradas en tejidos (Guilliams y col., 2014). Basado en
este y otros reportes, estas células en raton pueden ser clasificadas en 3 categorias:
DCs plasmocitoides (pDCs) y DCs convencionales (cDCs), las cuales puedes ser
subdivididas en ¢DC del tipo 1 (cDC1) y cDC del tipo 2 (cDC2). Por una parie, pDCs
expresan bajos niveles de MHC-II, altos niveles de TLR7 y TLR® y expresan los
marcadores B220, Siglec-H y BST-2, ademas de depender del factor de transcripcion
E2-2 (Cisse y col., 2008; Ferrero y col., 2002; Schlitzer y col., 2014). Por otra parte, las
¢DC1s son un linaje de células que incluye DCs CD103* del tejido periférico y DCs
CD8a* residentes en el tejido linfoide, ademéas de expresar los marcadores XCR1,
DNGR1 y CD24 (Askew y col., 2008; Dorner y col., 2009; Edelson y col., 2010), y
depender de los factores de transcripcion BATF3, IRF8, [D2, ademas del receptor FLT3
para su diferenciacion (Belz y col., 2012; Schlitzer et al. y col., 2014). En los Ultimos
anos, el avance de nuevas tecnologias como la citometria de masa (CyTOF), single-
cell RNA seq y el uso de herramientas computacionales para la automatizacion de
analisis de datos de citometria de flujo multiparamétrica, nos han permitido analizar de
manera mas profunda la distribucion y origen de los distintos linajes de DCs a lo largo
de tejidos y especies (Guilliams y col., 2016; Schiitzer y col., 2015; See v col., 2017).
Funcionalmente, las cDC1s se especializan en secretar altos niveles de la citoquina
inflamatoria interleuquina 12 (IL-12) y en realizar el proceso de presentacion cruzada
de antigenos, la cual se refiere a la presentacion de antigenos derivados de fuentes
extracelulares en moléculas MHC clase |, para la diferenciacién y activacion de LT
citotéxicos CD8* (Guilliams et al. y col., 2014; Henry y col., 2008; Hey y col,, 2012;

Segura y col.,, 2011). Estas-células son originadas a nivel de medula ésea a partir del
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progenitor de macréfagos y DCs (MDP), diferenciandose al progenitor comun de DCs
(CDP) y posteriormente a pre-DC, etapa en la cual ya se pueden encontrar células
comprometidas con este linaje por la expresién de clusters génicos asociados y la
ausencia de los marcadores de linaje Siglec-H y Ly8C (Schiitzer et al. y col., 2015). En
humanos, el equivalente de estas células se caracteriza por la expresion de CD141 y
depender de los mismos factores de transcripcion que su contraparte murina (Schlitzer
et al. y col,, 2014). Si bien se pens6 en un momento que en humanos este tipo de
célula podrfa provenir de pDC, estudios recientes indican que aunque estos
progenitores comparten marcadores con pDC, estos progenitores exhiben un fenotipo
tnico y propiedades funcionales distintivas que previamenie eran afribuidas a pDC.
Estas células, al igual en ratén, se originan de pre-DCs en medula ésea, donde son
marcadas por un programa transcriptémico global que confiere una identidad linaje-
especifica, sin importar el tejido final donde esta célula se encuenire (See et al. y col.,
2017). Finalmente, ¢cDC2s corresponde a un linaje de DCs que expresan los
marcadores CD11b y CD172a (SIRPa) en ratén y CD1c en humano, dependen de los
factores de transcripcion IRF4, RelB y Notch2 para la diferenciacién celular. Tienen
como funcidn principal la presentacién de antigenos mediada por MHC-Il a LT CD4*,
polarizandolos a fenotipos Tu2 o Ty17 a través de la secrecion de IL-23, IL-6 y TNF-a
(Diao y col., 2010; Guilliams et al. y col., 2014, Schlitzer et al. y col., 2014; Schlitzer y
col.,, 2013). Estas células se originan, al igual que cDC1, en medula 6sea pero a
diferencia de estas Ultimas, estas pueden ser identificadas a nivel de pre-DC por la
expresion de Ly68C y la ausencia de Siglec-H (Schlitzer et al. y col., 2015). En vista de
la creciente diversidad fenotipica y funcional de las DCs, resulta relevante entender
especificamente el papel de las distintas subpoblaciones de DCs en contextos de

inmunidad y tolerancia.
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La funcién de la respuesta a proteinas mal plegadas en el sistema inmune y en

las células dendriticas.

Los sensores de la respuesta a proteinas mal plegadas, en particular la via
controlada por IRE1a y XBP-1s ha demostrado ser altamente relevante para el correcto
funciocnamiento de células del sistema inmune (Bettigole y col., 2015; Janssens et al. y
col., 2014; Martinon y col., 2011; Osorio et al. y col., 2014). Se ha reportado que XBP-
1s es un factor de transcripcion esencial para el desarrollo y diferenciacion de células
plasmaéticas, eosindfilos y células epiteliales intestinales (Bettigole et al. y col., 2015;
Kaser y col., 2008; Reimold y col., 2001}). Interesantemente, esta via no sélo regula el
desarrollo de algunas células del sistema inmune, también ha emergido como un eje
de sefializacidbn esencial en respuesta a infecciones (Martinon y col.,, 2010). La
importancia de esta via se ha revelado en ratones deficientes para XBP-1 en
macréfagos, los cuales sucumben a infecciones con la bacteria intracelular Francisella
tularensis (Martinon et al. y col., 2010). En este coniexto, la cascada de sefializacién
gatillada por la activacion del PRR {olf like receptor 4 (TLR4) en respuesta a patdégenos
induce directamente [a activacion de XBP-1s, el cual es requerido para [a produccién
de citoquinas pro-inflamatorias iL-6 y TNFa. Mas aun, evidencia reciente indica que la
activacion de IRE1a es también necesaria para la activacién del inflamasoma en
respuesta a infeccion con Brucelfa abortus (Bronner y col., 2015), y que esta
dependencia esta mediada por los receptores tipo NOD, NOD1 y NOD2 (Keestra-
Gounder y col., 20186). En conjunto, esta evidencia indica que la respuesta a proteinas
mal plegadas y en particular, 1a via IRE1a/XBP-1s juega un papel imporiante en el
establecimiento de la respuesta inmune y en la generacién de la respuesta

inflamatoria. Por lo tanto, estudiar el papel de esta via en contextos de inmunidad y
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tolerancia puede ser una estrategia relevante para el tratamiento de diversos tipos de

patologias tales como enfermedades inflamatorias e infecciones, entre otros.

En DCs, el RE constituye un sitio fundamental para el inicio de la respuesta
inmune. Aparte de su papel vital en la sintesis de proteinas, en este organelo ocurren
procesos cruciales relacionados a la presentacion antigénica tales como la carga del
péptido antigénico en MHC-I. Por ofra parte, proteinas y membranas asociadas al RE
son componentes esenciales de la formacion del fagosoma, el cual es el
compartimento dedicado para el procesamiento de los antigenos destinados a ser

procesados via presentacién cruzada en DCs (Joffre y col., 2012).

Adicionalmente, durante el proceso de activacién celular, las DCs activan
diversas rutas metabolicas que conducen a la expansién del RE, con el objetivo de
adaptar este organelo a la incrementada demanda de sintesis, fransporte y secrecion
de proteinas que subyace al proceso de maduracién celular (Everts y col., 2014;
Krawczyk vy col., 2013; Pearce y col., 2015). Por esta razén, entender los mecanismos
que mantienen la fidelidad de la sintesis proteica y la homeostasis del RE en DCs es
relevante para poder comprender el control de inmunidad y tolerancia. En nuestra
unidad, nos enfocamos en elucidar los mecanismos por los cuales la respuesta a
proteinas mal plegadas regula la funcion de las DCs. Sin embargo, la contribucion de la
respuesta a proteinas mal plegadas en la funcion de DCs en contextos de inflamacion
no ha sido claramente elucidada. Evidencia previa indica activacion de [a via
IRE1a/XBP-1s es esencial para la sobrevida y desarrollo de DCs a partir de
precursores hematopoyéticos (lwakoshi y col., 2007). Por ofra parie, antecedentes de

nuestra unidad indican que dentro de las células del sistema inmune, las DCs
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residentes en los tejidos linfoides son [a estirpe celular que activan IRE1a de manera
constitutiva, y dentro de las subpoblaciones de DCs residentes en el bazo, las ¢cDC1s
(caracterizadas por la expresion del marcador CD8a*, descrito previamente) son el
subtipo de DCs que activa este eje de sefializacién en un mayor grado (Osorio et al. y
col., 2014). A nivel funcional y por mecanismos que alin se desconocen, la ausencia de
XBP-1 en DCs afecta selectivamente la homeostasis de DCs del tipo cDC1 y no del
tipo ¢DC2, indicando que esta via contribuye a la especificacién de linaje celular
(Osorio et al. y col., 2014). A nivel molecular, [a activacion de IRE1a regula la funcién
de cDC1s a través de su dominio endoribonucleasa. Por una parte, a través de la
activacion de XBP-1s, IRE1a regula la homeostasis y arquitectura del RE en cDC1is y
por ofra parte, IRE1a a fravés de la degradacién de mRNAs (RIDD) controla el proceso
de presentacion cruzada de antigenos, ya que esta enzima puede degradar
directamente mRNAs asociados a este proceso, tales como tapasina y ergic 3, los
cuales poseen la secuencia de corte consenso requerida para el procesamiento
mediado por IRE1a (Osorio et al. y col., 2014). Si bien la delecién de XBP-1 no afecta
la supervivencia de cDC1 de bazo, es esencial para cDC1 residentes de tejido
periférico, especialmente para cDC1 residentes de pulmén y de manera menos
pronunciada en cDC1 intestinales (Tavernier et al. y col., 2017). La pérdida adicional de
RIDD en estas células resulta en muerte celular, indicando que RIDD actia como un
factor intrinseco que modula la supervivencia de cDC1 en tejidos (Tavernier et al. y

col., 2017)

Estos antecedentes han permitido abrir el campo de estudio de Ia respuesta a
proteinas mal plegadas, y especialmente el eje IRE1a/XBP-1s en el desarrollo y

funcidn de las DCs. Entender de mejor manera como las DCs modula su metabolismo
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y funcion durante su activacion resulta interesante, ya que podria ser usado como un
posible blanco de manipulacién en el contexto de desarrollo de terapias basadas en

DCs.

Células dendriticas en inmunologia tumoral

Las DCs juegan un papel importante en el establecimiento de inmunidad
antitumoral debido a que pueden realizar de manera eficiente la presentacién cruzada
de antigenos tumorales en molécutas MHC-| a LT CD8* y mediar de esta manera la
activacién y proliferacion de LT antitumorales (Engblom y col., 2016). En concordancia
con lo anterior, un alto numero de DCs infiltrantes de tumor, especialmente cDCs, se
correlaciona positivamente con una mayor sobrevida y mayor tiempo sin recidiva de
pacientes con cancer de pulmén (Dieu-Nosjean y col., 2008; Goc y col., 2014), ademés
de asociarse con una mayor activacion de LT {Ladanyi y col., 2007). Sin embargo,
ambos tipos de cDC no confribuyen de la misma manera al control tumoral. En
estudios en modelos murinos de cancer de mama y melanoma, dentro de la poblacién
de origen mieloide que infilira el tumor se encuentra una poblacién muy escasa de
¢DC1 CD103*, pero notablemente eficientes en estimular LT citotéxicos (CTL) (Broz y
col., 2014). Las ¢DC1 CD103* son el unico tipo de DC capaz de migrar desde el tumor
hasta el linfonodo drenante de tumor y presentar antigenos captados en el nicho
tumoral a LT CD8*, ademas de revertir la resistencia a blogueo de checkpoints con
anti-PD-L1 en tumores de melanoma (ldoyaga y col., 2016). Adicionalmente, ¢DC1
CD103* son las principales productoras de la quimioquina CXCL10 en el tumor, la cual

es necesaria para la migracién de LT efectores hacia el sitio tumoral (Spranger y col.,

2017). En biopsias de pacientes una razén mayor en la expresion de
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CD103"e%CD 103" en el estroma tumoral se correlaciona con una mayor sobrevida en
pacientes con cancer de mama, pulmodn o de cabeza y cuello (Broz et al. y col., 2014) y
ademas la expresiéon de genes correspondientes a este tipo de ¢DC como BATFS3,
IRF8, XCR1, CLEC9A y THBD (codificante para CD141) tiene un alta correlacion con la
presencia de CTL en el tumor (Spranger et al. y col., 2017), indicando que tanto en
humano como en ratén las cDC1 residentes de tumor son un componente crucial en el

reclutamiento de LT efectores hacia el microambiente tumoral.

En cuanto al rol de cDC2, este subtipo celular ha sido menos estudiado.
Interesantemente, uno de los pocos reportes disponibles en a literatura indican que
este tipo de ¢DC es el que principalmente infilira tumores y ascitas de cancer ovarico
en raton, donde el microambiente tumoral es capaz de inducir estrés de RE en estas
DC y una fuerte activacion del eje IRE1a/XBP-1s a través de subproductos de la
peroxidacion de lipidos (Cubillos-Ruiz y col., 2015). En este contexto XBP-1s induce un
programa biosintético de triglicéridos que lleva a una anormal acumulacién de lipidos
en DCs, lo cual obstruye la capacidad de estas células de realizar presentacion de
antigenos a LT (Cao y col., 2014; Cubillos-Ruiz y col., 2015; Herber y col., 2010). Mas
aun, la delecién o silenciamiento de XBP-1 en estas células permite la induccién de
inmunidad antitumoral y un aumento en [a sobrevida de ratones con cancer ovarico
(Cubillos-Ruiz y col., 2015), indicando que XBP-1 tiene un rol negativo en la induccion
de inmunidad antitumoral en cancer ovarico. Por lo tanto, dependiendo del tipo de
tumor y del subtipo de DC a estudiar, los subtipos cDC1 y c¢DC2 desempeiian
funciones opuestas ya sea previniendo o promoviendo el crecimiento tumoral
respectivamente y, por otra parte, la activacion del eje IRE1a/XBP-1s en DCs del tipo

cDC1 o ¢cDC2 tiene diferentes consecuencias en la funcionalidad de estas células.
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En nuestra unidad, tenemos evidencia de que lisados celulares de melanoma
humano son potentes activadores de XBP-1s en cultivos heterogéneos de células
dendriticas, aunque todavia no hemos identificado alin si algun subtipo de DC es
preferencialmente activado por estos lisados (Costoya 2016). Hemos observado que la
activacion de XBP-1s es necesaria para la éptima funcionalidad de DCs. La inhibicién
farmacolégica del dominioc RNAsa de [RE1a con el inhibidor descrito 4u8C (Cross y
col., 2012) resulta en una disminucion de la produccién de IL-6, IL-12 y TNF-a en DCs
estimuladas con lisados celulares de melanoma humano, ademas de una disminucién
en la presentacidén cruzada de antigenos a LT OT- y pmel-1 (Costoya 2016; Medel
2017). La evidencia reportada tanto en la literatura como en nuestra unidad indica que
el eje IRE1a/XBP-1s de la respuesta a proteinas mal plegadas puede ser considerado
como un modulador de la respuesta inmune mediada por DCs, aunque su relevancia
en distintos lingjes de DCs y en distintos tipos de tumores todavia no ha sido

dilucidada.
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Hipodtesis

La inhibicion de la via de sefializacién conirolada por IRE1a y el factor de
transcripcién XBP-1s en células dendriticas activadas con lisados tumorales, resultara
en una capacidad reducida de diferenciacién de linfocifos T citotdxicos especificos
contra un antigeno tumoral in vivo y en una menor proteccion en un modelo murino de

melanoma metastasico.

Objetivos

Objetivo General

Evaluar la contribucién del eje IRE1a/XBP-1 en células dendriticas en la
generacion de la respuesta inmune adaptativa antitumoral en un modelo de melanoma

metastasico murino.

Objetivos Especificos

1. Analizar mediante citometria de flujo la activacién de la via de sefializacion
IRE1a/XBP-1s en distintos subtipos de DCs estimuladas con lisados celulares
de melanoma en el ratén reportero ERAI.

2. Evaluar la contribucion del eje IRE1a/XBP-1s en DCs en la ruta de presentacion
clasica de antigenos en MHC-I y en la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias
mediante citometria de fiujo.

3. Evaluar la contribucién del eje IRE1a/XBP-1s en DCs estimuladas con lisados
de melanoma en la capacidad de realizar presentacion de antigenos a linfocitos

T in vivo.
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4, Evaluar la contribucién del eje IRE1a/XBP-1s en DCs estimuladas con lisados

de melanoma en la capacidad de generar proteccién contra un desafio tumoral

de las lineas B16-F10 y B16-OVA en un modelo de metastasis pulmonar.




R

MATERIALES Y METODOS

1 Reactivos
1.1 Medio de cultivo, buffers y soluciones

Medio RPM] 1640 GlutaMAX™: Gibco, Thermofisher Scientific

R10: Medio RPMI 1640 GlutaMAX™ suplementado con 10% SFB (Hyclone,
Thermo Scientific), 100 U/mL Penicilina {Hyclone, Thermo Scientific), 100 pg/mL
Streptomicina (Hyclone, Thermo Scientific) y 50 pM de B-mercaptoetanol (Gibco,
Thermofisher Scientific)

Buffer de lisis RBC: Biolegend

PBS 1X pH 7.4: Gibco, Thermofisher Scientific

FACS/MACS Buffer: PBS 1X pH 7.4 suplementado con 1% SFB (Hyclone, Thermo

Scientific) y 2 mM de EDTA (Ambion, Thermo Scientific)

Solucién de Fekete: 100 mL de solucién fueron preparados con 58 mL de Etanol

absoluto (Merck) + 30 mL de H:O bidestilada (Fresenius-Kabis) + 8 mL de

formaldehido 37% (Merck) + 4 mL de acido acético glacial (Merck).

1.2 Proteinas, citoquinas e inhibidores

Ovoalbimina Low Endo™: Worthington Biochemical Corporation.

FLT3-L: Recombinante humana. Producida en el servicio de purificacion de
proteinas en VIB, Bélgica.

Inhibidor de IRE1, 4u8C: Calbiochem

DMSO: Tocris Bioscience
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1.3 Estimulos

Lisados de lineas celulares de melanoma (MEL): Producida en el Laboratorio de

Inmunologia Antitumoral de la Universidad de Chile a partir de 3 lineas celulares de
melanoma establecidas en el laboratorio, Mel 1, Mel 2 y Mel 3, mezcladas en partes
iguales en medio AIM-V (Thermofisher Scientific), a una concentracién de 4x10°
celulas/mL. Para condicionarlas con heat shock, las células fueron expuestas a
42°C durante 1 hora y luego a 37°C durante 2 horas. Los lisados condiciohados
con heat shock se denominaron “MEL + HS” para propdsitos de este trabajo de
tesis. En el caso de MEL no condicionado, las células fueron expuestas a 37°C por
3 horas. Posteriormente las células fueron lisadas mediante multiples ciclos de
descongelacion y congelacién en nitrégeno liquido. Posteriormente se cuantificé la
concentracion de proteinas mediante el método de Bradford.

Otros lisados: Lisados de leucocitos y melanoma B16-F10 se obtuvieron siguiendo
el mismo protocolo que MEL.

Medio Condicionado de MEL (MC MEL): Para obtener el medio condicionado de
MEL, luego de la exposicién durante 3 horas a 37°C, las células fueron

centrifugadas a 500 x g por 10 minutos y se recolecté el sobrenadante

Poly([:C) HMW: Invivegen

2 Células y ratones
2.1 Ratones

Ratones C57BL/6 wild-type de entre 5-18 semanas de edad fueron obtenidos del
bioterio central de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y del bioterio
del Instituto de Ciencias Odontolégicas (ICOD) de la Facultad de Odontologia de la

Universidad de Chile.
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Ratones ERAI de entre 7 y 18 semanas de edad fueron obtenidos mantenidos por
el laboratorio en el bioterio del Dr. Arturo Fermeira, del Programa Disciplinario de
Inmunologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Ratones CD11¢.DOG fueron otorgados por el Dr. Rodrigo Pacheco de |la Fundacion
Ciencia & Vida y fueron utilizados de entre 2 y 6 meses.

Ratones OT-| fueron otorgados por el Dr. Alvaro Lladser de la Fundacién Ciencia &
Vida y fueron utilizados de entre 7 y 18 semanas.

El trabajo con animales présentado en este trabajo de tesis se realizé de acuerdo a
los protocolos de bioética correspondientes tanio a:la Facultad de Medicina como a

la Facultad de Odontologla de la Universidad de Chile.

2.2 Generacion de células dendriticas murinas en presencia de FLT3-L

Se aislaron huesos largos (fémures y tibias) de ratones C57BL/6 y se
esterilizaron durante 1 minuto en etanol. Luego fueron lavados y perfundidos con
R10 utilizando una jeringa de insulina de 1 mL (BD). La suspensién celular obtenida
a partir de la medula se filtr6 a través de un ceff strainer de 70 pM (Falcon®, BD) y
se centrifugd en un tubo de 15 mL (Falcon®, BD) a 400x g por 7 minutos a 4°C.
Posteriormente se descaité el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 1 mL
de buffer de lisis RBC y se incubé el tubo en hielo por durante 1 minuto, agitando
brevemente cada 20 segundos. Luego, se cjiluyé 1:9 con PBS 1X y se centrifugd
utilizando las mismas condiciones mencionadas anteriormente. El sobrenadante fue
descartado y se resuspendieron las células en 10 mL de medio R10.
Posteriormente, las células fueron contadas mediante tincién de viabilidad con azul
de tripan en una cdmara de Neubauer, se ajustaron a una concentracion de 1x108

de células/mL y se suplementaron con 150 ng/mL de citoquina recombinante FLT3-
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L para después agregarlas a placas de 6 pocillos para cultivo celular (4 mL/pacillo)
(Falcon®, BD). Los cultivos se mantuvieron por 7-8 dias en incubadoras a 37°C,

5% COzantes de ser utilizadas.

2.3 Purificacion de linfocitos T CD8* de ratones pmel-1 o y OT-|

Se aislo el bazo de los animales en condiciones estériles y fue perfundido con
R10 utilizando una jeringa de insulina de 1 mL (BD). Posteriormente la suspensitn
celular recolectada fue filtrada por un cell strainer de 70 um (Falcon®, BD) y
adicionalmente el bazo fue machacado contra el filtro utilizando el embolo de la
jeringa, en caso de ser necesario. La suspensién celular fue centrifugada en un
tubo de 15 mL (Falcon®, BD) a 400x g por 7 minutos a 4°C, se descarté el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 2 mL de buffer de lisis RBC 1X,
puesto en hielo y agitado brevemente cada 30 segundos, por 3 minutos. Una vez
finalizada [a lisis, se llevé el volumen a 15 mL con PBS 1X y se centrifugd a las
mismas. condiciones descritas anteriormente. Luego fueron contadas vy
centrifugadas nuevamente para resuspenderlas en 400 pL de FACS Buffer por
cada 1x10° células + 70 pL por cada 1x10° células de cocktail de anticuerpos
biotinilados de seleccién negativa para LT CD8* (MACS, Miltenyi Biotec) e
incubadas por 10 minutos en hielo. Una vez finalizada la incubacion, se les agrego
300 pL de FACS Buifer + 140 uL microbeads o-biotina (MACS, Miltenyi Biotec) por
cada 1x10° células e incubadas por 15 minutos en hielo. Después fueron lavadas
con FACS buffer, centrifugadas y resuspendidas en 1 mL de FACS buffer.
Finalmente, los LT CD8" fueron seleccionados negativamente mediante una

columna LS (MACS, Miltenyi Biotec), siguiendo [as instrucciones del fabricante.
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3 Ensayos in vitro de activacion de DCs derivadas de médula 6sea
3.1 Estimulacion para analisis de ratones ERAI

5x10° DCs fueron estimuladas al dfa 7-8 por 16 horas con los siguientes
estimulos: MEL, MEL + heat shock, lisado de leucocitos o lisado de B16-F10 (100
Mg/mL) en R10. En el caso del tratamiento con MC MEL, se agregé el mismo
volumen que el utilizado en el tratamiento MEL. Luego fueron recolectadas y
lavadas con PBS 1X, para luego ser tefiidas con anticuerpos acoplados a
fluoroforos indicados en el experimento, a excepcién del canal FITC, el cual es

utilizado para detectar la fluorescencia emitida por VenusFP.

3.2 Estimulacién para analisis de citoquinas en sobrenadante por CBA
2x10° DCs generadas a partir de medula 6sea de ratones C57BL/6 fueron
pretratadas al dia 7-8 por una hora con 20 pM del inhibidor 4u8C (0 DMSQ como
control de vehiculo) para luego ser incubadas con 100 pg/mL de MEL por 16 horas
en una placa de 96 pocillos fondo U en R10. Luego de la incubacién, la placa fue
centrifugada y el sobrenadante fue transferido a una nueva placa y mantenido a -

20°C hasta su utilizacion.

3.3 Estimulacién para ensayos de presentacion in vivo con linfocitos pmel-1
DCs fueron pretratadas al dfa 7-8 con el inhibidor 4u8C (50 pM) o DMSO como
control de vehiculo por 1 hora para luego ser estimuladas con MEL (100 ug/mL) por
5 horas en R10. Luego de Ia incubacién, las DCs fueron lavadas con PBS 1X y

resuspendidas en PBS 1X a una concentraciéon de 1x10% DC/mL.
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3.4 Estimulacién para ensayos de presentacién in vivo con linfocitos OT-l
DCs fueron pretratadas al dia 7-8 con el inhibidor 4u8C (50 pM) o DMSO como
control de vehiculo por 1 hora para luego ser estimuladas con MEL (100 pg/mL) +
OVA (200 pg/mL) por 5 horas en R10. Luego de la incubacién, las DCs fueron
lavadas con PBS 1X y resuspendidas en PBS 1X a una concentracion de 2.5x10°
DC/mL, 1.25x10° DC/mL o 6.25x10° DC/mL.

3.5 Estimulacién para ensayos de presentacion in vivo utilizando tetramero H-
2KP/OVA
DCs fueron pretratadas al dia 7-8 con el inhibidor 4u8C (50 uM) o DMSO como
control de vehiculo por 1 hora para luego ser estimuladas con MEL (100 pg/mL) +
OVA (200 pg/mL) por 5 horas en R10. Luego de la incubacién, las DCs fueron
lavadas con PBS 1X y resuspendidas en PBS 1X a una concentracién de 2.5x10°

DC/mL.

3.6 Estimulacion para ensayos de proteccion contra desafio tumoral de
melanoma metastasico
DCs fueron pretratadas al dia 7-8 con el inhibidor 4u8C (50 uM) o DMSO como
control de vehiculo por 1 hora para luego ser estimuladas con MEL (50 Hg/mL) +
Lisado de B16-F10 o B16-OVA (50 pg/mL) por 5 horas en R10. Luego de la
incubacidn, las DCs fueron lavadas con PBS 1X y resuspendidas en PBS 1X a una

concentracion de 5x10° DC/mL.
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4 Ensayos de presentacion de antigenos endégeno por DCs de ratones
CD11¢.DOG

4.1 Disociacion del complejo MHC-I/péptido mediante lavado con acido
DCs generadas a partir de ratones CD11¢.DOG fueron tratadas con una solucién
de acido citrico pH 3 1% BSA por 2 minutos a 4°C. Pasado ese tiempo, las células
fueron lavadas 3 veces con 15 mL de R10 y plagueadas a 5x10* DCs por pocillo en

una placa de 96 pocillos fondo U.

4.2 Incubacion con inhibidor 4u8C, fijacién y co-cuitivo con linfocitos OT-

Luego del lavado con &cido citrico, las DCs fueron incubadas con 4u8C 50 Mo
DMSO como control de vehiculo por 5 horas en R10. Después de la incubacién, las
celulas fueron lavadas con PBS y luego fijadas. Para esto, las células fueron
resuspendidas en 200 pL de paraformaldehido (PFA) 1X e incubadas por 10 min a
4°C, luego fueron lavadas 2 veces con glicina 0.2 M en PBS, 1 vez con R10 y
finalmente resuspendidas R10 para ser contadas. Una vez contadas se plaquearon
5x10* de células/pocillo en una placa de 96 pocillos de fondo redondo. Cada
condicion se realizé en duplicado. Paralelamente, linfocitos T CD8* OT-l fueron
obtenidos como se indica en 2.3 y plaqueados con fas mDCs a 5x10° de
células/pocillo en R10. Los co-cultivos con mDCs fijadas se mantuvieron por 16 h
en incubadoras a 37°C, 5% CO-y fueron analizados posteriormente por citometria

de flujo.

4.3 Induccién y analisis de metastasis de melanoma murino B16
Celulas de lineas B16-F10 o B16-OVA fueron mantenidas en cultivo por 2 semanas

previo a su utilizacion, sin sobrepasar el décimo pasaje. El dia de su utilizacidn, se
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les removié el medio de la botella y se les agregé una solucion de PBS 1X + 5 mM
EDTA (3 mL para botella de cultivo de 75 mm?) y se mantuvieron en el incubador
por 5 minutos. Pasado el tiempo de incubacién, las botellas fueron suavemente
golpeadas con la mano por el lado y se observé al microscopio que no hubiese
celulas adheridas. Se recolectaron en un tubo Falcén de 50 mL y se centrifugaron a
500 g x 5 mins a 4°C. Luego fueron resuspendidas en PBS y la concentracion
células B16-F10 y B16-OVA fue ajustada a 1x10° células/mL y 2.5x10° células/mL,
respectivamente. Las células fueron administradas por via intravenosa a ratones
C57BL/6, previo a filtracion por cell strainer en el caso de B16-OVA. 15 dias
después de la administracion de las células B16, los animales fueron sacrificados
para analisis de metéstasis en pulmoén. Los pulmones fueron removidos y lavados
en H.0 bidestilada para ser finalmente depositados individualmente, bajo campana
de extraccién quimica, en frascos de vidrio que contienen 3 mL de solucion de
Fekete, los cuales fueron luego sellados con film de laboratorio (Parafilm M). Luego
de un plazo de 2 a 4 dias, los pulmones fueron removidos de esta solucién bajo
campana de extraccién quimica y lavados en H;O bidestilada para posteriormente

contar el nimerc de metastasis presentes.
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5 Manipulacién de animales para experimentacién.

Para realizar las inyecciones intravenosas en ratones, las jaulas destapadas fueron
expuestas a luz infrarroja de manera de incrementar la temperatura de los animales
y dilatar sus venas. Las células a inyectar fueron cargadas en jeringas de insulina
de 1 mL 29G (BD). Una vez dilatadas las venas, los animales fueron introducidos
en un restrainer (Stoelting) para restringir su movimiento. Posteriormente la cola fue
rociada con etanol 70% y se administraron dosis de 200 pL en la vena lateral de la
cola izquierda o derecha. Una vez realizada la inyeccion, el punto de inyeccion fue
presionado por alrededor de 30 segundos para detener el sangrado. La
identificacion de animales fue realizada mediante perforaciones en las orejas de los
ratones con un sacabocados (Stoelting). Los animales en tratamiento fueron
monitoreados todos los dias, pesados y evaluados segtn el protocolo de Morton y
Grifiiths. Al finalizar el experimento, los animales fueron sacrificados mediante

dislocacion cervical

6 Citometria de flujo
6.1 Tincion de superficie

Una vez finalizado el tratamiento, las células fueron lavadas con PBS 1X y
tefiidas en FACS buffer por 20 minutos a 4°C en oscuridad donde, dependiendo del
experimento, se utilizaron los anticuerpos indicados en la Tabla |. Posterior a Ia
tincion, las células fueron lavadas con FACS buffer y tefiidas con el marcador de
viabilidad LIVE/DEAD® Fixable Aqua (Dilucién 1/800 en PBS 1X; Molecular
Probes, Thermofisher Sclentific) durante 10 minutos a temperatura ambiente ¥
oscuridad. Finalmente fueron lavadas con FACS buffer y resuspendidas en el

mismo buffer para luego ser adquiridas por un citémetro FACSverse (BD).
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados para citometria de flujo

Anticuerpo Fluordforo Clon Dilucién Marca

CD11c APC N418 1/800 Biolegend

MHC-II{IA/IE) APC-Cy7 M5/114.15.2 | 1/1500 Biolegend

CD11b FITC M170 11400 Biolegend

B220 PE-Cy7 RA3-6B2 17400 Biolegend

SIRPa(CD172a) PerCP-Cy5.5 P84 1/400 Biolegend

XCR1 PE ZET 1/400 Biolegend

CD3e PE-Cy5 145-2C11 1/400 Biolegend

CD8a PE 53-6.7 1/1500 Biolegend

CD89 APC H1.2F3 1/400 Biolegend

CD16/32 (Fc Block) - 93 1/400 Biolegend
IFN-y PE XMG1.2 1/400 eBioscience

Tetramero H-2k"/OVA PE TB-5001-1 1/40 MBL
LiveDead V500 Agqua 1/800 Invitrogen

6.2 Tincion con colorante de proliferacion.
Para los experimentos de presentacién antigénica in vivo mediante la transferencia
de linfocitos pmel-1, los linfocitos fueron tefiidos previo a su inyeccién con el
colorante de proliferacion CFSE (eBioscience). Brevemente, los linfocitos una vez
purificados fueron lavados en un tubo conico de 15 mL (Falcon) con 2 mL de medio
RPMI sin suplementar. Luego de centrifugar, fueron resuspendidos nuevamente en
2 mL de medio RPM! sin suplementar, se agregé 1 L de CFSE 10 mM, se mezcld

bien y se incubdé por 8 minutos a 37°C en oscuridad. Finalizado el tiempo de
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fncubacion, se agregaron 10 mL de R10, se centrifugaron, se lavaron con otros 10
mL R10 y finalmente se resuspendieron en R10 para su conteo Y uso.

Para los experimentos de presentacion antigénica in vivo mediante la transferencia
de linfocitos OT-, los linfocitos fueron tefiidos previo a su inyeccion con el colorante
de proliferacion Cell Trace Violet (Invitrogen). Para esto los linfocitos una vez
purificados fueron lavados con PBS 1X y resuspendidos en PBS a una
concentracién de 1x10%mL. Se agregaron 1 uL de Cell Trace Violet 5 mil por mL
de suspensién de linfocitos, se mezcld bien y se incubaron por 20 minutos a 37°C
en oscuridad. Pasado el tiempo de incubacién, la suspensién se diluyé 1:4 con R10
y se incub6 por otros 5 minutos. Posteriormente las células fueron centrifugadas y

resuspendidas en R10 para su conteo y uso.

6.3 Tincién con tetramero H-2kY/OVA.
Se obtuvieron esplenocitos y se lisaron eritrocitos como se indica en la seccitn 2.3.
Posteriormente los esplenocitos fueron resuspendidos en R10, se contaron y se
tomaron 4x10° esplenocitos por muestra. Estos esplenocitos fueron tefiidos por 30
minutos, a temperatura ambiente y en oscuridad en FACS buffer con los
anticuerpos de superficie indicados en el experimento, ademas de la adicién del
tetramero H-2kb/OVA. Posteriormente se lavaron con FACS buffer y fueron tefiidos
por 10 minutos a temperatura ambiente y oscuridad con LiveDead Aqua diluido en
PBS. Finalizada la incubacion, las células fueron lavadas con FACS buffer y

resuspendidas en FACS buffer para su adquisicion en un citémetro de flujo.
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7 Analisis de citometria y estadistica

Para datos de citometrfa, los datos fueron analizados usando el software
Flowdo X 10.0.7 (Treestar). Para analisis de graficos y estadisticas se utilizé el
software Prism 6 (GraphPad) utilizando la prueba t de student pareada. En todos

los casos, se fijé el nivel de significancia minimo en P menor a 0,05.




RESULTADOS

Lisados celulares de melanoma activan el eje IRE1a/XBP-1s de forma
preferencial en DCs convencionales de ratones ERAI a través de un factor

soluble.

Para analizar la activacién del eje IRE1a/XBP-1s en células dendriticas (DCs),
utilizamos el modelo reportero de ratones ERAI (ER stress-activated indicator), el cual
expresa en sus células una secuencia parcial de XBP-1 que incluye los sitios donde
IRE1a realiza su splicing alternativo y que ademas esta fusionada a la proteina
fluorescente Venus (VenusFP), lo cual permite detectar la activacion de este gje por la
emision de fluorescencia (lwawaki y col., 2004). IRE1q, tras autofosforilarse y
dimerizarse, activa un dominio RNAsa que es capaz de remover un intron de este
mensajero, cambiando el marco de lectura y permitiendo la traduccién de una proteina
fusién fluorescente (Figura 2A). DCs de estos ratones fueron generadas mediante el
cultivo de células obtenidas de medula ésea murina a partir de un protocolo
especificado en la seccidn Materiales y Métodos, el cual consiste en el cultivo de
precursores hematopoyéticos en presencia de la citoquina FLT3-L por 7-8 dias,
previamente descrito (Naik y col., 2005). La racional detras del uso de estos cultivos
por sobre ofros protocolos ampliamente descritos tales como los que incluyen los
factores GM-CSF o GM-CSF + IL-4, se debe a que la citoquina FLT3-L permite la
diferenciacion de DCs que son fenotipicas y funcionalmente equivalentes a las
encontradas en los tejidos linfoides (Naik et al. y col., 2005). Estos antecedentes son
alta'mente relevantes para este proyecto dado que evidel;cia previa indica que en
estado estacionario el eje IRE1a/XBP-1s opera preferenciaimente en DCs del tipo
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convencional {cDCs) (Osorio et al. y col., 2014). En este contexto, en estos cultivos
primarios es posible generar células equivalentes a DCs convencionales del tipo CD8a*
o del tipo 1 (cDC1), DCs equivalentes a la poblacion CD8a o del tipo 2 (cDC2) y una
subpoblacion equivalente a la poblacion de DCs plasmocitoides (pDC) encontradas en
el bazo (Naik et al. y col., 2005, Hey & O' Neill, 2012). Estas subpoblaciones pueden
ser caracterizadas mediante citometria de flujo, donde las c¢DC1 pueden ser
clasificadas por ser CD11ct, MHC-IIM¢", CD11b*, B220, SIRPa, XCR1* cDC2
clasificadas como CD11¢*, MHC-II"e" CD11b*, B220-, SIRPa*, XCR1- y finalmente

pDC como CD11¢*, MHC-II™, CD11b-, B220*,

Para analizar la activacion de este eje en DCs en un contexto de
reconocimiento tumoral, realizamos una estimulacién de 16 horas con un lisado
obtenido a partir de tres lineas celulares de melanoma humano: Mel 1, Mel 2 y Mel 3,
que colectivamente se denomina “MEL". Posteriormente a la estimulacién de 16 horas
con MEL, las DCs fueron tefiidas con los marcadores mencionados anteriormente y

fueron analizadas por citometria de flujo (Figura 2b).
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Figura 2. Lisados celulares de melanoma inducen la activacién del eje
IRE1a/XBP-1s en cDCs de ratones ERAIL 5x10° DCs obtenidas a partir de
precursores de medula 6sea de ratones ERAI fueron estimuladas con MEL (100
Hg/mL) por 16 horas para luego ser analizadas por citometria de flujo. A) Esquema
explicativo del ratdon reportero de XBP-1s ERAI. B) Analisis de la intensidad de
fluorescencia de VenusFP mediante citometria de flujo acotado a las distintas
subpoblaciones de DCs. Los graficos de barras muestran la media + SE M. de la
intensidad media de fluorescencia (IMF) de VenusFP. Se muestran los resultados de
tres experimentos independientes; * = p < 0,05, *** = p = 0,001 (t de student no
pareado). NT = no tratado

En congruencia con lo reportado en la literatura en estado estacionario (Osorio
et al. y col., 2014), estos resultados muestran que las DCs tienen activado este eje de
manera constitutiva y preferencialmente en las células del tipo cDC1 (Figura 2b).
Trabajo previo del laboratorio (Costoya, 2015) demostré que MEL es un potente

activador del eje IRE1a/XBP-1s a nivel de RNA en cultivos mixtos de DCs, pero sin
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poder analizar si este fenémeno ocurre de forma preferencial en alf;t]n subtipo de DC
mas que en otro. Para extender estos resultados, analizamos de forma cuantitativa por
citometria de flujo la induccién de XBP-1s en DCs tipo cDC1, cDC2 y pDC. Como se
observa en la Figura 2b, MEL activa forma potente el eje IRE1a/XBP-1s en DCs del
tipo cDC1 (451,0 £ 5,132 IMF NT vs. 613,0 16,0 IMF MEL) y en cDC2 (195,7 + 3,93
IMF NT vs. 319,7 + 10,84 IMF MEL) mientras que DCs del tipo pDC no activan este eje

frente a estimulacién con MEL (361,0 + 7,0 IMF NT vs. 329,0 & 4,359 IMF MEL).

Para entender cué! es el mecanismo por el cual MEL es capaz de activar el eje
IRE1a/XBP-1s en cDCs, analizamos la capacidad de lisados celulares provenientes de
otras fuentes, de activar el eje IRE1a/XBP-1s en cDC1, ya que este subtipo de DC es
el que posee los niveles de activacion mas potente de este eje en comparacion con los
ofros subtipos. En primera instancia, evaluamos si la activacion de esta via era
resultado de una reaccion xenogénica, ya que las DCs murinas estan siendo
estimuladas con lisados celulares provenientes de células tumorales humanas (MEL).
Para estudiar este fenémeno, las DCs generadas de ratones ERAI! fueron estimuladas
en presencia de MEL o en presencia de un lisado celular de Ia linea de melanoma
murinc B16-F10 o en presencia de un lisado celular de origen humano no tumoral,

correspondiente a un lisado de leucocitos extraidos de sangre periférica (Figura 3a).
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Figura 3. MEL activa el eje IRE1a/XBP-1s en cDC1 a través de un factor soluble.
5x10° DCs obtenidas a partir de precursores de medula dsea de ratones ERAI fueron
estimuladas con distintos lisados celulares o medios condicionados por 16 horas para
luego ser analizadas por citometria de flujo. a) Analisis de la intensidad de
fluorescencia de VenusFP en cDC1 tras estimulacion con MEL, lisado de leucocitos
humanos o lisado de B16-F10 (100 upg/mL). b) Andlisis de la intensidad de
fluorescencia de VenusFP en cDC1 tras estimulacion con MEL, MEL + HS o MC MEL
(100 pg/mL o volumen respectivo). Los graficos de barras muestran la media + S EM.
de la intensidad de fluorescencia media (IMF) de VenusFP. Se muestran los resultados
de 3 experimentos independientes; * = p < 0,05; ** = p =001 **=p=<0001(t de
student no pareado). NT = no tratado

Encontramos que ambos lisados celulares provenientes de células tumorales,
B16-F10 y MEL, activan de manera similar el eje IRE1a/XBP-1s en ¢DC1 (613,0 +
16,00 IMF MEL vs. 600,3 + 28,24 IMF B16-F10) y no asi el lisado de leucocitos
humanos (491,7 + 12,17 IMF Lisado Leucocitos), indicando que el gatillante de la via
IRE1a/XBP-1s es un factor contenido especificamente en células tumorales y que no

esta asociado a una reaccion xenogénica.

Profundizando ain mas en decodificar la naturaleza del gatillante de
IRE1a/XBP-1s contenido en MEL, evaluamos si este puede ser inducido por shock

termico, el cual es un estimulo que ha sido demostrado ser capaz de inducir sefiales de
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peligro en estas células (Aguilera y col., 2011). Ademas, para determinar si el gatillante
es un factor soluble secretado por las células de melanoma, las DCs fueron tratadas
con el medio condicionado de células MEL previo a su lisado por congelacion (MC
MEL). Como se observa en la Figura 3b, encontramos que el shock térmico (MEL +
HS) no induce un mayor nivel de activacion de XBP-1 en comparacion a MEL sin tratar
(605,0 + 15,39 IMF MEL vs. 593,3 + 27,67 IMF MEL + HS). Por otro lado, el medio
condicionado de MEL (MC MEL) es capaz de activar XBP-1s de manera similar que los
lisados MEL, que contienen el debris celular y el medio condicionado (685,7 £ 13,30
IMF MC MEL). Estos resultados indican que el compuesto que activa eje IRE1a/XBP-
1s en DCs es un factor soluble secretado por las células de melanoma humano MEL ¥

no inducible por shock térmico.

La inhibicién del dominio RNAsa de IRE1a no afecta la presentacion de

antigenos enddégenos en MHC-

Una de las funciones principales de las DC, es la de presentar antigenos en
moléculas de histocompatibilidad (MHC) a linfocitos T (LT) (Liwski et al. y col., 2006).
Resultados previos demuestran que la inhibicion del dominio RNAsa de IRE1q
med.iante el farmaco 4p8C, utilizado a dosis optimas evaluadas previamente en el
laboratorio, en DCs disminuye su capacidad de realizar presentacién cruzada del
antigeno modelo ovoalbimina (OVA) a LT antigeno especifico (Costoya. 2018). La
presentacion cruzada de antigenos en MHC-I comparte una gran parte de la
maquinaria necesaria para realizar presentacién de antigenos producidos de manera
endogena (Rock y col., 2016), por lo que desconocemos si el efecto observado con el

inhibidor 4u8C en la presentacion de antigenos a LT antigeno especifico afecta
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especificamente la presentacion cruzada o afecta la presentacion global de antigenos
en MHC-I. Para responder esta interrogante utilizamos el modelo murino CD11c.DOG,
el cual es un ratén que bajo el promotor CD11¢ (molécula expresada por DCs) expresa
el receptor para la toxina diftérica (DTR), la proteina ovoalbtimina (OVA) y la proteina
fluorescente eGFP (Figura 4a, obtenido en colaboracién con el Dr. Rodrigo Pacheco de
la Fundacién Ciencia & Vida). Este animal expresa OVA de manera constitutiva en
DCs, lo que implica que estas células estan constantemente presentando OVA como
un antigeno endégeno en MHC-] y MHC-II (Hochweller y col., 2008). Para determinar si
la inhibicién farmacologica del dominio RNAsa de |RE1a afecta Ia presentacion de
antigenos endogenos en moléculas de MHC-I, realizamos un ensayo descrito en la
literatura (Cebrian y col., 2011; Sugawara y col., 1987), en el cual DCs generadas a
partir de medula 6sea de ratones CD11¢.DOG en presencia de la citoquina FLT3-L,
fueron incubadas brevemente con una solucién de acido citrico pH 3 para eliminar
todos los péptidos presentados en las moléculas MHC- en Ia superficie célula y luego
incubadas por 5 horas en presencia del inhibidor 4p8C o control de vehiculo. Luege de
la incubacién, las DCs son fijfadas con PFA y co-cultivadas con LT CD8* OT-I, donde la
activacion temprana de los linfocitos permite analizar si el inhibidor 4u8C disminuye la
formacion de nuevos complejos MHC/péptido en la superficie de las DC (Figura 4b).
Como se muestra en la Figura 4c las DCs CD11¢.DOG son capaces de activar de
manera constitutiva un 57% de LT OT-I CD8", lo cual disminuye a un 22.8% luego del
lavado con acido citrico. Al analizar la recuperacion de ios péptidos en MHC-I tras 5
horas de incubacién con el inhibidor 4p8C, encontramos que estas DCs son capaces
de activar LT de modo similar que la condicién control (4u8C DC 66.4% vs. DMSO DC
77.8%). Estos resultados indican que el inhibidor del dominio RNAsa de IRE1a 4u8C,

si bien reduce de forma leve los niveles de activacion de LT OT-1 CD8* co-cultivados




40

con DCs incubadas previamente con 4u8C en comparacion con las incubadas con el
control de vehiculo DMSO, esta disminucién no explica los niveles de inhibicién de
presentacion cruzada de antigeno observados anteriormente en el laboratorio (Costoya
2016, Medel 2017) y por lo tanto sugeriria que IRE1a controla procesos adicionales
que son necesarios para realizar presentacién cruzada de antigenos de manera

eficiente.
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Figura 4. El inhibidor 4u8C no afecta la presentacion de antigenos endégenos en
MHC-l. a) Esquema explicativo del constructo génico del ratén CD11¢c.DOG. b)
Esquema explicativo del protocolo usado para evaluar presentacion de antigenos
endogenos.
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Brevemente, 5x10° DCs murinas generadas a partir de medula 6sea de ratones
CD11c.DOG fueron lavadas con acido citrico (pH 3), incubadas con el inhibidor 4u8C o
DMSO como control de vehiculo y finalmente fijadas con PFA previo a su co-cultivo
con LT OT-I. ¢) Grafico de barras representativo que muestra la media del numero de
LT CD8" CD69* tras ser cocultivados por 16 h con DCs CD11¢c.DOG incubadas
previamente en presencia del inhibidor 4u8C o DMSO. Se realizaron 2 experimentos
independientes. NT= no tratado.

La inhibicién del eje IRE1a/XBP-1s disminuye la produccion de citoquinas pro-

inflamatorias en DCs estimuladas con MEL.

Una caracteristica de las DCs activadas es su capacidad de producir
cantidades elevadas de citoquinas inflamatorias en respuesta a activacion con
compuestos microbianos, tumorales, alérgenos y toxinas entre otros (Bellinghausen y
col., 2003; Dixon y col., 2001; Jensen & Gad, 2010; Lavelle y col., 2003; Mattei y col.,
2001; Zitvogel & Kroemer, 2014). Dentro del panel de citoquinas capaces de ser
secretadas por DCs tras su activacion, las citoquinas pro-inflamatorias juegan un papel
crucial en la inmunidad antitumoral. Dentro de las citoquinas pro-inflamatorias
secretadas por DCs se encuentra TNF-a, una citoquina capaz de activar DCs de forma
autocrina o paracrina, ademas de tener una marcada actividad citotéxica en células
tumorales (Blanco y col., 2008; Pfeffer y col., 2003) e IL-6, una citoquina que de
manera sinérgica con TNF-a, es capaz de promover el crecimiento y activacion de LT
(Fisher y col., 2015). Por ultimo, las DCs son capaces también de secretar IL-10, una
citoquina que si bien se ha reportado como una citoquina inmunosupresora (Oft y col.,
2014), existen reportes que demuestran su papel en el rechazo de tumores en ratones
(Berman y col., 1996; Gérard y col., 1996) y su rol en la expansiéon de LT CD8&*
infiltrantes de tumor (Emmerich y col., 2012). Reportes en la literatura demuestran que
macrofagos provenientes de ratones KO para XBP-1 producen menores cantidades de

citoquinas pro-inflamatorias que su contraparte wild type tras ser incubados con un
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estimulo clasico como LPS o ser infectados con Francisella tularensis (Martinon et al. y
col., 2010). Por esta razon, resulta interesante evaluar el papel de esta via en la
produccion de citoquinas en DCs estimuladas con lisados tumorales. Para evaluar
esto, DCs generadas de medula ésea de ratones wild type fueron incubadas por 16
horas con MEL, en presencia o ausencia del inhibidor 4u8C, para luego analizar
citoquinas en el sobrenadante por Cyiokine Bead Array (CBA), lo cual nos permite
analizar por citometria de flujo 6 citoquinas inflamatorias simultaneamente (IL-8, IL-10,
MCP-1, IFN-y, TNF-a e IL-12p70). Dentro del panel de 6 citoquinas pro-inflamatorias,
solamente TNF-a, IL-6 e IL-10 fueron detectadas en estos sobrenadantes (Figura 5).
Observamos que la inhibicién de IRE1a en DCs estimuladas con MEL disminuye de
forma significativa la produccién de TNF-a (237,2 + 31,88 pa/mL 4p8C MEL vs. 387,5 +
48,41 pg/mL DMSO MEL) e IL-6 (728,5 + 99,32 pg/mL 48C MEL vs. 387,5 + 49,41
pg/mL vs. 1113 £ 137,6 pg/mL DMSO MEL). Por otro lado, la citoquina IL-10, aunque
no presenta significancia estadistica, existe una tendencia a la disminucion en su
produccién cuando las DCs estimuladas con MEL son incubadas con el inhibidor 4u8C
(45,50 + 9,822 pg/mL DMSQ MEL vs. 29,62 + 5,038 pg/mL 4u8C MEL). Resuitados
anteriores muestran que la disminucién en la produccién de citoquinas en DCs no se
debe a muerte celular inducida por el inhibidor 4p8C {Costoya, 2016), por lo que en
conjunto con los resultados actuales indicarfa que el eje IRE1a/XBP-1s es esencial
para la 6ptima produccién de citoquinas pro-inflamatorias por DCs estimuladas con

lisados tumorales.
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Figura 5. La inhibiciéon del eje IRE1a/XBP-1s en DCs estimuladas con MEL
disminuye la produccién de citoquinas pro-inflamatorias. 2x10° DCs generadas a
partir de medula osea de ratones C57BL/6 fueron pretratadas por una hora con 20 uM
del inhibidor 4u8C (0 DMSO como control de vehiculo) para luego ser incubadas con
100 pg/mL de MEL por 16 horas y posteriormente analizar la presencia de las
citoquinas TNF-a, IL-6 e IL-10 en el sobrenadante por CBA. Los graficos de barras
muestran la media + S.E.M. de 6 experimentos independientes. * = p = 0,05 (t de
student no pareado). NT = no tratado

La inhibicién farmacoldgica de la actividad RNAsa de IRE1a mediante 4u8C no
permite analizar el rol de este eje en presentacién de antigenos a linfocitos T

CD8* in vivo

Si bien tenemos evidencia del rol del eje IRE1a/XBP-1s en presentacion
antigenica y activacién de LT in vitro (Costoya, 2016: Medel, 2017), no tenemos
informacién de su relevancia in vivo. Para evaluar el rol de este gje dentro de un
organismo desarrollamos un modelo in vivo a partir de la transferencia adoptiva de LT
CD8" antigeno especificos obtenidos a partir de ratones transgénicos pmel-1, los
cuales poseen un receptor de LT (TCR) especifico contra gp100, un antigeno
expresado por melanoma (Hwang y col., 2006; Palmer y col, 2008) y que nuestra

unidad ha demostrado de que pueden reconocer péptidos derivados de MEL (Medel
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2017). Brevemente, estos LT fueron marcados con el colorante de proliferacion CFSE
e inoculados de forma intravenosa a ratones C57BL/6. Al dia siguiente a estos
animales se les administran DCs estimuladas con MEL en presencia inhibidor 4u8C,
denominadas “4u8C DC” o bien, estimuladas con MEL en presencia del control de
vehiculo DMSO, denominadas “DMSQ DC” por via intravenosa. Luego de 6 dias los
animales fueron sacrificados y se evalué la proliferacion de LT pmel-1 en bazo (Figura

6a).

Al analizar |a proliferacién de LT pmel-1 luego de su transferencia, encontramos
que sorprendentemente estos no fueron capaces de proliferar de manera robusta en
ninguno de los tratamientos, incluyendo la administracién de MEL de modo intravencso
como control positivo (Figura 6b y ¢). En este experimento observamos que solo un
16,8 + 2% de LT pmel-1 proliferaron cuando los animales son inoculados con DMSO
DC y un 12,5 + 0,8% cuando son inoculados con 4u8C DC, mientras que en los
contrales, un 25.9% proliferan en un animal inoculado con MEL y 10.6% en u'no
inoculado con PBS. En vista de los bajos niveles de proliferacion observados,
pareceria que los linfocitos pmel-1 parecen tener restricciones adicionales que los
impide proliferar y activarse de manera robusta in vivo. Estos resultados indican que la
inoculacién de DCs en ratones que fueron transferidos previamente con LT CD8* pmel-
1 es un modelo que no permite evaluar presentacion de antigenos in vivo, y por lo tanto

no nos permite analizar el rol del eje IRE1a/XBP-1s en este contexto.
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Figura 6. LT pmel-1 transferidos adoptivamente no responden tras inoculacién de
DCs en ratones C57BL/6. a) Disefio experimental. Al dia -1, 1x10° LT CD8* pmel-1
son transferidos adoptivamente mediante inyeccién intravenosa a ratones C57BL/6. Al
dia siguiente (Dia 0) DCs pretratadas con 4p8C 50 uM o DMSO como control de
vehiculo y luego incubadas por 5 horas con MEL fueron administradas mediante
inyeccion intravenosa. Inyeccion intravenosa de PBS y 100 pg de MEL fueron
utilizados como controles negativo y positivo, respectivamente. Después de 5 dias, los
animales fueron sacrificados y se analizé la proliferacion de los LT pmel-1 en bazo
mediante citometria de flujo. b) Histogramas representativos de la proliferacion de LT
pmel-1 en bazo. Los histogramas muestran los niveles de CFSE en células vivas,
CD3'CD8" y positivas para CFSE e indican el porcentaje de LT proliferativos a la
izquierda. c) Grafico de barras que muestra media + S.D. del porcentaje de LT pmel-1
proliferativos de 4 animales por tratamiento. excepto en el caso de PBS y MEL, en los
cuales se muestra la media de 1 animal por tratamiento.
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En vista de que LT pmel-1 no proliferan in vivo en nuestras manos, decidimos
cambiar al modelo mas usado de LT antigeno-especifico que es el raton OT-l, el cual
es un modelo extensamente utilizado en ensayos de presentacién de antigenos y que
puede ser usado in vivo (Drutman y col., 2010). Para esto realizamos un protocolo de
inmunizacién similar al utilizado con los LT pmel-1, pero ademds de analizar la
proliferacion de los LT transferidos de manera adoptiva, analizamos también su
capacidad de producir IFN-y, la principal citoquina producida por LT CD8* tras ser
activados y orquestador maestro del sistema inmune innato y adaptativo (Schoenborn y
col., 2007). Al analizar la proliferacién de LT OT- transferidos encontramos que DMSO
DC inducen una proliferacién del 99,43 + 0,12% de LT OT-l, mientras que 4u8C DC
induce 99,08 + 0,17% de LT OT-l (Figura 7a y 7b). En cuanto a la expresién de IFN-y
tras re-estimulacién de esplenocitos con el péptido derivado de OVA SIINFEKL,
observamos que DMSO DC induce la expresion de IFN-y en un 98,17 + 0,81% de LT
OT-I vs. un 96,13 = 1,5% de LT OT-| cuando los animales fueron inmunizados con
4u8C DC (Figura 7c y 7d). Debido a que la proliferacion y activacién observada en LT
OT-| transferidos de forma adoptiva alcanzé un nivel de saturacion cercano al 100%, Ia
dosis de DCs utilizada debié ser re-formulada, de forma de obtener una ventana de
activacién no saturante para evaluar el rol de IRE1a/XBP-1s en presentacién de
antigenos /n vivo. Para determinar la dosis optima de DCs a administrar para obtener
una respuesta optima, transfiieron adoptivamente LT CD8* OT-l de manera
intravenosa a ratones C57BL/6 y al siguiente dia se administraron 1,25x10%, 2,5x10° o
5x10° DCs por la misma ruta a estos ratones (Figura 7e). Como se observa en la
Figura 7a, el animal inmunizado con el control negativo de PBS, presenta una
proliferacion del 8,33% de los LT OT-l. Al analizar la proliferacién de LT OT-l en

animales inmunizados con DCs encontramos que todos los LT OT-I proliferan sin
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importar el nimero de DCs inyectadas (99,15 + 0,1% 1,25x10° DC vs. 99,10 + 0,4%
2,5x10° DC vs. 99,25 + 0,2% 5x10° DC) (Figura 7a y 7b). Al analizar la activacién de
estos LT mediante expresion intracelular de IFN-y tras ser re-estimulados con el
peptido especifico SIINFEKL, encontramos un 39% de LT positivos para IFN-y en los
animales tratados con el control negativo PBS, aunque estos LT corresponden a la
poblacion parental no proliferante y debido a la baja cantidad de puntos en él grafico es
artificioso compararlo con el resto de los tratamientos (Figura 7e). Al analizar los
animales tratados con las distintas dosis de DCs, encontramos que nuevamente todos
los LT OT-l expresan IFN-y tras ser re-estimulados con el péptido SIINFEKL sin
importar Ia dosis de DCs administradas (99,25 £ 0,1% 1,25x10° DC vs. 99,75 & 0,1%
2,5x10° DC vs. 93,5 + 5% 5x10° DC) (Figura 7e). Estos resultados indican que, en
contraste con el modelo pmel-1, el modelo OT-I prolifera vigorosamente in vivo ante
dosis bajas de DCs y sin mostrar un efecto dosis-dependiente. Debido a que Ia
respuesta se satura ante cualquier dosis de DCs, no nos entrega una ventana de
oportunidad que pueda ser usada para analizar el rol del gje IRE1a/XBP-1s en

presentacion antigénica in vivo.
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Figura 7. Modelo de transferencia adoptiva de LT OT-l en ratones C57BL/6 es
insensible a la cantidad de DCs inoculadas. a-c) Ratones C57BL/6 fueron
inmunizados como en la Figura 6, en donde se inocularon por via intravenosa 1x10° LT
CD8" OT-l tefiidos con Cell Trace Violet y luego al dia siguiente se administraron por la
misma ruta 2x10° DCs previamente pre-tratadas con el inhibidor 4u8C a una
concentracion de 50 uM o DMSO como control de vehiculo. Posteriormente las DCs
fueron estimuladas con 100 pg/mL MEL + 200 pg/mL OVA. PBS administrado de forma
intravenosa fue utilizado como control negativo. Luego de 5 dias post administracion de
DCs, los animales fueron sacrificados y la proliferacién de LT OT-I fue analizado en
bazo mediante citometria de flujo. a) Histogramas representativos de la proliferacién de
LT OT-l en bazo. Los histogramas muestran los niveles de proliferacion medidos por
Cell Trace Violet en células vivas, CD3*CD8", positivas para Cell Trace Violet e indican
el porcentaje de LT proliferativos a la izquierda. b) Grafico de barras gue muestra a
modo de resumen de lo indicado en a), la media + S.D. del porcentaje de LT OT-I
proliferativos de 3 animales por tratamiento, excepto en el caso de PBS en el cual se
muestra la media de 1 animal con tratamiento. c) Dot Plots representativos que
muestran la proliferacion y la produccién de IFN-y de LT OT-l en ausencia o presencia
de re-estimulacion con el péptido especifico SIINFEKL. d) Grafico de barras que
muestra a modo de resumen lo indicado en c). El grafico muestra la media + S.D. del
porcentaje de LT OT-I IFN-y* medido por citometria de flujo intracelular. e) Titulacion de
dosis de DC. Ratones C57BL/6 recibieron mediante transferencia adoptiva por via
intravenosa 1x10° LT CD8+ OT-I teflidos con Cell Trace Violet y luego al dia siguiente
se administraron por la misma ruta 1,25x10%, 2,5x10° o 5x10° DCs previamente
estimuladas con 100 pg/mL MEL + 200 ug/mL OVA. PBS administrado de forma
intravenosa en vez de DCs fue utilizado como control negativo. d) Histogramas
representativos de la proliferacién de LT OT-l en bazo bajo las mismas condiciones
como se indica en a). e) Grafico de barras que muestra la media + S.D. del porcentaje
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de LT OT-| proliferantes (izquierda) o productores de IFN-y* en ausencia o presencia
de re-estimulacion con el péptido especifico SIINFEKL (derecha) de 2 animales por
tratamiento, excepto en el caso de PBS en el cual se muestra la media de 1 animal con
tratamiento.

Ya que ninguno de los 2 modelos de transferencia adoptiva de LT antigeno
especifico fue capaz de darnos una ventana de activacién en la cual pudiéramos
intervenir el eje IRE1a/XBP-1s en DCs para analizar su rol en la presentacion de
antigenos in vivo, se analizé el rol de esta via en el repertorio endogeno en ratén. Para
esto utilizamos un tetramero de complejos MHC/péptido acoplado a un fluoréforo, lo
cual lo convierte en una herramienta capaz de detectar TCR especificos (y por lo tanto
clones de LT especificos) por citometria de flujo (Wooldridge y col., 2009). El tetramero
utilizado (H-2k°/OVA) posee el alelo H-2K? del MHC-I murino acoplado al péptido
SIINFEKL, un péptido inmunodominante restringido a MHC-I derivado de OVA (OVA57.
26¢). Los animales fueron inmunizados de forma intravenosa con DCs incubadas
previamente por 5 horas con MEL + OVA en ausencia o presencia del inhibidor 4u8C.
Como control negativo se utilizé PBS de forma intravenosa y como control positivo se
administré una solucion de forma intraperitoneal OVA + Poly I:C, un analogo sintético
de RNA doble hebra (una estructura comun en algunas clases de virus) que es capaz
de actuar como un PAMP a través del receptor tipo toll 3 (TLR3) activando la respuesta
inmune (Alexopoulou y col., 2001). Luego de la inmunizacion, los animales fueron
sacrificados al dia 7 y se analizé el bazo por citometria de flujo utilizando el tetramero
mencionado anteriormente ademas del marcador CD44, |a cual es una molécula sobre-
expresada en LT que han reconocido antigeno anteriormente (Baaten y col., 2012)

(Figura 8a).
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Figura 8. El inhibidor 4u8C en DCs no afecta su capacidad de realizar
presentacion antigénica in vivo. DCs generadas a partir de medula dsea de ratones
C57BL/6 fueron pre-tratadas por 1 hora con el inhibidor 4u8C 50 uM o DMSO como
control de vehiculo. Luego, las DCs fueron incubadas por 5 horas con 100 ug/mL MEL
+ 200 ug/mL OVA para luego ser administradas de forma intravenosa a ratones de la
misma cepa, 5x10° DCs/animal. 7 después de la inmunizacion. los animales fueron
sacrificados y células obtenidas de bazo fueron tefiidas para citometria de flujo con el
tetramero H-2k°/OVA. a) Disefio experimental. 40 pg OVA + 10 pg Poly I.C
administrados de forma intraperitoneal fueron utilizados como control positivo y PBS
intravenoso como control negativo. b) Dot Plots representativos del marcaje con el
tetramero H-2k®/OVA. Los Dot Plots muestran el porcentaje de LT antigeno-especifico
y CD44" en células vivas, CD3*CD8*. c) Grafico de barras que muestra la media *
S.E.M. del porcentaje de LT CD44* detectados por el tetramero H-2k®/OVA segun la
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estrategia de gating mencionada en c). Se muestran los resultados de 11 animales por
tratamiento de DCs y 3 animales por tratamiento control (PBS y Poly [:C+QVA).

Como podemos observar en estos resultados (Figura 8b y 8c), el control
positivo (inyeccion intraperitoneal de OVA + Poly I:C) es capaz de expandir esta
poblacion clonal hasta un 0,67 + 0,22% de los LT CD8* en bazo, mientras que el
control negativo (PBS intravenoso) muestra el nivel basal de 0,06 + 0,02%. Los
tratamientos con DCs logran por su parte inducir niveles similares de clones capaces
de reconocer este complejo (0,24 + 0,04% DMSO DC vs. 0,22 + 0,04% 4u8C DC.
Estos resultados muestras que no existen diferencias significativas en la capacidad de
inducir la expansién de una poblacion clonal de LT cuando las DCs son tratadas con el

inhibidor 4u8C.

La vacunacion basada en DCs generadas con FLT3-L no es capaz de reducir el

nimero de metastasis en un modelo de metastasis de melanoma B16.

La gran capacidad que tienen las DCs de presentar antigenos, expresar
moléculas de co-estimulacion y secrecion de citoquinas inmunomodulatorias, las han
vuelto un blanco interesante en el campo de la inmunoterapia (Cohn y col., 2014;
Palucka y col., 2013). Por esta razon, analizamos el rol del eje IRE1a/XBP-1s en DCs
en un modelo de metastasis pulmonar del melanoma B16-F10 y B16-OVA. Para
evaluar este aspecto, se empled un protocolo de inmunizacion profilactico, donde los
animales son inmunizados de manera intravenosa con DCs previamente incubadas
con MEL o MEL + OVA y posteriormente a los animales se les administra B16-F10 o
B16-OVA por la misma ruta y luego de 15 dias, los animales fueron sacrificados y se

evalud la presencia de metastasis en pulmones (Figura 9).
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Figura 9. La inmunizacién profilactica con FLT3-L DCs no otorga proteccion
frente a un desafio de melanoma murino metastasico. a) Disefo experimental. DCs
generadas a partir de medula 6sea de ratones C57BL/6 fueron pre-tratadas por 1 hora
con el inhibidor 4u8C 50 uM o DMSO como control de vehiculo. Luego, las DCs fueron
incubadas por 5 horas con 50 pg/mL MEL + 50 pg/mL B16-F10 o 50 pg/mL MEL + 50
pg/mL B16-OVA, dependiendo de la linea de melanoma utilizada para desafiar al raton
en el experimento. 1x10° DCs fueron administradas de forma intravenosa a ratones de
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la misma cepa y 7 dias mas tarde se administraron 2x10° células B16-F10 o 5x10°
celulas B16-OVA de forma intravenosa. PBS intravenoso fue utilizado como control
positivo de metastasis. Luego de 15 dias desde la administracion de células de
melanoma, los animales fueron sacrificados y se recolectaron sus pulmones para
dejarlos en solucion de Fekete por 2 a 4 dias y posteriormente contar el numero de
metastasis. b) Imégenes representativas de animales con metastasis de B16-OVA
luego del protocolo indicado en a). c) Grafico de barras que muestra la media + S.E.M.
del niumero de metastasis pulmonares en animales desafiados con B16-F10 con el
protocolo indicado en a). Se utilizaron 3 animales por tratamiento, a excepcion del
tratamiento PBS, donde se utilizaron 2 animales. d) Grafico de barras que muestra la
media + S.E.M. del numero de metastasis pulmonares en animales desafiados con
B16-OVA con el protocolo indicado en a). Se utilizaron 3 animales por tratamiento, a
excepcion del tratamiento PBS, donde se utilizaron 2 animales.

Como se muestra en la Figura 9, las metastasis de melanoma murino se
observan como nédulos negros que contrastan con los pulmones de color blanco, lo
que facilita su conteo (Figura 9b). Al analizar el nimero de metastasis provocadas por
el desafio con B16-F10, observamos en animales tratados con el control positivo de
PBS la aparicion de 126,0 + 19,0 metastasis pulmonares. Al comparar estos resultados
con los animales inmunizados de forma profilactica con DCs, no encontramos fuertes
diferencias con el control positivo, tomando en cuenta que los animales inmunizados
con DMSO DC y 4u8C DC obtuvieron 108,7 + 23.1 y 126,3 + 19,9 metastasis
pulmonares, respectivamente. Ya que en resultados anteriores pudimos observar que
la inmunizacion con DCs es capaz de expandir una poblacion clonal de LT capaces de
reconocer OVA (Figura 8), desafiamos a ratones previamente inmunizados con DCs
con la linea tumoral B16-OVA, una variante de la linea de melanoma murino B16-F10
que expresa OVA de manera constitutiva (Figura 9d). De forma similar a lo observado
en ratones desafiados con B16-F 10, el desafio con B16-OVA es capaz de inducir 135,5
t 41,5 metastasis pulmonares en animales tratados con el control positivo PBS, 146,7
t 41,2 metastasis en animales inmunizados con DMSO DC y 203,0 £ 34,4 metastasis
en animales inmunizados con 4u8C DC. Ya que el numero de metastasis entre

animales inmunizados con DMSO DC o 4u8C DC es igual o mayor al nimero de
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metastasis de animales tratados con el control PBS, estos resultados indican que la

inmunizacién profilactica con DCs generadas con FLT3-L no es capaz de otorgar

proteccion en un modelo de metastasis tumoral.




DISCUSION

La evidencia del papel regulatorio de la respuesta a proteinas mal plegadas en
el funcionamiento del sistema inmune ha incrementado enormemente en los tltimos
afios. Dentro de las células que componen el sistema inmune, células presentadoras
de antigenos tales como linfocitos B y macréfagos han mostrado ser altamente
dependientes de estas vias de sefializacion, para ejecutar diversos procesos asociados
a funcion y sobrevida (Todd y col. 2008, Bettigole & Glimcher 2014). Ademas, se ha
reportado que el factor de transcripcion XBP-1s es esencial para el desarrollo y
diferenciacién de DCs (lwakoshi y col. 2007). A nivel funcional, se ha descrito que la
via IRE1a/XBP-1s controta directamente el proceso de presentacion cruzada en DCs, a
través de la regulacién de diversos genes asociados a este proceso tales como
Tapasina y Ergic3, entre otros genes (Osorio y col. 2014). Si bien esta evidencia da
cuenta del papel de la via IRE1a/XBP-1s en el desarrollo y funcién de DCs en ausencia
de inflamacién, existe informacion limitada respecto a su rol en contextos inflamatorios

tales como cancer, infeccién bacteriana o alergias.

En resultados previos, observamos que MEL es un potente activador del eje
IRE1a/XBP-1s en DCs generadas en presencia de FLT3-L (Costoya, 2015). Dado que
los efectos observados fueron a nivel de RNA proveniente de cultivos heterogéneos,
una de las interrogantes que surgieron fue si algunos subtipos de DCs son activados
mas fuertemente que otros, ya que existen antecedentes de gue este eje se encuentra
activo de manera constitutiva en ¢DCs y preferenciaimente en cDC1 (Osorio y col.,
2014). Gracias al ratén reportero ERAl se determiné por citometria de flujo que, en

congruencia con lo reportado en la literatura, las ¢cDC poseen un nivel basal de
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activacion de IRE1a/XBP-1s elevado, y preferencialmente activo en cDC1. Al estimular
las DC con MEL, ambos tipos de ¢DC incrementan la expresion de XBP-1s, aunque
nuevamente las cDC1 poseen niveles mayores de activacién. En base a estos
resultados y los reportes en la literatura sobre Ia dependencia de cDC1 por este gje
para su correcta funcion y supervivencia (Osorio y col., 2014; Tavernier y col., 2017), el

resto de los andlisis fueron realizados en este subtipo celular.

Al tratar de descifrar el origen de esta sefial en MEL y el mecanismo por el cual
activa este eje en DCs, encontramos a que este no se debe a una reaccién xenogénica
por el uso de lisados celulares humanos en DCs murinas, ya que las DCs son capaces
de activarse a niveles similares con lisados de melanoma murino B16-F10 ¥ no asl con
lisados de leucocitos humanos. Sorprendentemente, el condicionamiento con shock
térmico en MEL, un probado método para aumentar la expresion de sefiales de peligro
inmunolégicas en estas células, no afecta los niveles de activacion de XBP-1s en DCs,
sugiriendo que el gatillante de esta respuesta es un compuesto inherente a la
naturaleza de MEL y no la exposicién de una sefial de peligro como calreticulina o
HMGB1 (Aguilera et al. y col., 2011). Por otra parte, el medio condicionado de
melanoma, es decir el sobrenadante de células de melanoma vivas y sin condicionar
con shock térmico, es capaz de inducir niveles de activacién de XBP-1s muy cercanos
a MEL. Esto indicaria que el activador de IRE1a/XBP-1s en DCs es un factor inherente
a las células de melanoma, y seria secretado por estas de forma constitutiva. Un
trabajo publicado hace un par de afios demuestra que ascitas derivadas de cancer
ovarico inducen la activacion del eje IRE1a/XBP-1s en DCs mediante la generacion de
subproductos de la peroxidacion de lipidos y ROS, los cuales pueden formar aductos

estables con chaperonas residentes de RE y asi causar estrés de RE (Cubillos-Ruiz y
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col. 2015). En conjunto, estos y nuestros resultados sugieren que la respuesta a
proteinas mal plegadas constituye un mecanismo celular relevante asociado a la
deteccion de células tumorales, lo que puede tener un impacto en el desarrollo de

potenciales inmunoterapias del cancer.

Importantermente, en este trabajo de tesis también obtuvimos evidencia, a nivel
funcional, del papel de la via IRE1a/XBP-1s en la activacién de DCs con lisados de
células tumorales. En este contexto, observamos que la inhibicién farmacolégica de
IRE1a/XBP-1s disminuye la produccién de las c;itoquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL~
6 en DCs. Nuestros resultados van en linea con lo publicado en la literatura, donde
macrofagos deficientes para XBP-1 tienen una produccién disminuida de estas
citoquinas en respuesta a activacion de TLRs (Martinon y col. 2010), reafirmando la
teoria que postula que XBP-1s bajo contextos inflamatorios posee una accién sinérgica
con NF-kB, aumentando la expresion de citoquinas pro-inflamatorias. Si bien la
inhibicion de IRE1a con 4u8C no disminuyo significativamente los niveles de IL-10
secretados en respuesta a la estimulacion con lisados tumorales, si existe una
tendencia que padria convertirse en significativa aumentando el tamario muestral. De
ser efectivo, no podemos descartar que el efecto observado en [a produccién de
citoquinas se deba a un fenémeno global que afecta la produccion de cualquier
molécula secretada, ya que debemos recordar que dentro de las funciones de XBP-1s
estd la de activar genes blancos involucrados con la remodelacion y expansion del
reticulo endoplasmico, de forma de aumentar la capacidad biosintética de este (Hetz y
col., 2015; Janssens y col., 2014; Walter & Ron 2011), por lo que la inhibicién de esta

via podria hacer al reticulo endoplasmico menos competente y por lo tanto, producir
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niveles menores de citoquinas. Debido a la naturaleza de este fendmeno, es relevante

continuar estos estudios y sus perspectivas en inmunologia tumoral e inmunoterapia.

Resultados previos de nuestro laboratorio indican que la inhibicién de IRE1a
mediante 4p8C disminuye la presentacién cruzada de antigenos derivados de OVA en
co-cultivos con LT OT-I (Costoya 2016). A pesar de que DCs incubadas con el péptido
especifico SIINFEKL en presencia del inhibidor 4u8C no presentaban diferencias en la
activacion de DCs, indicando que el efecto observado no se debia a una disminucién
de MHC-I, todavia faltaba una demostraciéon formal de que el inhibidor 4u8C no
afectara los niveles de MHC-l e indagar si la inhibicion de esta ruta afecta
especificamente la presentacion cruzada de antigenos o si afectaba algun evento
general en el procesamiento de antigenos en MHC-l. Estas preguntas fueron
respondidas gracias al modelo de ratén CD11¢.DOG, en donde observamos que el
inhibidor no afecta la presentacion de antigenos endégenos en MHC-, lo que en
conjunto con los resultados anteriores de nuestra unidad demuestran que Ia inhibicién
de este eje en DCs afecta especificamente la presentacion cruzada de antigenos y no
afecta la presentacién de ‘péptidos endogenos en MHC-1. En linea con lo anterior,
existe evidencia de que el eje IRE-1a/XBP-1 modula proteinas involucradas en el
procesamiento y transporte de antigenos al interior celular, Entre estas es importante
mencionar la proteina tapasina, que se encarga de unir la proteina transportadora TAP
con el MHC-[ en el ER con el objetivo de facilitar la carga del péptido en el complejo
(Blum y col., 2013; O. P. Joffre et al. y col., 2012) y cuyo mRNA es blanco de RIDD. Sin
embargo, en nuestro sistema de estudio no hemos sido capaces de detectar induccién
de RIDD, por lo tanto, es posible que Ia via [RE-1a/XBP-1, a través del splicing de

XBP-1, sea necesaria para la induccién de ciertas proteinas que participan en los
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mecanismos de la presentacién cruzada. Recientemente, se ha identificado gue un
blanco molecular de XBP-1s es el responsable de traslocar péptidos desde el
fagosoma hacia el citosol, paso esencial en la ruta citésolica de presentacién cruzada,
este blanco corresponde a la proteina Sec61 que clasicamente se conoce por traslocar
polipéptidos desde el citoplasma hacia el ER (Shoulders y col., 2014; Zehner y col.,
2015). Por lo tanto, la disminucion de la presentacion cruzada de antigenos tumorales
en nuestro sistema podria explicarse por la falta de induccion de la proteina de Ia
proteina Sec61 que modula un paso fundamental en la ruta citosélica de presentacion
cruzada. También explicaria porque la disminucién es parcial y no total pues se puede

seguir realizando presentacion cruzada por la ruta vacuolar.

Para extender nuestros resultados de presentacion antigénica obtenidos
previamente en nuestra unidad, evaluamos el rol del gje IRE1a/XBP-1s en
presentacién de antigeno in vivo. Nuestra primera aproximacién para analizar este
objetivo, fue la transferencia adoptiva de LT pmei-1, los cuales poseen un TCR
transgénico capaz de reconocer antigenos de melanoma por lo que son una
herramienta atractiva para evaluar respuestas antitumorales. Luego de inmunizar con
DCs animales que habian recibido previamente estos [T, sorprendentemente
observamos una pobre o nula proliferacion de estos, incluso en el control positivo. Si
bien este modelo de LT antigeno-especifico ha funcionado previamente en ensayos in
vitro {(Medel 2017), en la literatura se ha reportado que estos LT necesitan sefiales
adicionales para expandirse y diferenciarse in vivo, lo que consiste usualmente en
inmunizaciones con virus que expresan la protefna hgp100 y la administracién de
grandes dosis de IL-2 de forma periddica (Hwang et al. y col., 20086; Overwijk y col.,

2003; Palmer et al. y col., 2008), lo cual proporciona grandes cantidades del antigeno
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especifico que estos LT reconocen y sefiales de sobrevida, lo cual explica por qué en
nuestros ensayos no fueron capaces de proliferar eficientemente. Al contrario a lo
observado al utilizar LT pmel-1, al cambiar al modelo OT-I para el mismo tipo de
ensayo observamos que estos LT proliferan y se activan a niveles satur‘antes en
animales inmunizades con DCs en una manera no concordante a dosis-efecto. Debido
a que en este modelo, 100% de los linfocitos proliferan y se activan vigorosamente, no
existe una ventana en la cual podamos evaluar el rol de IRE1a/XBP-1s en DCs en la

presentacion de antigenos a LT in vivo.

Las vacunas basadas en DC buscan activar LT dentro del repertorio endégeno
del paciente, por lo que realizamos el mismo tipo de aproximacién en DCs. Para poder
analizar el efecto del inhibidor 4u8C en DCs, utilizamos un tetrémero de complejos
MHC/péptido que permite detectar una poblacién clonal de LT especificos contra un
antigeno especifico, como es OVA en este caso. Observamos que el inhibidor no
afecta la capacidad de DCs de presentar antigenos y expandir una poblacién de LT jn
vivo. Si bien este resultado no va en la misma linea que los resultados de presentacion
antigénica obtenidos in vitro obtenidos previamente (Costoya 2016, Medel 2017), esto
puede deberse a una limitacion técnica en el uso de este tipo de inhibidores, los cuales
no modifican de forma irreversible su blanco. De hecho, segun evidencia reportada, el
inhibidor de IRE1a 4pBC. usado en este trabajo posee una estabilidad relativa de 1,6h y
el mecanismo de inhibicidn es reversible al remover el medio (Cross et al. y col., 2012).
Para superar esta limitancia, la mayoria de los resultados obtenidos anteriormente en
nuestra unidad se obtuvieron utilizando DCs fijadas, las cuales tienen un fenotipo
representativo de un punto especifico en el tiempo tras la incubacion con el inhibidor

4u8C. En experimentos in vivo se necesitan a DCs totalmente funcionales, que sean
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capaces de migrar a linfonodos y por lo tanto no pueden ser fijadas para su uso. Por lo
tanto, es posible que el efecto del inhibidor desaparezca al poco tiempo de ser
inyectada al raton y asi recuperar esta via de sefalizacién. Debido a estas limitantes,
no podemos concluir de momento si efectivamente XBP-1s juega un rol en la
presentacion de antigenos tumorales in vivo o si el efecto observado es producto de la

reversibilidad del inhibidor 4u8C.

La vacunacion con DCs en un contexto tumoral tienen como objetivo clinico la
regresion o desaparicién del tumor en un paciente (Cohn et al. y col., 2014; Gilboa y
cal., 2007). Para lograr esto, las DCs inoculadas en el paciente deben ser capaces de
migrar hacia el linfonodo y realizar presentacion de antigenos a LT CD8* y CD4*
(Melero y col., 2014). En nuestro modelo de inmunoterapia antitumoral, los animales
son vacunados de manera profilactica con DCs previamente incubadas con lisados
tumorales en presencia o ausencia de el inhibidor 4u8C y luego son desafiados con 2
variantes de la linea tumoral de melanoma murino B16. Encontramos que,
sorprendentemente, la vacunacion con DCs es incapaz de disminuir el nimero de
metastasis en ratones desafiados con B16-F10 o B16-OVA, en comparacion con
animales no inmunizados. Estos resultados, en conjunto con los resultados de ensayos
con el tetramero de MHC/péptido, indican que si bien las DCs generadas con FLT3-L
son capaces de inducir [a expansion de LT antigeno especifico, estos no son capaces
de restringir la aparicion de metdstasis. Si bien estos resultados no fueron esperados,
al revisar la literatura no existen reportes de ensayos de inmunidad antiturmoral
utilizando con DCs generadas in vitro con la citoquina FLT3-L. Esto puede deberse a

que estas células, si bien poseen los marcadores de linaje y son capaces de expandir
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LT in vivo, no son capaces de polarizar los LT hacia un perfil competente para eliminar

el tumor.

En resumen, en este trabajo hemos descubierto las células de melanoma son
capaces de activar este el eje IRE1a/XBP-1s en DCs, y preferencialmente ¢DC1,
mediante un factor soluble. Adicionalmente, [a inhibicion de IRE1a en DCs mediante e
inhibidor 4u8C disminuye especificamente la presentacién cruzada de antigenos en
MHC-I y no la presentacion de antigenos endégenos, pero si disminuye la produccién
de TNF-a e IL-6 en DCs estimuladas con MEL. Ademas, la inhibicién de este eje
mediante el uso del inhibidor 4u8C no afecta la capacidad de DCs de expandir LT
antigeno-especifico en el repertorio endégeno de los ratones inmunizados. Finalmente,
la inmunizacién con DCs generadas in vitro con FLT3-L no es capaz de disminuir el

nimero de metéstasis en un modelo de melanoma murino.

Dentro de las perspectivas de este trabajo de tesis esta el identificar Ia
naturaleza del componente activador de XBP-1s presente en células tumorales,
mediante el tratamiento con nucleasas no especificas (de manera de probar si el
gatilante es un acido nucleico) o denaturacién por temperatura (de forma de
determinar si el gatillante es de naturaleza proteica). Experimentos futuros de nuestra
unidad contemplan realizar experimentos de presentacion antigénica in vivo en
modelos murinos knock-out para IRE1a en DCs, los cuales tienen un fenotipo no
reversible. Finalmente se pretende inmunizar ratones con DCs generadas in vitro con
GM-CSF, las cuales si han sido reportadas como eficientes para rechazar metastasis

pulmonares (Helft y col., 2015).




CONCLUSIONES

A partir del estudio realizado en este trabajo de tesis, observamos que los
lisados de lineas celulares de melanoma actiian como activadores de IRE1a/XBP-1s
en DCs, preferencialmente en cDC1. Observamos que esta activacién no se debe a
una reaccion xenogénica, es inherente a melanoma y es mediada a través de un factor
soluble secretado por MEL. Adicionalmente, observamos que la inhibicién del eje
IRE1a/XBP-1s no afecta la presentacién de antigenos endogenos en MHC-I, por lo que
el efecto observado en trabajo previo en nuestra unidad se debe a un efecto especifico
en presentacion cruzada. Ademds, se observé que existe una disminucién en la
produccion de TNF-a e IL-6 en DCs incubadas con melanoma cuando son tratadas con
el inhibidor descrito. Finalmente, no cbservamos diferencias en expansion de LT
antigeno-especifico en repertorio endégeno de ratones inmunizados con DCs
previamente tratadas con el inhibidor 4u8C y también que DCs generadas in vitro con
la citoquina FLT3-L no son capaces de disminuir la carga tumoral en un modelo de
melanoma metastasico murino. Estos resultados no permiten afirmar la hipotesis
propuesta ya que debido a limitaciones bioldgicas no permiten obtener [a informacion
necesaria para identificar al eje IRE10/XBP-1s como una cascada de sefializacion

relevante en la capacidad antitumoral de DCs in vivo.
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Figura Suplementaria 1: Auto-fluorescencia en ensayos de activacion de DCs de
ratones reporteros ERAI. 5x10° DCs obtenidas a partir de precursores de medula
Osea de ratones ERAI o ratones wild type fueron estimuladas con MEL (100 pg/mL) por
16 horas para luego ser analizadas por citometria de flujo. Se muestran histogramas
representativos de los niveles de fluorescencia detectados en el canal FITC, utilizado
para detectar la sefial de la proteina reportera VenusFP en DCs de ratones ERAIl. Se
utilizé como control de auto-fluorescencia la sefial detectada en DCs de ratones wild
type tratadas con los mismos estimulos que DCs de ratones ERAI Se muestran
histogramas separados para la sefal detectada en cDC1, ¢DC2 y pDC. La seccion
superior de los histogramas muestra la auto-fluorescencia (Auto NT) y la fluorescencia
relativa de VenusFP (ERAI NT) de DCs no tratadas. La seccidn inferior de los
histogramas muestra la auto-fluorescencia (Auto MEL) y la fluorescencia relativa de
VenusFP (ERAI MEL) de DCs tratadas con MEL. En cada histograma se presenta a la
derecha la intensidad media de fluorescencia para el control de auto-fluorescencia
(negro) y para DCs ERAI no tratadas (azul) o tratadas con MEL (rojo),
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