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ABREVIATURAS.

Introduccién.
CD: Célula dendritica

LT: Linfocito T

RRP: Receptores reconocedores de patrones

ITAM: Immunoreceptor tyrosine-based activation motif
TIR: Toll/IL-1 Receptor

IL : Interleuquina

LB : Linfocito B

CPA : Célula presentadora de antigeno

MHC : Major Histocompatibility Complex (complejo principal de histocompatibilidad)
li: Cadena invariante

Cat: Catepsina

CLIP: Class Il associated invariant chain peptide

ARNi: Acido ribonucleico de interferencia

KO: Knock-out

Materiales y Métodos.

Lamp: Lysosomal associated membrane protein

Myo: Myosin

OVA: Ovoalbtimina

HRP: Horse radish peroxidase

BSA: Bovine serum albumin

HEL: Hen egg lysozime

PE: Phycoeritrin

.




FITC: Fluorescein iso thyo-cyanate

IMDM: Iscove’s Modified Dulbecco’s Media

PBS: Phosphate saline buffer

GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony stimulating factor
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

FACS: Flow activated cell sorting

rpm: Revoluciones por minuto

FSC: Forward sactter

IMF: Intensidad media de fluorescencia

DTT: Ditiotreitol

SDS-PAGE: SDS poliacrilamide gel electrophoresis

SDS: Sodium dodecylsulfate

MAC: Macintosh

Resultados y Discusion.

MGF: Media geométrica de fluorescencia

LPS: Lipopolisacarido

LHVS: Morpholinurea-leucine-homophenylalanine-vinyl phenyl sulfone
OLS: Organo linfoide secundario

EEAZ1: Early endosome antigen 1

NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase

2D: 2 dimensiones

Nota. La mayor parte de las abreviaturas utilizadas en este trabajo derivan de nombres en
inglés de moléculas o técnicas que comtinmente se utilizan en el drea de la biologia celular.
Este vocabulario se mantuvo con la idea de crear un lenguaje universal y comprensible para

cualquier lector informado interesado en este trabajo.
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RESUMEN

Durante el desarrollo de una respuesta inmune especifica los patégenos reconocidos
en el sitio infectado son capturados, procesados y transportados al linfonodo por las
células dendriticas (CDs). E! transporte y la llegada de los antigenos a este lugar
permiten la activacion especifica de los linfocitos T (LT) que circulan por el érgano. La
ocurrencia de estos fendmenos corresponde a uno de los eventos esenciales para el
inicio de una respuesta inmune especifica. Los antigenos procesados que llegan a los
linfonodos lo hacen unidos a moléculas presentadoras de antigeno, formando juntos
una unidad estructural necesaria para la activacion especifica de los LT. En este trabajo
se muestra que la maquinaria que controla el procesamiento y la union de los
antigenos a las moléculas presentadoras controla también la migracién de las CDs a los
érganos linfoides. Nuestros resultados muestran que aquellas células en las cuales el
procesamiento antigénico y carga peptidica se encuentran inhibidas son incapaces de
migrar al linfonodo, independientemente de su estado de maduracién. Esto sugiere
que in vivo las CDs que entran en contacto con los LT son aquellas en las el que el
procesamiento antigénico ha ocurrido de manera eficiente. En conjunto nuestros
resultados sugieren que el procesamiento antigénico, la carga de las moléculas
presentadoras con el péptido antigénico y la migracién de las CDs ocurren de manera
coordinada, probablemente para asegurar que luego de una infeccidn e inflamacion, la
presentacion de los antigenos derivados del patégeno ocurra de forma concertada,

tanto espacial como temporalmente.
xi




ABSTRACT

During the development of a specific immune response the pathogens recognized at
the site of infection are internalized, processed and transported to the lymph node by
dendritic cells (DCs). The transport and arrival of antigens to this place allows the
activation of antigen-specific T lymphocytes (TL) circulating through this organ. These
phenomena correspond to one of the essential events for the initiation of a specific
immune response. The processed antigens that reach the lymph node do that bound to
antigen presenting molecules, conforming together a specific structural unit necessary
for the activation of specific TL. In this work we shown that the machinery that controls
antigen processing and the binding of peptides to antigen presenting molecules also
controls the migration of DCs to the lymph nodes. Our results show that cells showing
an inhibited antigen processing and peptide loading activities are also inefficient in
reaching the lymphoid tissue, independently of their maturation stage. This suggests
that in vivo the DCs that enter in contact with TL are those in which antigen processing
has been successful. Altogether our results suggest that antigenic processing, the
loading of antigenic peptides onto presenting molecules and the migration of the DCs
occur coordinately, probably to ensure that following an infection and inflammation,
presentation of pathogen-derived peptides occurs both, spatially and temporally

synchronized.
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INTRODUCCION

La inmunidad es la respuesta de ciertos organismos frente a la presencia de elementos
extrafios que son o representan un peligro potencial para el desarrollo de la vida. La
eficiencia de este proceso es esencial para la existencia y refleja una de las
adaptaciones que permite la convivencia de organismos de distintas especies en un
espacio comun y limitado.

La maxima expresién de un sistema inmune se encuentra en mamiferos, en donde
multiples tejidos y tipos celulares se encargan de elaborar reacciones coordinadas
especificamente y adecuadas al origen de cada posible elemento perturbador. La
deteccién de los entes exdgenos es llevada a cabo inicialmente por fagocitos, células
destinadas a eliminar al patégeno y equipadas con variados tipos de receptores que les
permiten discriminar el origen de los distintos antigenos de modo de iniciar una
respuesta acorde al tipo de infeccion.

La funcidn de los fagocitos ocurre en general de manera local, en el lugar infectado. Sin
embargo, existe una poblacién particular de estas células que se moviliza desde el sitio
afectado hacia los linfonodos. Estos fagocitos sofisticados son conocidos como “células
dendriticas” (CDs), y su funcién se asocia al transporte y no a la eliminacién de los
antigenos, para asf favorecer la activacion especifica de las células inmunes residentes

en los linfonodos.
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Este trabajo estudia cémo las CDs coordinan la captura y procesamiento de los
antigenos del patégeno con el transporte de estos a los linfonodos, de modo de

entender las claves que controlan la naturaleza de una respuesta inmune especifica.

EL INICIO DE LA RESPUESTA INMUNE

La respuesta-inmune se inicia en el sitio de infeccién. En ese lugar la presencia de los
patégenos induce alteraciones locales que se traducen en la activacion del tejido, el
que en ese momento inicia la liberacion de factores solubles que median el
reclutamiento de fagocitos al lugar afectado. Estos fagocitos tienen la capacidad de
identificar y diferenciar a los antigenos del patdgeno del resto de los elementos
presentes en el sitio dafiado. Este poder de discernimiento se conoce como
“reconocimiento antigénico”, y corresponde al evento que da inicio a la respuesta
inmune efectora.

El reconocimiento antigénico permite que el sistema inmune realice respuestas
especificamente adaptadas a cada tipo de patégeno o elemento perturbador. Esto
explica que el tipo de respuesta que se inicia cuando el organismo detecta fragmentos
moleculares propios sea distinta de aquella iniciada al momento de la infeccion con un
patdgeno (Blander and Medzhitov 2006).

La capacidad de los fagocitos de diferenciar entre distintos tipos de antigenos esta dada
por la expresién de familias de receptores reconocedores de patrones (RRP) en la

superficie celular (Janeway 1989). Cada uno de estos reconoce patrones moleculares
2




invariables entre familias de antigenos, como la fosfatidil serina de las células
apoptaticas, el LPS de las bacterias gram-, o el zymosan de las levaduras (Lee and Kim
2007). La estimulacién de la mayoria de estos receptores induce la internalizacién del
antigeno e instruye a la célula fagocitica acerca de sus caracteristicas. Esto da inicio a la
puesta en marcha de programas transcripcionales especificos que finalmente median la
respuesta de defensa especifica de los organismos (Underhill and Ozinsky 2002; Chen,

Zhuchenko et al. 2007).

o
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Figura 1. Reconocimiento antigénico.

La presencia de elementos infecciosos (6valos rojos) en el organismo gatilla un proceso inflamatorio. A)
Las células locales que entran en contacto con los patégenos secretan quimioquinas (circulos verdes),
factores solubles que se distribuyen formando gradientes quimioatractantes (barra verde). B) Las
quimioquinas dirigen la migracién de las células fagociticas al sitio dafiado, las que en ese lugar
identifican a los elementos perturbadores. C) Los antigenos son fagocitados por la célula centinela, lo
que finalmente decide todo el desarrollo posterior de la respuesta inmune.

Entre los RRP que participan en el reconocimiento antigénico se encuentran los TLRs,
receptores Fc, receptores del complemento, lectinas de tipo C y otros (Lee and Kim
2007). Durante el reconocimiento los receptores se acumulan en las regiones de la
célula que entran en contacto con el antigeno. Esto genera una interface entre ambos,

lo que se traduce en cambios locales en el citoesqueleto de la célula fagocitica que

3




permiten que el antigeno asociado a su receptor sea internalizado (Stuart and

Ezekowitz 2005).

o

S

Figura 2. Reconocimiento e internalizacion antigénica en células dendriticas.

A) El reconocimiento antigénico induce la acumulacién de los receptores especificos en el sitio de
contacto con el antigeno. B) La activacion de estos receptores se traduce en cambios en el citoesqueleto
de actina, lo que permite la deformacién de la membrana y la internalizacion del patégeno. C) Los
patégenos internalizados en los fagosomas envian y reciben sefiales de la célula. Esto permite que el
antigeno induzca cambios generales en los fagocitos y que estos a su vez reaccionen enviando la
maquinaria destructiva al contacto con el elemento internalizado.

Los cambios inducidos por la presencia del ligando se traducen al otro lado de la
membrana a través del dominio citosolico de los receptores. Con el contacto, esta
region cambia su posicionamiento espacial, afectando su interaccion con proteinas del
citoplasma. Estos fendmenos llevan a la exposicion de motivos moleculares antes
ocultos y que al quedar expuestos se vuelven susceptibles a sufrir modificaciones. Entre
los dominios mas utilizados para transducir sefales por parte de los RRP se encuentran
los dominios ITAM y los TIR (Medzhitov 2001; Abram and Lowell 2007). La fosforilacion

de estos motivos cambia la carga interna de la membrana e induce el rapido




reclutamiento de los efectores que participan en la reorganizacion de la membranay la
fagocitosis (Aderem and Underhill 1999; Yeung, Terebiznik et al. 2006).

Las sefiales que la presencia del antigeno implica para la célula pueden tener
consecuencias tempranas o tardias. A tiempos tempranos la activacion de los
receptores fagociticos induce la reorganizacién local del citoesqueleto de actina que
permite la deformacién de la membrana y la invaginacién del patégeno (figura 2).
Existe mas de una manera de inducir este re-arreglo de la corteza de actina, hecho que
es dependiente del tipo de receptor estimulado durante la internalizacién (Caron and
Hall 1998; Franc, Heitzler et al. 1999). Esto hace pensar que las propiedades de cada
fagosoma dependen de los receptores estimulados al momento de la formacion del
compartimento. Una vez selladas, estas vacuolas evolucionan a través de eventos de
fusién y fisién con distintas fuentes de membranas intracelulares para madurar
transformdndose a vacuolas liticas que finalmente destruyen el contenido del
fagosoma (figura 3) (Desjardins, Huber et al. 1994).

A tiempos tardios cada receptor estimulado por el antigeno transduce sefiales desde la
membrana del fagosoma hacia el citoplasma de la célula. El reclutamiento de moléculas
adaptadoras y complejos sefializadores inician e instruyen a la célula fagocitica acerca
de las funciones a desarrollar durante el curso de la infeccién (Pulendran and Ahmed
2006). Estas median en la activacion de programas transcripcionales que gatillan la

produccién de los factores necesarios para responder frente a la presencia de cada

patégeno. A modo de ejemplo, el reconocimiento de elementos propios lleva a la




produccién de citoquinas anti-inflamatorias como IL-10, mientras que por el contrario
el de agentes infecciosos lleva a la produccion de factores destinados a aumentar la
inflamacién, como IL-12 (Wu, Tibrewal et al. 2006).

La mayoria de las células que llegan al sitio inflamado y capturan a los antigenos son
fagocitos con alta capacidad destructiva. Ellos corresponden a monocitos, macrofagos y
neutrdéfilos, y forman parte del sistema innato de defensa del organismo (Savina and
Amigorena 2007).

Entre estos fagocitos profesionales existe ademas una poblacion de células que no son
eficientes en la destruccion antigénica. Estas son conocidas como células dendriticas
(CDs), y su funcién se orienta al transporte y no a la destruccion de los antigenos

internalizados (Watts, Moss et al. 2003; Iwasaki and Medzhitov 2004).

=2 =R F fagosoma
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Figura 3. Maduracion de fagosomas.

A) Los fagosomas recién formados estan compuestos principalmente por membranas que provienen de
la superficie celular. B) Al interior de la célula, siguiendo las instrucciones de los receptores antigénicos,
los fagosomas se fusionan con vesiculas endosomales con las que intercambian contenido, lo que lleva a
la maduracién del fagosoma. C) El compartimento que contiene al patégeno se fusiona finalmente con
los lisosomas, evento que les confiere la capacidad para destruir el contenido del compartimento.




RECONOCIMIENTO Y PROCESAMIENTO DE ANTIGENOS EN CELULAS DENDRITICAS

Las CDs son una poblacién celular escasa en los tejidos, con bajo poder degradativo y
menor capacidad de internalizacién que otros fagocitos, razones que hacen
cuestionable que a nivel periférico participen en funciones protectoras. Estas, junto a
linfocitos B (LB) y macréfagos activados, poseen la capacidad de procesar y presentar
fragmentos de antigenos a los linfocitos T (LT), por lo que se conocen como células
presentadoras de antigeno (CPAs).

Las CPAs se caracterizan por degradar los antigenos internalizados de manera
controlada, permitiendo la generacién de los fragmentos peptidicos lineales que sirven
de sustrato para las moléculas presentadoras de antigeno. Las DCs son especiales entre
las CPAs por su eficiencia en la activaciéon de LT virgenes (Banchereau, Briere et al.
2000). Estos LT transitan por los linfonodos y requieren de coestimulacién para su
activacidn. Las CDs otorgan esta coestimulacion y ademds son las tnicas CPAs con la
capacidad de migrar y transportar los antigenos desde el sitio infectado hacia el 6rgano
linfoide donde entran en contacto con los linfocitos.

La propiedad de activar por primera vez a los LT virgenes convierte a las CDs en las
células presentadoras por excelencia del sistema inmune. Las otras CPAs, incapaces de
cumplir esta funcidn, se encargan de re-estimular a los LT efectores o de memoria que
ya han sido activados, por lo que son parte de respuestas mds tardias y probablemente

participes de la regulacidn y mantencién de la respuesta inmune iniciada por las CDs.




Las CDs en el estado basal residen principalmente en los sitios de entrada de los
patégenos. En estos tejidos la CD tiene caracteristicas de células inmaduras y cumple el
papel de centinela del sistema inmune. En este estado posee capacidades de
reconocimiento e internalizacién antigénica constitutivas que le permiten censar la
presencia de elementos dafiinos en el ambiente para luego transmitir la informacién
recopilada al interior de la célula.

Cuando el tejido dafiado por la presencia de un patdgeno envia sefiales de alerta, las
CDs vy los otros fagocitos profesionales son reclutados al lugar afectado. Al momento
del reconocimiento de los elementos infecciosos se inicia la activacion de las CDs {Cella,
Sallusto et al. 1997). Durante este proceso, las CDs pierden su capacidad fagocitica e
inician un cambio generalizado en la expresidon de proteinas de superficie. Su patrén de
adhesién se ve alterado y finalmente comienzan la migracién hacia el tejido linfoide
(Watts, Zaru et al. 2007).

El destino comln de los antigenos que gatillan la activacion de la CD es Ia
internalizacion. Una vez dentro de la célula, en el fagosoma, el antigeno es degradado
de manera controlada o “procesado” (Watts, Moss et al. 2003; Villadangos, Schnorrer
et al. 2005). Esta funcidén es realizada por enzimas proteoliticas, las que generan, a
partir del agente infeccioso, los fragmentos proteicos del tamafio apropiado para
unirse a las moléculas presentadoras de antigeno. Estos complejos, expuestos en la
superficie, constituyen una de las unidades estructurales que permiten la activacion

especifica de los LT (Mazza and Malissen 2007).




Existen varios tipos de moléculas presentadoras, donde las mas estudiadas son las de
MHC | y MHC II. Las moléculas de MHC | estan presentes en todas las células nucleadas
del organismo. Unen péptidos antigénicos producidos por el proteosoma y participan
en la activacién de los LT CD8 o citotdxicos. El proteosoma procesa de manera
corriente antigenos citosélicos, por lo que estos linfocitos se activan en caso de
infecciones virales o aquellas en que las proteinas antigénicas han tenido acceso al
citoplasma de las células presentadoras (Van Kaer 2002).

Las moléculas de MHC II, por su parte, sélo se expresan en células presentadoras de
antigeno profesionales (Ting and Trowsdale 2002). Sus péptidos sustratos son
producidos por proteasas endosomales y permiten la activacién de los linfocitos T CD4
o de ayuda, los que mediante la produccién de factores solubles median en la
eliminacidn de bacterias o pardsitos tanto intra como extracelulares.

Dado que este trabajo se centra en la presentacién antigénica por moléculas de MHCI,
el andlisis que sigue se referira sélo a éstas moléculas presentadoras.

Desde el punto de vista del antigeno, el procesamiento que debe sufrir el patégeno
para permitir la carga de las moléculas de MHC II no es bien entendido. Se sabe que
depende de proteasas endosomales que cortan a proteinas antigénicas y que este
fendmeno ocurre durante la maduracién de los endosomas. Sin embargo, los detalles
del fendmeno son desconocidos. Se ha postulado que para ciertos antigenos hay cortes

tempranos sobre las proteinas antigénicas, los que inducen el relajamiento de la




estructura proteica y permiten la accién posterior de otras proteasas endosomales

(Watts, Moss et al. 2003).

Catepsina 2 Catepsina S

lipdloli lip24 lip1l0 CLIP/MHC Il

Figura 4. liy la catepsina S en el control de la carga peptidica.

En el reticulo endoplasmico las moléculas de MHC Il se asocian con li formando una estructura
nonamérica (izquierda). Este complejo es exportado a los endosomas, donde el corte de la regién luminal
de li por proteasas permite la reduccion a trimeros, los que son atacados secuencialmente por distintas
hidrolasas. Estos cortes reducen a li hasta un fragmento de masa 10 KDa denominado p10, el que es
especificamente procesado por la CatS. Como resultado de esto, MHC Il se disocia de la mayor parte de
li, quedando solo asociada a CLIP, péptido que evita la unidon prematura de péptidos en los
compartimentos endociticos.

Mejor estudiado esta el camino que siguen las moléculas presentadoras para encontrar
a los antigenos y permitir su presentacion. Las moléculas de MHC Il son ensambladas a
nivel de reticulo endoplasmico. En este compartimento se pliegan con la ayuda de la
chaperona llamada cadena invariante (li), la cual estabiliza la estructura de las
moléculas presentadoras. La asociacion entre ambas tiene ademads funciones
adicionales. li bloguea el bolsillo de union peptidica de MHC IlI, evitando la carga
prematura de péptidos no infecciosos. Adicionalmente |li contiene en su region

citosdlica un motivo de destinacién y retencién endosomal que les permite a las
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moléculas de MHC Il alcanzar los endosomas en un estadio inmaduro, impedidas de
unir los fragmentos peptidicos (figura 4) (Gregers, Nordeng et al. 2003).

Los complejos li/MHC Il inmaduros son estructuras nonameéricas. Estos consisten en un
trimero de los complejos formados por tres cadenas de li y las cadenas alfa y beta de
MHC Il (figura 4). Esta estructura es la que viaja a los endosomas, donde li es procesada
mediante cortes por proteasas endosomales, lo que permite la separaciéon del
fragmento de li y el desbloqueo de las moléculas presentadoras, lo que finalmente
lleva a la liberacion del sitio de union del péptido antigénico.

El procesamiento de li ocurre de manera secuencial (Hsing and Rudensky 2005). Este
consiste en una serie de cortes llevado a cabo por cisteina proteasas de la familia de las
catepsinas, las que procesan las moléculas que llegan a los endosomas para favorecer

la carga especifica de los antigenos presentes en ese compartimento.

Figura 5. El desbloqueo y la liberacion de las moléculas de MHC II.

El corte de li por CatS genera un complejo MHC II/CLIP en los endosomas de las CDs (MHC Il en verde,
CLIP en negro). La estabilidad de este complejo es alterada por la presencia de DM (Rosado), la que se
une lateralmente a los complejos MHC 1I/CLIP, desplazando a CLIP de la molécula presentadora. Este
evento permite la asociacion de otros péptidos presentes en el compartimento (Rojo) con las moléculas
presentadoras. Los complejos MHC 11/péptido no poseen una sefial de retencién endosomal, por lo que
son exportados hasta la superficie de la célula, donde al encuentro de un TCR apropiado pueden ejercer
su funcién presentadora (LT en amarillo).
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En el ratén i tiene una masa de 31 o 41 KDa, dependiendo de la isoforma (Strubin,
Berte et al. 1986). Ambas se diferencian en la regién luminal y estdn probablemente
involucradas en la destinacién y retencién de MHC Il en distintos compartimentos
intracelulares (Peterson and Miller 1992). La isoforma p31 es cerca de 10 veces mas
abundante que p41 (Strubin, Berte et al. 1986). Ambas pueden llegar a los endosomas
para ser cortadas secuencialmente por las catepsinas, dando origen a un fragmento de
24 KDa primero y a uno de 10 KDa después {p24 y p10 respectivamente). p10 es el
substrato especifico de la endopeptidasa Catepsina S (CatS), la que permite que el
fragmento citosdlico de li se separe de las moléculas presentadoras perdiendo asi su
sefial de retencidn en el endosoma (Bakke and Dobberstein 1990; Shi, Villadangos et al.
1999). El bolsillo peptidico de las moléculas de MHC I, sin embargo, no es liberado en
ese momento. A este nivel un fragmento de i permanece auin asociado a las moléculas
de clase Il (figuras 4 y 5). Este péptido se conoce con el nombre de CLIP (class /I
invariant peptide), y ayuda a mantener la estabilidad estructural de MHC Il (Shi,
Villadangos et al. 1999).

Para que la carga peptidica ocurra, CLIP debe ser removido. Esto sucede cuando los
complejos CLIP/MHC 1l se topan con la presencia de la chaperona DM (Busch,
Rinderknecht et al. 2005). Esta molécula es homologa a las moléculas de MHC li, pero
no participa directamente en la presentacién antigénica. DM posee una mayor afinidad
por CLIP, por lo que cuando se produce el encuentro de ésta con el complejo CLIP/MHC

Il, el péptido es desplazado de las moléculas presentadoras lo que permite la carga con
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los fragmentos antigénicos presentes en el endosoma al momento de su remocion

(Denzin and Cresswell 1995).

Figura 6. Esquema del
procesamiento antigénico en la via
endocitica de las células dendriticas.
Los antigenos internalizados son
atacados por proteasas al interior de
los fagosomas. Las mismas enzimas
proteoliticas se encargan de procesar
a las moléculas de MHC 1l, lo que
permite el desbloqueo de la molécula
presentadora y la pérdida de la sefal
de retencion en el endosoma. Ambos
fendmenos ocurren en paralelo y
deberian estar coordinados, aunque
el mecanismo responsable es del
todo desconocido.

En términos de trafico, es desconocida la manera como li lleva a las moléculas de MHC

Il a los endosomas. Se sabe que es esencial para la estructura y transporte de las

moléculas presentadoras, pero la maquinaria celular asociada al movimiento de las

vesiculas es aun desconocida.

Es interesante resaltar que la presencia de li en compartimentos endociticos de células

gue normalmente no expresan la molécula induce severas alteraciones en Ia

morfologia endosomal (Stang and Bakke 1997; Nordeng, Gregers et al. 2002). Estas

incluyen el aumento en tamafio de los compartimentos que contienen la proteina al

mismo tiempo que enlentecen su maduracién. Estos endosomas presentan estructura
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multivesicular y son equivalentes a los detectados en células en donde el
procesamiento de li ha sido artificialmente inhibido (Zachgo, Dobberstein et al. 1992).
Estos datos indican que la presencia de li y las moléculas de MHC Il en los endosomas
modifican o alteran las propiedades del compartimento que las contienen. Esto podria
repercutir en el control de otros fendmenos celulares dependientes del tréfico
vesicular, adicionales al transporte de las moléculas presentadoras.

En el plano fisioldgico, [as CPAs que expresan li y MHC Il constitutivamente no
presentan estas alteraciones. Esto puede estar relacionado con los niveles de expresién
o con la existencia de moléculas especificas de las CPAs que controlan o regulan las
funciones de li. En las CDs de ratones deficientes en CatS (donde i se acumula
intracelularmente) se observa un aumento en el nimero de compartimentos
multivesiculares de tamaro alargado ricos en moléculas de MHC II, similar a lo
observado en células transfectadas con li {Driessen, Bryant et al. 1999). El tamafio de
estos endosomas parece ser controlado por la presencia de li en los compartimentos,
pues el fenémeno no se observa en las células deficientes en CatS e li (Boes, van der
Wel et al. 2005).

Esto sugiere que li no solo controlaria el transporte de las moléculas de MHC I, sino
que también modifica el trdfico y la composicién de los compartimentos que la
contienen. Esto podria tener repercusiones directamente asociadas al procesamiento
antigénico e indirectamente relacionadas con el tréfico de proteinas involucradas en

otras funciones celulares.
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INTERNALIZACION ANTIGENICA Y MIGRACION EN CELULAS DENDRITICAS.

Para que ocurra la respuesta inmune especifica los antigenos deben ser transportados
desde la periferia a los drganos linfoides. Por ende su captura deberia estar coordinada
con la migracion de las células transportadoras.

Lo que se conoce al respecto en las CDs es bastante reciente. Una vez que los antigenos
patogénicos han sido reconocidos, las CDs, normalmente motiles, se detienen de
manera transiente al mismo tiempo que aumentan su capacidad de internalizacién
antigénica (West, Wallin et al. 2004). Esto indica que el reconocimiento antigénico
induce la permanencia momentdnea de las CDs en el sitio infectado, probablemente
para favorecer el contacto y la incorporacién de los antigenos presentes en el lugar.
Una vez que los patdgenos han sido internalizados, las CDs vuelven a adquirir la
capacidad migratoria. Guiadas por las quimioguinas expresadas en los tejidos linfoides,
las células dejan la periferia y se dirigen al linfonodo. Esto permite que las CDs
transporten los antigenos capturados en la periferia al lugar de encuentro con los
linfocitos.

Es claro que no hace falta un antigeno “real” para inducir la migracién, pues estimulos
inflamatorios puros inducen el viaje de las CDs a los linfonodos (Randolph, Angeli et al.
2005). Ante esta situacidon, écodmo asegurar la migracion de las células que
efectivamente han capturado los antigenos?

Por ldgica, la unica forma de certificar que la célula migre con el antigeno en su interior

es que la sefial migratoria sea iniciada una vez internalizado el elemento perturbador.
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Sélo los antigenos patogénicos inducen la activacién y migracion de las células, por lo
que la estimulacién de algtin RRP desde el fagosoma podria estar controlando esta
funcioén.

Es muy interesante destacar que un fenémeno de estas caracteristicas ha sido descrito
en organismos inferiores como Dictyostelium discoideum (Chen, Zhuchenko et al.
2007). Este es un organismo unicelular que en condiciones de carencia de alimento se
agrega formando una masa migratoria. Esta masa posee poblaciones celulares
especializadas. Entre estas se distingue una conformada por células fagociticas, las que

IlI

al igual que en organismos superiores cumplen el papel de patrullas del “organismo”.
Estas se conocen como células S (sentinels), y tienen la capacidad de detoxificar la masa
de células apartando de ella los elementos potencialmente tdxicos.

Cuando elementos patogénicos son introducidos dentro de la masa de células
migratorias, las células S capturan los antigenos y detienen su movimiento. La masa
celular contintia su migracidn, por lo que las células S se quedan atras y se aparatan,
alejando el contenido téxico del grueso del conjunto celular. En este caso, en términos
celulares, el fenémeno que ocurre es muy similar a lo que pasaria con las CDs. La
internalizacién del antigeno genera cambios en la conducta migratoria de las células.
Esto probablemente debido a la estimulacién de vias de transduccidn de sefiales o a la

modificacion directa de la maquinaria responsable de controlar la motilidad de las

células. Esto indica ademds, en términos evolutivos, que la internalizacion y la
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migracién estan conectados, incluso desde antes de la aparicion de la multicelularidad
(Chen, Zhuchenko et al. 2007).

Volviendo al caso de las CDs, como ya se menciond, la detencion de las células ocurre
sélo frente a antigenos patogénicos, indicando que hay algo especifico de ellos que
repercute en la motilidad de las CDs. Una de las funciones que difiere de manera
notable entre compartimentos que son o no patogénicos es la carga de péptidos
antigénicos. Esta ocurre de manera preferencial en los fagosomas inflamatorios, lo que
sugiere la maduracién auténoma de este tipo de compartimentos (Blander and
Medzhitov 2006).

Con estos antecedentes se puede inferir que el procesamiento antigénicoenla CDy la
migracién de ésta podrian estar conectados. La formacion de fagosomas inflamatorios
podria estar asociada al envié de sefiales desde la membrana del endosoma para
indicar a la célula qué hacer en respuesta a la presencia del patégeno. La integracion
local de las sefiales permitiria a la célula coordinar distintas funciones de manera de
favorecer la eficiencia de la respuesta inmune especifica.

A nivel molecular uno de los eventos esenciales del procesamiento en CPAs es el corte
de li. Como esta molécula estd involucrada en movimiento y maduracidn de vesiculas,
postulamos que el par li/CatS podria controlar tanto el procesamiento de los antigenos
como la migracién celular, coordinando dos de las funciones que permiten el eficiente

desarrollo de una respuesta inmune especifica.
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HIPOTESIS

La Catepsina S y la cadena invariante (ii) son cruciales para asegurar la dinamica
endosomal necesaria para la formacidn de endosomas aptos para el procesamiento
antigénico. Dentro de estos el corte de li por la Catepsina S influencia la biosintesis y
el transporte endosomal de moléculas implicadas en la migracién de las CDs a los

linfonodos.

OBIJETIVO GENERAL

Establecer el papel de CatS y de li en la regulacién de la dindmica endosomal de las

CDs y su funcidn en la maquinaria de procesamiento antigénico y migracion celular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Purificar el compartimento de procesamiento de antigeno en las CDs.

2, Estudiar la dindmica de maduracién de los fagosomas que carecen de
CatS e li, de modo de establecer su papel en la maduracién del
endosoma antigénico.

3. Identificar, mediante andlisis bioquimico y bioinformatico, moléculas

efectoras que puedan dar cuenta de la participacién de la CatS en la
18




biogénesis de los fagosomas, en la migracion de las CDs y en la

presentacion antigénica.

Estudiar en las CDs la funcidn de la o las proteinas identificadas en 3, en
las funciones mencionadas mediante el uso de inhibidores, ARNi o KO,
de existir estos.

Confirmar in vivo los resultados para determinar los reales efectos de la
ausencia de CatS tanto en la activacion de linfocitos T como en la

migracién de las CDs.
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MATERIALES Y METODOS.

ANIMALES UTILIZADOS.

Los ratones C57BL/6, que poseen un fondo génico H-2°, fueron obtenidos en The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Los ratones deficientes en CatS, li y dobles
deficientes, todos ellos en el mismo fondo génico, fueron generados segun lo descrito
(Driessen, Bryant et al. 1999; Shi, Villadangos et al. 1999; Boes, van der Wel et al. 2005)

y donados por los autores.

ANTICUERPOS Y DROGAS.

Para los estudios de dindmica fagosomal se utilizd: rata anti-Lamp 1 (Pharmingen, USA),
rata anti-li N terminal (Clon In-1; Pharmingen, USA), rata anti-Lamp 2 (Pharmingen,
USA) y sueros de conejo anti-li JV11 (Driessen, Bryant et al. 1999), anti-myo [IA
(Abcam, UK), anti-CatD, anti-gp91 y JV5 anti-MHC I (Driessen, Bryant et al. 1999).

Para los ensayos de degradacién antigénica se utilizaron: anti-OVA, anti-HRP, anti-BSA 'y
anti-HEL (sueros policlonales de conejo purificados).

Como anticuerpos secundarios se utilizéd anti-conejo Alexa 647, anti-rata Alexa 488,

anti-ratdn PE, todos adquiridos en Molecular Probes, USA.
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Para la fenotipificacién de las CDs se utilizaron los anticuerpos: anti—I-A® conjugado con
FITC, anti-CD11c conjugado con APC, anti-CD80 conjugado con PE y anti-CD86
conjugado con PE, todos ellos adquiridos en Pharmingen, USA.

Las sondas de proteasas DCGO-4 y JPM 565 fueron obtenidas segtn lo descrito (Meara
and Rich 1996; Greenbaum, Medzihradszky et al. 2000). ML-7 y Y27632 (Calbiochem),
blebistatina (Tocris), y LHVS (suministrado por H. Ploegh, Whitehead Institute,

Cambridge, MA). CFSE y TRITC (Molecular Probes, Eugene, OR).

LINEAS CELULARES

La linea celular de macréfagos RAW264.7, fue obtenida en la American Type Culture
Collection y cultivada en medio IMDM (Invitrogen) suplementado con 50 pM 2-
mercaptoetanol (GIBCO), 2 mM L-glutamina (GIBCO), 100 U/ml de penicilina (GIBCO) y

100 pg/ml de estreptomicina (GIBCO) (IMDM Completo).

PREPARACION DE CELULAS DENDRITICAS

Las DCs se generaron in vitro desde de precursores de médula ésea extraidos a partir
de tibias y fémures de las distintas cepas de ratones. Los huesos se lavaron con etanol
70% durante 20 segundos y luego se perfundieron utilizando PBS frio. Las células
obtenidas se lavaron con PBS y luego se cultivaron en placas bacteriolégicas (140mm,

Greiner Bio-one, U.K.) a una concentracién de 10’ células en 20 ml de una mezcla de
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80% IMDM completo y 20% de medio condicionado proveniente del cultivo de la linea
celular J558L transfectada con un plasmidio codificante para GM-CSF murino en el
mismo medio completo (medio de diferenciacién) (Winzler, Rovere et al. 1997). Esta
proporcién de sobrenadante corresponde a 20 ng/mL del factor de crecimiento y es
equivalente a los niveles normales utilizados para diferenciar CDs a partir de GM-CSF
recombinante. Las células se incubaron a 37°C en una atmoésfera equilibrada al 5% de
CO, por 4 dias, tiempo tras el cual se recuperaron las células en suspension y las células
adherentes luego de incubar estas Gltimas por 5 min con 10 ml de una solucién de PBS
+ 5mM EDTA (37°C). Las células obtenidas se mezclaron y sembraron nuevamente a
una concentracién de 107 células por placa en 20 m! del medio de diferenciacién. Al dia
8 de cultivo las células no adherentes (de caracteristicas maduras) fueron eliminadas
junto con el sobrenadante, el que fue reemplazado por 20 mL de medio de
diferenciacién fresco. Después de 12 dias de cultivo se recuperaron las células
adherentes y su pureza y fenotipo fue evaluado por FACS. Normalmente el protocolo
da como resultado la obtencién de 1,5 108 células por ratdn, de las cuales un 98% son
CD11C" (CDs) con bajos niveles de MHC Il y moléculas coestimulatorias (fenotipo

inmaduro).

ENSAYO DE FAGOCITOSIS

LY
Para evaluar la capacidad de las CDs de incorporar particulas' de ldtex, se montd un

sistema para medir fagocitosis por FACS. El método consiste en administrar a las CDs
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particulas de ldtex de 3 pm quimicamente modificadas' para exponer Alexa 488
(Molecular Probes,) en su superficie (ver mas abajo). Este compuesto fluorece al ser
excitado con un laser de 488 nm y tiene la propiedad de que su sefial es apagada por el
contacto directo con azul de tripan, permitiendo la diferenciacién entre las particulas
de latex adsorbidas a la superficie celular de aquellas que fueron internalizadas por las

células (Hed, Hallden et al. 1987) y figura 1M).

Acoplamiento de particulas con estreptavidina-Alexa 488.

Amino particulas Polybeads™ (Polysciences, Alemania) de 3 um fueron modificadas
acoplando EZ-SH2-NH2-biotina (Pierce, Rockford, USA) a su superficie siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, las particulas de latex se lavaron 3 veces con
1 ml de PBS centrifugando a 14.000 rpm por 4 min y descartando el sobrenadante
luego de cada cenfrifugacién. Tras la centrifugacidon final las particulas se
resuspendieron en 500 pl de PBS, a los que se agregaron 10 pl de una solucion de EZ-
SH2-NH2-biotina de concentracién 160 mg/ml. La mezcla se incubd durante la noche a
4°C y con agitacidn. Al dia siguiente las particulas se lavaron 2 veces con 1 ml de PBS +
2% BSA y finalmente se resuspendieron en 200 pl de una solucién de estreptavidina-
alexa 488 (Molecular Probes) diluida 50 veces en PBS + 2% BSA. La mezcla se incubd
por 1 hr a temperatura ambiente con agitacidn, tiempo tras el cual las particulas se

lavaron 2 veces con 1 ml de PBS + 2% BSA. En el ultimo lavado el 1dtex se resuspendid
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en el volumen inicial de esferas de modo de recuperar la concentracion original de las

particulas.

figura 1M. Esquema del ensayo de fagocitosis.

CDs inmaduras son pulsadas con particulas de latex de 3 um de didmetro que exponen Alexa 488 en su
superficie. Tras el pulso y sin lavar, las CDs se resuspenden directamente en una solucion que contiene
azul de tripan, el que apaga la fluorescencia del latex que no fue internalizado permitiendo la estimacion
de la cantidad de esferas que fueron internalizadas.

Ensayo de internalizacion de particulas de latex en células dendriticas.

Para estimar la internalizacién de las esferas, se incubd 5x10° CDs con distintas
cantidades de las particulas de latex acopladas a alexa-488. La incubacioén duré 10 min
y se llevo a cabo en un volumen final de 100 ul de medio completo (50x10° células/ml).
Transcurrido el pulso se detuvo la internalizacién de las particulas agregando un exceso
de PBS a 4°C. Las células se dividieron en dos fracciones, se centrifugaron a 1200 rpm
por 5 min y resuspendidas ya sea en un tampon citrato de sodio 20 mM equilibrado a
pH 4 o en una solucidn de 0,2 mg/ml de azul de tripan diluido en el mismo tampén
citrato (ambas a 4°C). Las células se traspasaron a los tubos apropiados e
inmediatamente analizadas por FACS. La fluorescencia del canal FL-1 en las células sin

azul de tripan entrega la fluorescencia correspondiente a la suma de las particulas
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adsorbidas e internalizadas por las células, mientras que la medida en presencia del
colorante entrega la fluorescencia de aquellas particulas que fueron internalizadas por
las células y que por ende quedan impedidas de interaccionar con el tripan (figura 1M).
Como el colorante proporciona ademds tincion vital y es detectado en el canal FL-2 del
citdmetro, en el ensayo se pueden descartar las células dafiadas o apoptdticas y asi
obtener un resultado de fagocitosis muy limpio. Como control positivo del
apagamiento de la fluorescencia y negativo de la internalizacidn, el ensayo se realizé a

4°C o en presencia de citocalasina D, droga inhibidora de la polimerizacidn de actina. En

ambaos casos la fagocitosis del latex se inhibidé por completo.

ENSAYO DE DEGRADACION ANTIGENICA.

Para seguir la degradacién antigénica al interior de los fagosomas se utilizaron
particulas de Ildtex cubiertas a saturacién con distintas proteinas unidas
covalentemente a ellas. Tifiendo las particulas con anticuerpos contra estos antigenos
se puede evaluar por FACS de forma comparativa y cuantitativa la cantidad de proteina
presente en cada esfera en distintas condiciones experimentales. Cuando las particulas
son incorporadas al fagosoma y expuestas al contacto con las proteasas fagosomales, el
antigeno proteico es degradado, lo que permite evaluar la cantidad de proteina
remanente en cada particula internalizada y el poder degradativo especifico de cada

fagosoma.
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figura 2M. Esquema del ensayo de degradacion antigénica.

Las CDs son pulsadas con particulas de latex que exponen en su superficie OVA. Tras el pulso, las células
son lavadas en reiteradas oportunidades hasta eliminar las particulas adsorbidas a la superficie y luego
cultivadas en medio completo durante distintos tiempos para permitir la maduracién de los fagosomas.
Al final de cada tiempo las CDs son lisadas, y los extractos incubados con anti-OVA. Al pasar los lisados
por el citdmetro las particulas de latex son facilmente diferenciables del resto de fragmentos celulares
(circulo azul en el grafico de la izquierda), lo que permite evaluar especificamente la cantidad de OVA
remanente en cada una de las esferas de latex.

Acoplamiento de proteinas a la superficie de las particulas de latex.

Particulas de latex de 3 um Polybeads™ (Polysciences, Eppelheim, Alemania), no
fluorescentes y quimicamente modificadas para exponer grupos amino en su superficie
fueron covalentemente acopladas a OVA, HRP, HEL, BSA o LACK recombinantes
siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, 100 pl de particulas de latex se
lavaron 2 veces con PBS (14.000 rpm, 5min) para luego ser resuspendidas en 500 ul de
glutaraldehido diluido al 8% en PBS. La mezcla se incubé durante la noche a 4°C con
agitacion, proceso que permitié la activacion de los grupos aminos de las particulas.
Finalizada esta etapa, las esferas se lavaron con PBS frio 3 veces y luego se
resuspendieron en 500 upl de PBS conteniendo 0,5 mg/ml de la proteina
correspondiente. La solucion se incubé por 6 hrs a temperatura ambiente con
agitacion, luego de lo cual las particulas se volvieron a lavar con PBS. Los sitios libres se
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bloquearon incubando por 30 min a temperatura ambiente con una solucién de glicina
0,1 M disuelta en PBS. Las esferas se lavaron 3 veces mds para remover cualquier traza
de agentes bloqueadores y al final se resuspendieron en el volumen de origen para

recuperar su concentracién inicial.

Seguimiento de la degradacidn antigénica

Las CDs inmaduras se pulsaron con las particulas de latex acopladas a las proteinas
antigénicas durante 10 min. Para ello 20x10° CDs se incubaron con 100x10° particulas
de latex por 10 min a 37°C en un volumen final de 400 pl de medio completo. El pulso
fue finalizado con la adicién de 10 ml de PBS a 4°C. Las CDs se centrifugaron una vez a
150 g por 5 min, tras lo cual el sobrenadante fue eliminado y el pellet resuspendido en
500 pl de PBS frio. Esta solucidn fue depositada sobre una cama de 2 ml de suero puro
y luego centrifugada a 150 g por 5 min. Como resultado de esta centrifugacién las
particulas de latex, menos densas que el suero, flotan y pueden ser separadas
facilmente de las células. El proceso de lavado (flotacién) fue repetido 2 veces mds,
luego de lo cual las células se distribuyeron en diferentes tubos correspondientes a
cada uno de los tiempos de incubacién, por lo general t=0, 30, 60 y 120 min. Cada
grupo celular se resuspendié en 2m!l de medio completo (a 4°C en el caso del tiempo
cero, o0 37°C para el resto de los puntos) e incubd a 37°C durante los tiempos indicados
mas arriba. La maduracién se detuvo con la adicién de 10 ml de PBS frio, luego de lo
cual cada tubo se centrifugdé a 1200 rpm por 5 min para finalmente lisar las células

durante 30 min a 4°C en un tampdn con NP40 0,5%, 150 mM NaCl, 50 mM MgCL,, 1
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mM DTT, DNAsa | (Roche) y un coctel de inhibidores de proteasas (Roche). El resultado
de la lisis se centrifugd a 3000 rpm por 5 min y el pellet se re suspendié en PBS + 2%
BSA vy distribuyé en placas de 96 pozos con fondo cénico. Las incubaciones con el
anticuerpo polivalente dirigido contra la proteina antigénica y el posterior anticuerpo
secundario se realizaron cada una en 50 pl de PBS + 2% BSA, en la misma placa, lavando
3 veces con 100 pl de solucidn sin anticuerpo luego de cada incubacién. Las mezclas

obtenidas se resuspendieron en 300 pl de PBS 2% BSA y se analizaron por FACS.

Calculo del grado de degradacion

Las particulas de ldtex marcadas con los distintos anticuerpos se recuperaron en los
tubos adecuados y se analizaron por FACS. En los tiempos de incubacién mayores a 10
min se observan dos poblaciones de fagosomas, aquellos en los que se degrada el
antigeno y otros en los que éste permanece intacto (figura 1). La media geométrica de
fluorescencia de la poblacién degradada (fagosomas activos) respecto de la del
antigeno no degradado es lo que se denomina “grado de degradacién”. Para la
representacién gréfica los valores se expresan de manera porcentual de modo de

simplificar la lectura del experimento (figura 1b).

Calculo de la capacidad degradativa

Esta propiedad se concibié como la capacidad de las células de transformar al

fagosoma en un compartimento apto para la degradacidn antigénica, hecho que en los
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ensayos corresponde al porcentaje de fagosomas activos. Los valores fueron

normalizados a 1, de modo de facilitar la lectura del resultado (figura 1c).

ENSAYO DE MADURACION FAGOSOMAL

El ensayo de maduracién fagosomal nacié como un perfeccionamiento del ensayo de
degradacion antigénica. En efecto constituye la adaptacién del protocolo de
degradacion antigénica para permitir la recuperacion de los fagosomas completos con
sus membranas, admitiendo el seguimiento de marcadores de membrana fagosomal al
mismo tiempo que la degradacién antigénica.

El protocolo es muy similar al del ensayo de degradacién, salvo que el niimero de
células utilizado es mayor y el método de lisis es distinto. En resumen 40x10° células se
incubaron con 200x10° particulas de l3tex por 10 min a 37°C en un volumen final de
800 ul de medio completo. Tras los lavados y las respectivas incubaciones a 37°C, la
actividad de las células se detuvo con la adicién de 10 m! de PBS frio, luego de lo cual
cada tubo se centrifugd a 1200 rpm por 5 min para luego lavarse 3 veces por flotacién
de la manera ya detallada. Luego del dltimo lavado el sobrenadante se descartd vy el
pellet se re suspendié en 500 pl de una solucién de sacarosa al 8%, 3 mM imidazol e
inhibidores de proteasas. Las células se lisaron mecanicamente pasando por una aguja
de 22G acoplada a una jeringa de 2 ml. Este proceso se repitié el nimero de veces
necesario para obtener un 70% de mortalidad celular. El material resultado de la lisis se

centrifugd a 3000 rpm por 5 min y el pellet se resuspendid en PBS + 2% BSA para luego
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ser distribuido en placas de 96 pozos con fondo conico. Las incubaciones con distintos
anticuerpos y el posterior marcaje secundario se llevaron a cabo en la misma placa en
50 pl de PBS + 2% BSA, lavando 3 veces con 100 pl de solucién sin anticuerpo luego de

cada incubacion.

figura 3M. Base del ensayo de
maduracion fagosomal.
En este ensayo las particulas

" o internalizadas por las CDs se

-z recuperan con su membrana
— | recup u memk
‘ S5 intacta. Esto permite estudiar al

mismo tiempo los fendmenos
que ocurren en la superficie del
ldtex y en la membrana del
compartimento, obteniéndose
una vision global de los cambios
que ocurren durante la
maduracién de los fagosomas.

ENSAYO PARA LA ESTIMACION DEL pH FAGOSOMAL

Preparacion de las particulas

Particulas de latex de 3 um, fluorescentes establemente en rojo (FL-2) y quimicamente
modificadas para exponer grupos carboxilato en su superficie (Polysciences, Eppelheim,
Alemania) se acoplaron covalentemente con FITC siguiendo las instrucciones de
manufacturacion. El FITC puede ser usado como una sonda sensible a pH (Geisow
1984). Brevemente, las particulas de latex se lavaron en un tampdn carbonato 0.1 My
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luego se resuspendieron en tampdn fosfato 0,02 M pH 4.5. Esta solucién se mezclo
gota a gota con 0,6 mL de carbodiimida 2% (Sigma) diluida en el mismo tampdn fosfato,
mezcla que se incubd a temperatura ambiente por 4 hrs. Posteriormente las esferas se
lavaron 3 veces con 1 ml del tampodn fosfato, lo que se consiguié centrifugando a
14.000 rpm por 4 min, descartando el sobrenadante luego de cada centrifugacién. Las
particulas fueron entonces resuspendidas en 1 mi de tampdn borato 0,2 M, pH 9 e
incubadas con FITC a una concentracién final de 0,5 mg/ml. La mezcla se dejo
incubando durante la noche y al dia siguiente las particulas se lavaron 2 veces con
tampdn borato para luego ser resuspendidas en 1,2 ml del mismo tampén. A esta
solucién se le agregaron 50 pL etanolamina 0,1 M y fueron incubadas por 30 min a
temperatura ambiente, etapa destinada a bloquear los sitios libres dejados por la
carbodiimida que no unieron FITC. Finalmente las particulas se lavaron 3 veces con PBS
y se resuspendieron en el volumen original del ldtex, de modo de recuperar la
concentracion inicial de las particulas. Como resultado se obtuvieron esferas de latex
acopladas a 2 fluoréforos distintos, uno sensible y otro insensible al pH, ambos

excitables a 488 nm, pero detectados en distintos canales del citémetro de flujo.

Ensayo de pH en células dendriticas

En resumen 10x10° CDs se incubaron con 50x10° particulas de latex preparadas segtin
lo descrito por 10 min a 37°C en un volumen final de 200 ul de medio completo. Tras
lavar 3 veces por flotacién las células se incubaron a 37° en 3 ml de medio completo.
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Una alicuota de células fue tomada a distintos tiempos de cultivo, momento en el cual
fueron inmediatamente adquiridas por FACS. En una region de FSC v/s FL-2 (donde se
detecta la fluorescencia intrinseca de las particulas de ldtex) se seleccionaron las CDs
que capturaron sélo una particula de Idtex. La intensidad media de fluorescencia (IMF)
de esta poblacién en el canal FL-1 corresponde a la fluorescencia del FITC. Este valor es
proporcional al pH del ambiente, con variaciones lineales en un rango de pH entre 5y 8

(figura 7).

Curva de calibracién y calculo del pH.

La curva de calibracién se hizo incubando las células con las particulas doble-
fluorescentes por 30 min a 37°C en medio completo. Posteriormente las células se
lavaron extensivamente por flotacién, se dividieron en 5 fracciones y se incubaron en
medios de cultivo equilibrados a distintos pH (5-9). Estas soluciones contenfan 0,1 % de
Triton X100, lo que permitié equilibrar el pH del fagosoma con el extracelular. Las
muestras fueron inmediatamente adquiridas por FACS y analizadas en la misma regidn
FSC/FL-2, seleccionando las células que capturaron una sola particula.

Con los valores de fluorescencia obtenidos en FL-1 se elabord un grafico pH v/s
fluorescencia, el que se muestra en la figura 7b. Los valores son lineales en el intervalo

5-8, rango en el que se hace posible inferir el pH de los fagosomas.
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PURIFICACION DE FAGOSOMAS

Los fagosomas se prepararon a partir de CDs diferenciadas in vitro a partir de
precursores de médula dsea de los distintos ratones. Luego de 12 dias de cultivo, un
minimo de 50 x 10° CDs adherentes se incubaron durante 20 min a 37°C junto con 500
x 10° particulas de Idtex de 0.8 um de didmetro (Sigma). La incubacidn se realizo en 500
uL de IMDM puro de modo de evitar la fagocitosis via receptores Fc. El pulso se realizd
en tubos de 50 mL, y la reaccién se detuvo agregando 50 mL de PBS frio. Las células
fueron centrifugadas a 150 G por 5 min, velocidad a la cual la mayor parte del latex (de
baja densidad) queda en el sobrenadante. Tras ser este descartado, las CDs se lavaron
extensivamente (5 veces) con 40 mL de PBS frio cada vez, tomando extrema precaucién
en la eliminacién del liquido para no perder el pellet de células. Las células lavadas se
cultivaron en medio RPMI completo (sin GM-CSF), por distintos tiempos. Al final de
cada incubacion se detuvo la reaccién con PBS frio, se centrifugo a 1300 rpm y el pellet
final de células se re suspendi6 en 500 pL de una solucién de sacarosa 8%, imidazol 3
mM, DTT 1 mM y un coctel de inhibidores de proteasas (Roche). Las células se
recolectaron y lisaron mecénicamente por jeringueo con agujas 22G. El tratamiento se
repitio tantas veces como necesario para asegurar que la viabilidad disminuyé a un 90
% del valor inicial. El lisado celular se centrifugd a 150 G por 5 min a 4°C, obteniéndose
2 fracciones. El sobrenadante contiene el grueso de las particulas de latex, las que en
esta oportunidad estan rodeadas por membranas y corresponden a los fagosomas. El

sobrenadante recuperado se y'diluyd con sacarosa al 65% hasta obtener una mezcla al
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45 %. Esta solucion se colocé en una gradiente discontinua de sacarosa 3 mM imidazol
(65%, 45%, 35%, 25% y finalmente 8%), que fue ultracentrifugada a 30.000 rpm
durante 1 hora. La fraccién enriquecida en fagosomas fue recuperada desde la
interface 25%-8%. Los fagosomas obtenidos se lavaron diluyendo en PBS vy
centrifugando nuevamente a 24.000 rpm, obteniéndose un pellet seco que

posteriormente se lisé y analizé mediante SDS-PAGE.

ENSAYO DE ACTIVIDAD DE PROTEASAS IN VIVO.

CDs inmaduras obtenidas tras 12 dias de diferenciacién in vitro fueron incubadas con
particulas de latex de 2 pm recubiertas con una sonda que se asocia covalentemente al
sitio activo de cisteina proteasas de la familia de las catepsinas (Bogyo, Verhelst et al.
2000; Greenbaum, Medzihradszky et al. 2000). La sonda esta biotinilada y se adhiere a
las particulas de ldtex usando como puente la estreptavidina. La interaccién de la
estreptavidina y la biotina es estable en tampones de lisis corrientes, por lo que las
proteasas quedan acopladas a las particulas de latex tras la destruccion de las células.
El hervido de las muestras en tampdn de carga destruye esta interaccién, por lo que las
proteasas acopladas a las particulas pueden ser recuperadas y separadas en geles de
poliacrilamida. Como la sonda esta biotinilada las proteasas pueden ser detectadas’

utilizando estreptavidina-peroxidasa.
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Acopla.\miento de particulas de latex con la sonda de proteasas.

Las CDs recién obtenidas (1Ox106 células), fueron incubadas en una relacién 1:5 con las
particulas de ldtex acopladas a la sonda de proteasas. Tras un pulso de 10 min las
células fueron lavadas 3 veces por flotacién y luego incubadas en medio completo por
distintos tiempos a 37°C. Al final de cada incubacién las células fueron lisadas
directamente en 50 pl de una solucién de lisis reductora (Molecular Probes) que
contenia SDS, la que fue suplementada con JPM-565 libre para evitar la unién de las
proteasas a las particulas durante el proceso de lisis (sonda fria).

Las muestras fueron separadas en geles de poliacrilamida preparados al 12%
(Invitrogen), transferidas a membranas de nitrocelulosa (Immobilon-P, Millipore) y
finalmente desarrolladas incubando con estreptavidina HRP (Pierce) y revelando con

ECL (GE Healthcare).

ENSAYOS DE MOTILIDAD IN VITRO.

Para los ensayos de migracién in vitro CDs inmaduras fueron sembradas en placas de
cultivo previamente cubiertas con fibronectina. Las células fueron cultivadas en medio
completo y filmadas por 4 hrs con intervalos de 1 min entre cada imagen. las
coordenadas correspondientes al movimiento de las células en relacién al punto de
inicio de la pelicula fueron inferidas usando el programa Metamorph (Molecular
Devices). Los datos obtenidos fueron graficados usando el programa Office Excel 2007
(Microsoft).
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ENSAYOS DE MIGRACION IN VIVO.

Estos ensayos fueron realizados de dos maneras distintas, dando en ambos casos
resultados equivalentes. Ambos métodos coincidian en inyectar en el cojinete plantal
de ratones C57/BL6 CDs provenientes de los distintos ratones. En un caso las CDs
fueron activadas sobre la noche con 1 ug/ml de LPS (Sigma), mientras que en el otro

caso fueron inyectadas tras incubar 10 min con la misma cantidad de LPS.

INMUNOPRECIPITACION DE Ii Y ANALISIS DE PROTEOMICA.

Las inmunoprecipitaciones de Ii se llevaron a cabo a partir de 1 mg de extracto de CDs
no tratadas o tratadas con LPS por 30 min. Los extractos se prepararon lisando las CDs
por 30 min a 4°C en un tampon que contenfa 100 mM Tris, 300 mM NaCl, 0.5% NP-40,
5% glicerol y que se suplemento con un coctel de inhibidores de proteasas. Previo a la
inmunoprecipitacion el lisado se clarificé incubando el extracto con sueros pre-
inmunes de ratén y conejo, ademds de proteina G acoplada-a sefarosa (Amersham). liy
MHC Il fueron precipitadas usando los anticuerpos In-1 0 M5114 respectivamente. Las
muestras se lavaron y resuspendieron en tampdn de carga reductor, hervidas y
separadas en geles de poliacrilamida al 12% (Invitrogen). Las proteinas se transfirieron
finalmente a membranas de difluoruro de polivinilideno (Immobilon-P; Millipore) y las
membranas fueron incubadas con los anticuerpos apropiados y revelados con ECL (GE

Healthcare). De manera alternativa, los geles se tifieron directamente con azul de
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coomasie coloidal (Bio-Rad) y las bandas detectadas se cortaron y enviaron al servicio

de espectrometria de masa del Institut Curie, Paris, Francia (http://bioinfo.curie.fr/).

CITOMETRIA DE FLUJO

CDs o fagosomas recién obtenidos se incubaron durante 30 min a 4°C y en oscuridad
con las diferentes combinaciones de anticuerpos diluidos en PBS + 2% BSA. En los casos
en que se utilizaron simultdneamente anticuerpos purificados no marcados y
anticuerpos conjugados directamente al fluorocromo, estos tltimos se adicionaron
junto con el anticuerpo secundario especifico para los anticuerpos no marcados. Todos
los anticuerpos se usaron en diluciones apropiadas las cuales fueron determinadas
previamente por citometria de flujo. Después de incubar con los anticuerpos marcados
las células o fagosomas se lavaron 2 veces con 1 ml de PBS + 2% BSA centrifugando a la
velocidad apropiada. Luego del dltimo lavado las muestras se resuspendieron en PBS +
2% BSA y traspasadas a los tubos apropiados para adquirir las muestras en el citémetro
de flujo.

En el caso de los fagosomas los andlisis se realizaron utilizando una regién FSC/SSC
restringida a las particulas de latex. En todos los casos las muestras fueron adquiridas
con un equipo FACScalibur™ (Becton Dickinson) y analizadas ya sea con el programa
CELL Quest™ (Becton Dickinson) en la plataforma MAC o con FCSExpress™ (De Novo

Software) en la plataforma Windows.

37




RESULTADOS

PROCESAMIENTO ANTIGENICO EN CELULAS DENDRITICAS.

El procesamiento antigénico es, en términos celulares, la serie de eventos que permite
la degradacién de componentes del patdgeno con el fin de generar fragmentos
proteicos de estructura lineal que sirven de sustrato para las moléculas de MHC (Hsing
and Rudensky 2005). Con el fin de investigar la maquinaria molecular responsable del
control de dicho procesamiento se monté un sistema para evaluar, de manera
especifica, la capacidad degradativa propia de los compartimentos antigénicos (figura
2M). El disefio experimental utiliza como antigeno modelo proteinas acopladas a
esferas de latex, las que son expuestas al lumen de los compartimentos formados tras
la fagocitosis del I3tex. Si el antigeno entra a un compartimento degradativo, la
proteina presente en la superficie serd atacada por las proteasas disoci‘éndose de la
superficie de las particulas. Nuestro ensayo mide por FACS la cantidad de proteina
remanente en cada esfera de Idtex fagocitada (Materiales y Métodos), lo que permite
estimar de manera individual la capacidad degradativa de cada compartimento (figura
2M). Un ejemplo realizado en CDs silvestres y demostrativo de una cinética de
degradacion utilizando OVA como proteina antigénica se muestra en la figura 1. La
fagocitosis de las particulas de Iatex esta sincronizada con un pulso corto de 10 min que
busca coordinar la ingesta de las particulas y la consecuente degradacién antigénica

(figuras 1y 2M). Durante este tiempo no se aprecia desaparicién de OVA desde la
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Figura 1. Degradacion antigénica en fagosomas de células dendriticas.

La proteina OVA remanente en la superficie de particulas de latex fagocitadas por CDs silvestres
fue evaluada por FACS a distintos tiempos de la formacién de los fagosomas. El panel A muestra la
cinética de degradacion de OVA al interior de los fagosomas. El porcentaje que se muestra
equivale al de los fagosomas que permanecen inactivos en cada tiempo. La MGF se refiere
exclusivamente a la poblacion de fagosomas activos (ver texto). En el panel B de la figura se
muestra un grafico del grado de degradacion al interior de los fagosoma (ver Materiales y
Métodos). En el panel C se muestra el porcentaje de fagosomas activos a los distintos tiempo de
maduracidn de las vacuolas (capacidad degradativa). Este es un experimento representativo de al
menos 10 realizados. (MGF, media geométrica de fluorescencia).
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superficie de las esferas, evidenciando un bajo poder degradativo de los fagosomas
recién formados. Luego de cultivar las células durante una hora la degradacion
antigénica se hace evidente, pero solo en el 60% de los fagosomas aislados. El 40%
restante permanece con el antigeno intacto. Esto sugiere que a pesar de haber una
sincronizacion de la fagocitosis, en CDs la formacidn y maduracién de los fagosomas no
ocurre de manera sincrénica. En la medida en que transcurre el tiempo se observa un
aumento gradual en el porcentaje de fagosomas en los que OVA estd siendo degradada
(fagosomas activos) (figura 1c). En paralelo la media geométrica de fluorescencia (MGF)
de la poblacién activa disminuye de manera paulatina, lo que implica un aumento en el
grado de degradacién de los antigenos al interior de estos fagosomas (figura 1b). Es
importante destacar que la mayor parte de los cambios en la MGF y el porcentaje de
fagosomas activos ocurren dentro de la primera hora de maduracién de los
compartimentos. Los cambios degradativos tienen un maximo a los 30 min, sugiriendo
que la maquinaria degradativa en los fagosomas opera poco tiempo después de que el
antigeno ha sido internalizado (figura 2c). Finalmente, a tiempos de caza largos (16 hrs)
se observa que la mayor parte del antigeno ha desparecido de la superficie de las
particulas (figura 1a). Esto sugiere que independientemente de las velocidades de
maduracién individuales, todos los compartimentos terminan degradando los

elementos contenidos en su interior.
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LA DEGRADACION ANTIGENICA EN CELULAS DENDRITICAS ES GRADUAL DURANTE LA
MADURACION DE LOS FAGOSOMAS.

Al interior de la célula la mayor parte de las proteasas involucradas en procesamiento
antigénico se encuentran acumuladas en endosomas tardios y lisosomas (Luzio, Pryor
et al. 2007). Estos compartimentos son normalmente peri-nucleares y corresponden al
lugar donde llegan a fusionarse las vesiculas que siguen la via degradativa. Para
caracterizar de mejor manera los compartimentos antigénicos (fagosomas), se modifico
el ensayo de degradacién ya descrito de modo de detectar, ademas de la desaparicion
del antigeno, la adquisicién de marcadores de membrana presentes en cada fagosomas
(ver Materiales y Métodos y figura 3M).

Un resultado tipo de este experimento se muestra en la figura 2a. En este caso la
proteina de membrana analizada corresponde al marcador lisosomal Lamp2. En la
imagen se aprecia que tras el pulso con las particulas de latex el antigeno entra a un
compartimento que carece de este marcador. A 30 min de caza el 50 % de los
fagosomas se ha activado, y todos los compartimentos activos contienen Lamp2 en su
membrana. Esto es consistente con la visién de que la funcién proteolitica de los
fagosomas se adquiere durante su fusidn con los lisosomas (Desjardins, Huber et al.
1994). Este fendmeno ocurre a tiempos cortos post-internalizacién del antigeno,
alcanzando su maximo a los 30 min de iniciado el proceso (figura 2c). A las 2 horas
cerca del 70% de los compartimentos son positivos para Lamp2, confirmando que es
dentro de las primeras horas de maduracién que el grueso de la maquinaria de
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procesamiento antigénico es destinada a los fagosomas (figuras 1b, 1cy 2c). El mismo
resultado se obtuvo utilizando Lampl, otro marcador lisosomal, para estimar la
maduracion (no mostrado). Es importante destacar que existen otros marcadores para
endosomas, distintos de los lisosomales, que pudieron haber complementado la
técnica, pero ninguno de los ensayados pudo ser detectada por FACS (no mostrado).

Para complementar estos resultados y verificar la identidad de los compartimentos se
purificaron fagosomas y se estudié su maduracién por métodos de inmunodeteccion
sobre membranas de nitrocelulosa (ver Materiales y Métodos vy figura 2b). Al utilizar
fagosomas purificados a diferentes tiempos para evaluar la presencia de marcadores de
maduracién endosomal se aprecia la adquisiciéon de un marcador tardio (CatD) al
mismo tiempo que la pérdida de uno temprano (gp91), confirmando la maduracidn

gradual de los fagosomas en estas células y complementando el andlisis de maduracion

del compartimento.
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Figura 2. Degradacion de antigenos durante la maduracion de los fagosoma en células
dendriticas.

El ensayo de degradacion antigénica se complementé modificando el protocolo para seguir al
mismo tiempo proteinas de membrana de los fagosomas. El panel A muestra el analisis por FACS
de degradacion de OVA y la presencia del marcador lisosomal Lamp2 a distintos tiempos de
formado el fagosoma. En B se muestra por SDS-PAGE la adquisicion de marcadores tempranos y
tardios en la membrana de fagosomas purificados a distintos tiempos. El grafico inferior muestra la
expresidn relativa de los marcadores CatD activa (tardio) y gp91 (temprano) en la membrana de
los compartimentos. El panel C muestra el incremento porcentual de fagosomas activos que
ocurre a cada tiempo .




CATEPSINA S Y DEGRADACION ANTIGENICA EN CELULAS DENDRITICAS.

Para que ocurra la presentacién antigénica los péptidos producto de la degradacion de
los antigenos deben entrar en contacto con las moléculas de MHC. En el caso de las
moléculas de MHC Il este encuentro lo permite li, encargada de la destinacién y
retencién de estas moléculas presentadoras en los endosomas. Las moléculas de MHC
Il que llegan a este compartimento estdn inmaduras y son incapaces de unir péptidos
en su bolsillo antigénico. Esta capacidad la adquieren al encontrarse con CatS activa, la
que procesa a li de manera especifica facilitando la maduracién de las moléculas
presentadoras (Shi, Villadangos et al. 1999). En este contexto, poco o nada se sabe del
papel de CatS en la degradacion antigénica, o de las consecuencias que trae para el
antigeno su encuentro con las moléculas de MHC Il. Para tratar de abordar estas
interrogantes se analizé el efecto de la ausencia de CatS en el procesamiento de
antigenos en fagosomas de CDs derivadas de ratones KO para la proteasa (CatS'/')
(figuras 3ay 3c).

En ausencia de la proteasa se observa un claro defecto en la degradacién de OVA
presente en la superficie del ldtex. El fendmeno se caracteriza por una mayor MGF de
la poblacién de fagosomas CatS”" activos respecto a fagosomas silvestres (180 v/s 80 a
los 120 min). Dado que la ausencia de CatS no afecta la fagocitosis de las particulas de
latex (figura 3b), esto sugiere que el defecto en el procesamiento observado esta
asociado a eventos propios de la maduracién y no de la formacion de los fagosomas.

Estas diferencias tampoco parecen estar ligadas a defectos en el paso de fagosomas
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inactivos a fagosomas activos ya que a pesar de haber menores niveles de Lamp2 en
ausencia de CatS, la tasa de activacién es la misma para ambos tipos celulares (figura
3a). Cabe mencionar que este fenotipo no es exclusivo de la degradacion de OVA, ya
que el mismo defecto en el procesamiento se observa al estudiar otros antigenos como
BSA, HRP y HEL (Anexo 1). Esto muestra que la ausencia de CatS afecta de manera
general la capacidad degradativa antigénica en los fagosomas de las CDs.

Analizando mas en detalle los resultados se concluye que el procesamiento de li y la
degradacion de antigenos estan coordinados. En condiciones en que CatS esta ausente,
las moléculas de MHC 1l permanecen bloqueadas con li al mismo tiempo que los
antigenos son degradados de manera menos eficiente. Esto podria significar que la
convergencia de antigenos y moléculas de MHC Il restringe la capacidad degradativa
del fagosoma, tal vez para favorecer la generacién de péptidos (degradacion de
antigenos) sélo en aquellos compartimentos donde li estd siendo proteoclizada, los que

corresponden a aquellos en donde CatS se encuentra activa.
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Figura 3. Efecto de la ausencia de Catepsina S en la degradacion de antigenos fagosomales.

El ensayo de degradacion antigénica ya descrito se utilizo para comparar la capacidad degradativa
de los fagosomas de CDs silvestres o deficientes en CatS (CatS-/-). El panel A muestra la presencia
de OVA en los fagosomas de ambos tipos de CDs a distintos tiempos post internalizacién
antigénica. En B se muestra la capacidad fagocitica de los distintos tipos de CDs. El panel C muestra
la cuantificacion de lo graficado en A a los 120 min. El resultado es representativo de al menos 5
experimentos independientes.
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INHIBICION DE LA DEGRADACION ES ESPECIFICA DE LOS COMPARTIMENTOS QUE
ACUMULAN Ii.

Una de las interrogantes que surgen de estos experimentos es la naturaleza de los
lcompartimentos afectados por la ausencia de CatS. Una de las posibilidades, la mas
evidente, es que sin la proteasa, en los endosomas de las CDs se acumularia i y
moléculas de MHC I, lo que impediria la maduracién de los fagosomas. Para evaluar
esta posibilidad se midid la degradacién antigénica en paralelo a la presencia de li en la
membrana de estos compartimentos. Los resultados muestran que los fagosomas con
degradacidn lenta son aquellos que acumulan li en su membrana, y que no existen
compartimentos ricos en li que presenten degradacién normal de antigeno (figuras 4ay
4b). Esto sugiere que la ausencia de CatS afecta principalmente a los compartimentos
en donde hay moléculas de MHC I, ya que la ausencia de corte de li lleva a la
acumulacidn in situ de estas moléculas presentadoras (figura 4c).

Los compartimentos que acumulan li corresponden a aquellos que tienen MHC Il en su
membrana. La figura 4c muestra la presencia de estas moléculas tanto en los
fagosomas de células silvestres como CatS”". Como era de esperar las moléculas de
MHC Il se acumulan en los fagosomas de las células deficientes en CatS. De manera
inesperada los niveles de estas moléculas son minimos o indetectables en fagosomas
silvestres, independiente del tiempo o de la naturaleza inflamatoria del antigeno (no

mostrado). Esto sugiere que en CDs inmaduras la cantidad de MHC Il al estado basal es

minima o que las moléculas presentadoras pasan solo transientemente por la
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membrana de los fagosomas. Esto serfa posible si los compartimentos antigénicos
tuvieran CatS siempre activa, de modo que las moléculas de MHC Il fueran liberadas ‘ |

inmediatamente al contacto con el patdgeno.
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Figura 4. Fagosomas que acumulan li tienen una degradacion antigénica disminuida en ausencia
de Catepsina S.

Los fagosomas deficientes en CatS fueron caracterizados para tratar de entender la causa del
defecto degradativo observado en ausencia de la proteasa. En A se muestra la degradacion de OVA
al mismo tiempo que la presencia de li en la membrana de los compartimentos. El grafico lateral es
un histograma de la distribucion de la cantidad de OVA en los fagosomas. En B se muestra la
expresion de li en las poblaciones con degradacion alta o intermedia de OVA en ausencia de CatS.
En C se muestra la expresion de MHC Il y li en los fagosomas de CDs CatS -/-. En D se muestra el
efecto de la ausencia de li en la degradacion antigénica en los fagosomas.




EN AUSENCIA DE CATEPSINA S LOS COMPARTIMENTOS QUE ACUMULAN li SE
FUSIONAN MENOS CON LOS LISOSOMAS.

Los resultados obtenidos hasta ahora muestran que la capacidad degradativa de los
fagosomas de CDs se adquiere durante la maduracién de los compartimentos, y que
este paso de un fagosoma no degradativo a uno activo ocurre a pocos minutos de
ocurrida la internalizacién de los antigenos (figura 2c). En ausencia de CatS la capacidad
degradativa de las CDs esta disminuida, hecho que podria deberse a un defecto en la
maduracion de los fagosomas. Para verificar esta hipdtesis se analizé el reclutamiento
de Lamp2 a los compartimentos CatS”". En los resultados mostrados en la figura 5a se
observa un marcado defecto en la adquisicidén del marcador lisosomal en los fagosomas
de estas células. A las dos horas se observa la presencia predominante de una
poblacién con degradacién antigénica incompleta, la que corresponde a un
compartimento con niveles de Lamp2 intermedios. En CDs silvestres la adquisicién de
Lamp2 ocurre como un todo o nada, por lo que esta poblacién intermedia esta ausente
(figuras 2a, 4a y 4b). Dado que las particulas antigénicas son de forma y tamafio
homogéneo, la cantidad de Lamp2 en los fagosomas es proporcional al grado en que
ocurre la fusidn entre estos compartimentos y los lisosomas. En las células mutantes la
degradacién del antigeno es proporcional al grado de fusidn con el lisosoma (figura 4a).
Esto sugiere nuevamente que es esta fusién la que entrega al compartimento los

factores necesarios para permitir la degradacion antigénica.
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Figura 5. Defecto de la fusion entre los fagosomas y los lisosomas en usencia de Catepsina S.

Para evaluar si la ausencia de CatS se asocia a defectos en la adquisicion de marcadores
lisosomales en los fagosomas se analizo la degradacion antigénica en paralelo a la adquisicion del
marcador Lamp2. En A se muestran ambos eventos a los 120 min de maduracién de los fagosomas.
Las muestras se clasificaron en funcion del grado de degradacién en 3 regiones (A, B y C) que se
muestran en rojo, azul y celeste en los graficos laterales. En B se muestra la expresion de Lamp2 en
las regiones A, By C ya mencionadas. En C se muestra el porcentaje de fagosomas correspondiente
a cada region en ambos tipos de CDs.




El defecto en la adquisicién de Lamp2 no parece estar asociado a la formacion de los
fagosomas, dado que en ausencia de CatS no hay defecto de fagocitosis (figura 3b).
Ademds, a pesar de las diferencias en el grado de degradacién, la proporcién de
compartimentos con capacidad degradativa es equivalente en ambos tipos celulares
(figura 3a y 5c¢). Esto sugiere que el problema de estos fagosomas no esta tampoco en
el paso de compartimentos inactivos a activos, sino en su capacidad de fusionar con los
lisosomas. Este fenémeno no afecta a todos los compartimentos, dado que en ausencia
de Cat$S se detectan fagosomas con niveles de degradacién normales. La proporcién de
compartimentos que a las 2 hrs presentan defectos es cercana al 40%,

correspondiendo a la poblacién mas abundante en estas CDs (figura 4c).

DISMINUCION GENERAL EN ACTIVIDAD DE PROTEASAS EN FAGOSOMAS DE CELULAS
DENDRITICAS DEFICIENTES EN CATEPSINA S.

La degradacion antigénica es un fendmeno asociado a la actividad de las proteasas
endosomales que entran en contacto con el antigeno. La mayor parte de estas
proteasas reside en compartimentos tardios o lisosomales, donde el bajo pH permite la
activacién de estas proteinas. En macrdfagos, prototipo de célula fagocitica, los
fagosomas que se fusionan con los lisosomas adquieren répidamente un bajo pH, por lo

que son altamente degradativos. Esto no ocurre en CDs, en donde a pesar de haber

fusion con los lisosomas, el pH de los fagosomas se mantiene neutro y con un menor




nivel de proteasas activas que los detectados en macréfagos (Lennon-Dumenil, Bakker
et al. 2002; Savina, Jancic et al. 2006).

Para evaluar si el defecto en la degradacion de los antigenos observado en ausencia de
CatS se asocia a una baja en la cantidad de proteasas activas en los fagosomas se
analizaron las actividades proteoliticas presentes en estos compartimentos {ver
Materiales y Métodos y (Lennon-Dumenil, Bakker et al. 2002). Al realizar el ensayo con
las células silvestres se aprecia ausencia o baja actividad de proteasas a tiempos cortos
de fagocitosis (10 min) (figura 6a). A medida que maduran los compartimentos las
actividades proteoliticas aumentan de manera gradual (15-60 min), con una cinética
similar a la de adquisicién de Lamp2 (figura 6¢). El mismo ensayo con células CatS
deficientes entrega niveles menores de proteasas activas en los fagosomas, a pesar de
que el porcentaje de fagosomas activos es similar en ambos casos (figuras 3a y 5c). Esto
sugiere que la degradacion de los antigenos al interior de estos compartimentos
depende de la presencia de proteasas activas en los fagosomas, que [a fusién de
compartimentos Lamp2 con los fagosomas aportaria estas proteasas, pero no descarta
que existan otros factores involucrados en el control de dichas actividades.
Adicionalmente esta disminucion de proteasas parece ser especifica de los fagosomas,
dado que los niveles de actividad totales en ambos tipos celulares son equivalentes

(figura 6a).
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Figura 6. Defecto en la cantidad de proteasas activas en los fagosomas de CDs deficientes en
Catepsina S.

La presencia de proteasas activas fue evaluada en fagosomas de CDs silvestres o deficientes en
CatS. En el panel A, a la izquierda, se muestra el reclutamiento de actividades proteoliticas a los
fagosomas por SDS-PAGE. A la derecha se muestra la comparacion de los niveles de proteasas
activas presentes en extractos totales de ambos tipos celulares. En B un esquema didactico de la
técnica utilizada (ver Materiales y Métodos). En C se muestra la cuantificacion del incremento en la
actividad de CatL al interior de los fagosomas.




En la literatura no existen reportes que muestren un papel directo de la CatS en la
activacion de otras proteasas. Ademds, su expresién es especifica de células
presentadoras de antigeno (Wang, Baron et al. 2006). Esto sugiere que la disminucion
de proteasas activas no se debe a un efecto directo causado por la ausencia de la CatS.
Ademads, dados su bajo nivel de actividad en comparacién a otras proteasas
fagosomales, es improbable que la sola accién de CatS sobre el antigeno de cuenta de
un defecto degradativo tan marcado (figura 6a). Esto indica nuevamente que la
ausencia de CatS afecta indirectamente las propiedades del compartimento antigénico,

generando un ambiente poco degradativo que favorece la persistencia del antigeno en

AUMENTO DE pH FAGOSOMAL DA CUENTA DEL DEFECTO EN LA DEGRADACION DE
CELULAS DENDRITICAS DEFICIENTES EN CATEPSINA S.

los fagosomas.
Como ya se menciono, el pH es una de las propiedades que controlan la activacién de
las proteasas endosomales. En CDs deficientes en CatS la actividad de proteasas y por
tanto la capacidad degradativa se encuentran disminuidas al interior de los fagosomas.
Esto sugiere que el control del pH del compartimento en células carentes de CatS
también podria estar alterado. Para estimar el pH de estos fagosomas se tomo ventaja
del FITC, colorante cuya fluorescencia es inversamente proporcional a la acidez del
|

ambiente (Geisow 1984). Asi, el FITC acoplado covalentemente a particulas de latex

sirve como sensor para la medicién de los cambios de acidez fagosomal. La adicién a las

particulas de un segundo colorante con fluorescencia emitida en una longitud de onda
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distinta e insensible a la acidez permite establecer un estdndar interno para el
experimento (ver Materiales y Métodos vy figura 7c). El pH en fagosomas de células
silvestres tiene un valor cercano a 7.4, el que se mantiene invariable durante las
primeras horas de maduracion (figura 7a). Este valor concuerda con datos recientes de
la literatura en los que se sugiere una baja actividad proteolitica en fagosomas de CDs
producto del pH neutro de sus compartimentos (Savina, Jancic et al. 2006). Al estimar
la acidez de los fagosomas de las células deficientes en CatS se aprecia un pH cercano a
8, valor que también se sostiene durante las primeras horas de maduracion de los
compartimentos. Esto indica que en ausencia de CatS el control del pH fagosomal esta
alterado, aumentado al menos 0.5 unidades de pH respecto del control. Este fendmeno
podria ser responsable de la baja generalizada en la actividad de proteasas y el
consecuente defecto en la degradacidn de los antigenos. Como ademas este fenémeno
ocurre antes de los 30 min, esto podria afectar las propiedades de los fagosomas y la
fusién con lisosomas. De acuerdo a esta hipdtesis, la realizacién del ensayo de
degradacién antigénica utilizando un tampén pH 7.4 restaura la capacidad degradativa
de las CDs carentes de CatS (figura 7c).

En conjunto esto sugiere la existencia de un mecanismo de control de procesamiento
antigénico modulado por la actividad de la CatS. Este sistema dependeria de las

perturbaciones que la ausencia de esta proteasa provoca en los fagosomas de las CDs.
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Figura 7. El pH de los fagosomas estd aumentado en ausencia de Catepsina S.

El pH fagosomal se evalué siguiendo el protocolo descrito (ver Materiales y Métodos). En A se
muestra el pH en fagosomas de CDs silvestres o deficientes en CatS a distintos tiempos de
maduracion de las vacuolas. En B se muestra la curva de calibracion utilizada para estimar los
valores de pH mostrados en A. En C se evalua el efecto de la neutralizacién del pH fagosomal en la
degradacidn antigénica en las CDs CatS-/-.



IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE LOS LIGANDOS DE Ii.

La alteracidn fisica mas evidente producida por la ausencia de CatS es la acumulacidn
de complejos li/MHC Il en los endosomas (Driessen, Bryant et al. 1999). Respecto de la
maduracién de compartimentos intracelulares es interesante destacar que la
sobreexpresion de li ha sido sugerida como responsable de la disminucién en la
velocidad de maduracion de ciertos compartimentos e incluso su nivel de expresién es
usado como herramienta para medir maduracién de endosomas (Nordeng, Gregers et
al. 2002). En nuestro caso el defecto en la maduracién de los fagosomas se observa
claramente asociado a los compartimentos que acumulan Ii (figura 4). Esto sugiere que
el retardo en la degradacion observado en ausencia de CatS podria ser causa indirecta
de la acumulacién de li, la que al controlar la maduracién de los endosomas
mantendria los compartimentos antigénicos por mas tiempo en un estado
parcialmente inmaduro y poco degradativo.

Siguiendo esta hipdtesis y confiando en que los efectos causados por la ausencia de
CatS deben ser transducidos hacia el exterior del fagosoma por li, la continuacién de
nuestro trabajo se centro en identificar ligandos de li que pudieran controlar la
maduracién fagosomal. La identificacién de proteinas asociadas a li es algo que ya se ha
intentado en otras oportunidades (Lagaudriere-Gesbert, Newmyer et al. 2002). li
contiene las sefiales que permiten la destinacion de moléculas de MHC Il a los

endosomas, pero el motor molecular asociado a dicho transporte es atin desconocido.
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En el sistema de células dendriticas carentes de CatS existe una acumulacién natural de
li al interior de estas CPAs, lo que sin duda constituye una herramienta que podria
favorecer la identificacion de sus putativos ligandos naturales.

Se disefio en primera aproximacion experimentos en los que se precipitaron, a partir de
un extracto celular completo,‘ las proteinas asociadas a un péptido sintético equivalente
a la region citosdlica de li. El acoplamiento del péptido a una matriz solida (particulas
magnéticas) permite su separacidn del resto de las proteinas (ver Materiales y Métodos
y figura 8a). El precipitado se realiza a partir de extractos completos de células tratadas
0 no con LPS, de modo de observar los posibles ligandos de li tanto en estado basal
como activado. Interesantemente, tras separar y tefiir las proteinas coprecipitadas en
geles de acrilamida con azul de coomasie coloidal, el ensayo entregé una Unica banda
de alto peso molecular sélo detectable a partir de extractos de CDs previamente
tratadas con LPS (no mostrado). El mismo resultado se obtuvo usando extractos de
linfocitos B, otro tipo de CPA, nuevamente sdlo a partir de extractos de LB activados (G.
F., resultados del laboratorio). La banda obtenida fue aislada, procesada e identificada
por espectroscopia de masas, dando como resultado a miosina Il (Myo Il).

Una segunda técnica utilizada para encontrar ligandos de li fue la inmunoprecipitacién
de la proteina enddgena. Esta se realizé a partir de extractos de células tratadas o no
con LPS, encontrandose un patrén de multiples bandas en las que nuevamente aquella
de alto peso molecular se vio enriquecida en las células activadas (figura 8b). La

identificaciéon de cada una de las proteinas se realizd por espectroscopia de masa,
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confirmdndose nuevamente la presencia de Myo |l asociada a la li. Como control de
especificidad del ensayo se sustrajeron de la lista aquellas proteinas que precipitaron a
partir de extractos de CDs deficientes en li, las que fueron consideradas como bandas
inespecificas. La lista completa de las proteinas obtenidas en esta inmunoprecipitacion
se muestra en la Tabla 1.

De las proteinas obtenidas nuestro interés se centrd en la Myo |l. Esta es una de las
proteinas con roles atribuidos a migracién, adhesion y fagocitosis, tres funciones
consideradas como esenciales para la correcta presentacion antigénica por parte de las
CDs. De manera importante Myo [l se asocia a li sélo luego de la activacién, lo que
sugiere que podria ser una de las proteinas clave en la coordinacién de los procesos

celulares gatillados por el reconocimiento antigénico (figura 8d).
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Figura 8. Inmunoprecipitacion de li y proteinas asociadas.

Con el fin de identificar ligandos de li se inmunoprecipitd la proteina a partir de 1 mg de extracto
de CDs tratadas por 30 min con 1 ug/ml de LPS. La figura A muestra un esquema didactico del
protocolo utilizado. El panel B muestra un experimento representativo de la inmunoprecipitacidn
de li tefiida con azul de coomasie coloidal. Como control se muestra la precipitacion a partir de CDs
li KO. En C se muestra la inmunodeteccion de las proteinas coprecipitadas con li o MHC |l mediante

inmunoblot.



Tabla 1. Andlisis proteémico de proteinas coprecipitadas con li en CDs activadas 30 min. con LPS.

Identificacion

gi| 20137006
gi|33638127
gi|38566236
gi]29835160
gi]94370308

8129789020
gi|27502097
gi| 68299824
gi|71153505

gi| 14714615
gi|28916693
gi|34784211
gi| 20330802
gi| 2598562
gi|6753620
gi|93102411
gi|34784211
gi] 2598562
816753620
gi| 1183929
gi|20330802
gi|34810551

gi|38511912
gi|950002
gi|56207072

8194398401
gi| 23956576
gi|29789020
gi] 23956576
gi]29789020
gi|83649737
gi|3329498
81129789020
gi| 16307455
gi|51527
gi]29789020
gi|11066226
gi|34328365
gi| 7304889
gi|83649737
gi|94408789
gi]17986258

gi|63101519
gi|6677775
gi| 7305447
gi|17986258

gi|6677775

gi|34328185
gi| 26986555
gi129789020

Descripcién Peso Molecular (Da)

myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle (Myo Il)
nonmuscle myosin I1-C heavy chain

UDP-glucose ceramide glucosyltransferase-like 1
Murinoglobulin 1

PREDICTED: similar to amylo-1,6-glucosidase,
4-alpha-glucanotransferase

la-associated invariant chain

myosin-1F

myosin IE

ATP-dependent RNA helicase A (Nuclear DNA helicase I1)
(NDH 11) (DEAH box protein 9) (mHEL-5)

Tumor rejection antigen gp96

gelsolin

Hspa%a protein

transferrin

BiP

DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 3,
galactosylceramidase

Hspa9a protein

BiP

DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 3, X-linked
haemoglobin epsilon chain

transferrin Mus musculus

Chain G, Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein-(8-18c5)
Fab-Complex

P lysozyme structural

smooth muscle gamma-actin

TAF15 RNA polymerase Il, TATA box binding protein (TBP)-
associated factor

PREDICTED: similar to RNA-binding protein EWS
CArG-binding factor A

la-associated invariant chain

CArG-binding factor A

la-associated invariant chain

capping protein (actin filament) muscle Z-line, beta isoform a
heterogenous nuclear ribonucleoprotein A2/B1
la-associated invariant chain

Arpclb protein (ARP 2/3)

I-A alpha NON protein (254 AA)

la-associated invariant chain

cathepsin Z

histone 1, H1d

annexin A4

capping protein (actin filament) muscle Z-line, beta isoform a
PREDICTED: similar to 40S ribosomal protein 52

myosin, light polypeptide 6, alkali, smooth muscle

and non-muscle isoform 1

Ribosomal protein L35

ribosomal protein L22

ribosomal protein S26

myosin, light polypeptide 6, alkali, smooth muscle and
non-muscle isoform

ribosomal protein L22

prosaposin

myosin light chain 1 slow a

la-associated invariant chain

* Proteins in italics indicate a bad confidence.

226357,2
228585,82
176432,7
165297,7

174287,33
24454,43

125213,64
126817,99

149474,94
92489,83
85941,61
73461,28
76723,83
72477,17
73101,43
77256,52
73461,28
72477,17
73101,43
16136,62
76723,83

26657,14
16794,21
42879,84

58600,75
74324,35
13080,93
24454,43
13080,93
24454,43
31345,48
35993

24454,43
41498,39
28012,87
24454,43
34175,49
22145,62
35989,88
31345,48
32975,24

16930,06
14552,56
14758,94
12992,39

116930,06
14758,94
61394,09
22748,94
24454,43
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234
2,5
1,2
0,9

0,7
4,7
81
5,5

11
1,2

3,2

1,7
1,3

6,4
35
6,8
1,7

5,6
8,1
2,5

2,5

11,1
8,4
11,1
19,1
36
9,1
8,4
35
4,7
19,1
7,2
5.4
3,4
3,6
3,6

15,9
8,1
10,2
7,8

35,1
10,2
3,6
6,3
6,5

Péptidos Cobertura (%)
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MYO II, FAGOCITOSIS Y MADURACION DE FAGOSOMAS.

Myo 1l es un motor molecular estdtico que participa en la ;egulacién de la rigidez y
contractilidad de la red intracelular de filamentos de actina (Mizuno, Tardin et al.
2007). Esta rigidez regula aquellos procesos celulares que requieren modificaciones de
flexibilidad celular, incluyendo por ejemplo migracién y fagocitosis (Krendel and
Mooseker 2005). En el caso de la fagocitosis, una relajacion de la red de actina permite
la deformacidn de la membrana y la internalizacién de elementos como bacterias o
células apoptdticas. En macréfagos, prototipo de célula fagocitica, la inhibicién de la
actividad ATPasica de la Myo |l reduce en un 60% los niveles de fagocitosis (figura 9b y
(Olazabal, Caron et al. 2002). Para confirmar si este fenémeno se repite en CDs se uso
blebistatina, droga que inhibe especificamente la actividad de Myo Il (Straight, Cheung
et al. 2003). El resultado se muestra en la figura 9a, donde no se observa que la droga
inhiba la fagocitosis en las CDs, pero si afecta la internalizacién de particulas de latex en
macrdfagos (figura 9b). Ademas, en células deficientes en CatS, donde existe una
asociacion constitutiva entre li y Myo ll, no se observan diferencias en la fagocitosis de
las particulas de latex (figura 4b). Esto sugiere que a diferencia de los macrdfagos, la
actividad de Myo Il no controla la fagocitosis en CDs. Esto indica ademas que los
mecanismos moleculares involucrados en la internalizacién de antigenos en CDs y
macrdfagos son distintos, lo que podria explicar de manera mecanistica la dispar

capacidad degradativa de una y otra célula.
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Figura 9. Papel de Myo Il en la fagocitosis y procesamiento antigénico.

Para evaluar el papel de Myo Il en el procesamiento antigénico se utilizd blebistatina (bleb), un
inhibidor especifico de la actividad de ésta proteina motora. En A se muestra el efecto de bleb en
la fagocitosis de particulas de latex por CDs. Adicionalmente se muestra el efecto de ML7/Y27, una
mezcla de inhibidores que de manera general regulan el ciclo fosforilativo de Myo Il. En B se
muestra el efecto de bleb en una linea celular de macrdfagos, en donde estd descrita la
participacion de Myo Il en la fagocitosis. En C se muestra el efecto de la bleb en la degradacion
antigénica (izquierda). A la derecha un grafico de la adquisicion de Lamp2 en los fagosomas en las
condiciones detalladas.




La etapa siguiente del andlisis consistié en evaluar el papel de Myo Il en el
procesamiento antigénico y la maduracién fagosomal. Los resultados muestran que la
inhibicién de la actividad de Myo 1l no se tradujo en alteraciones en ninguna de estas
capacidades (figura 9c¢), sugiriendo que Myo Il no es la proteina efectora responsable
de las alteraciones de detectadas en ausencia de CatS. En efecto, la utilizacién de
mezclas de inhibidores mas inespecificos que alteran el ciclo de fosforilacién de Myo II
(ML7+Y27) tampoco afecta la fagocitosis ni la maduracién de los fagosomas de las CDs
(figura 9a y datos no mostrados). Esto sugiere fuertemente que en ausencia de CatS el
control de la maduracién de los fagosomas se asociaria a otra de las moléculas ligadas a

li, o que este retardo es independiente de esta proteina.

LA MADURACION DE FAGOSOMAS ES DEPENDIENTE DE CATEPSINA S PERO
INDEPENDIENTE DE LA CADENA INVARIANTE.

Para dilucidar el efecto real de Ii en la dindmica fagosomal se evalud la degradacién
antigénica en CDs doble deficientes para CatS vy li. El resultado que se muestra en la
figura 10a sefiala que el defecto degradativo observado en ausencia de CatS persiste en
los fagosomas de las células doble deficientes. Este experimento, dada la escasez de
animales doble KO, fue realizado sélo en una oportunidad. Para complementar este
trabajo se realizo el mismo ensayo en ratones li deficientes en presencia o ausencia de
LHVS, inhibidor especifico de CatS. El resultado de estos experimentos es similar a lo
observado en las CDs doble KO, donde LHVS afecta la degradacién antigénica incluso en

65




ausencia de li (figura 10b). Ademas, células carentes de li muestran niveles de
degradacién comparables a los de células silvestres, sugiriendo que al menos en CDs
inmaduras li no participa directamente en la maduracién de los fagosomas (figura 4d).

En conjunto los resultados sugieren que la ausencia de CatS afecta la maduracién de los
fagosomas, lo que se traduce en un defecto de la degradacion antigénica. El control de
la maduracién estd asociado a las vesiculas que acumulan li, que son aquellas en las
que efectivamente la actividad de CatS no ha sido compensada por la presencia de
otras proteasas. Sin embargo, la maduracién de los fagosomas no depende de li (ni de
Myo 1l), lo que sugiere que CatS estaria involucrada en el corte o procesamiento de

otras moléculas involucradas en el control de la maduracién fagosomal.
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Figura 10. El defecto en la degradacion antigénica detectado en ausencia de Catepsina S es
independiente de li.

Para evaluar la influencia de li sobre la degradacion antigénica en ausencia de CatS se analizé el
grado de degradacion de los antigenos fagosomales de CDs silvestres, deficientes en CatS, li, o
ambas. El panel A muestra el grado de degradacion a 120 min de maduracion de los fagosomas de
los distintos tipos de CDs. En B, como método alternativo, se analizé la capacidad degradativa de
CDs provenientes de ratones silvestres o deficientes en li que fueron tratados con LHVS, un
inhibidor especifico de la actividad de CatS. En ambos casos se analizé la degradacién a 120 min
post internalizacion antigénica.




LA INTERACCION 1i/MYO Il CONTROLA LA MIGRACION DE LAS CELULAS DENDRITICAS.

Como ya se menciono, la actividad de Myo Il estd asociada a fendmenos celulares que
implican modificaciones de la rigidez y contractibilidad de la célula, donde la migracidn
es una de las funciones sensibles a estos cambios. Dado que los resultados muestran
que Myo Il no participa ni en la regulacién de la fagocitosis ni en la maduracién
fagosomal en CDs, pensamos que su papel podria estar asociado a la migracién celular.
En efecto, la inhibicién de su actividad afecta in vitro la migracién de diversos tipos
celulares, incluyendo linfocitos T (Samaniego, Sanchez-Martin et al. 2007). Para evaluar
si la ausencia de la CatS esta involucrada en el control de la motilidad de las CDs se
realizaron experimentos in vitro e in vivo. En los primeros se filmé durante 4 hrs el
movimiento de CDs sembradas en placas de cultivo recubiertas con fibronectina. En el
analisis se estimaron el movimiento relativo al punto de origen y la velocidad de
desplazamiento de las células. Los resultados se muestran en la figura 11, en donde se
aprecia que las CDs que acumulan li intracelularmente (provenientes de los ratones
CatS'/') presentan una motilidad disminuida respecto de células silvestres. Como es de
esperar para células con baja motilidad, su velocidad de desplazamiento también es
menor a la de células control (figura 11b). En el caso de CDs deficientes en Ii el
fenémeno es inverso, aprecidndose una velocidad de desplazamiento muy superior a la
de las células silvestres. En el caso de CDs tratadas con blebistatina la motilidad de las
células se inhibe casi completamente, de manera muy similar a lo observado en las

células deficientes en CatS (figura 11b).
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Estos resultados sugieren que la motilidad de las CDs podria depender de la cantidad
de li intracelular presente en los endosomas de las células, y que este fendmeno puede
ser regulado modulando la cantidad de CatS activa. La acumulacién intracelular de i
inhibirfa la migracién de las células de manera Myo Il dependiente, sugiriendo que la
interaccién li/Myo Il afecta negativamente la actividad de la proteina motora.

Para estudiar la influencia de li en la migracién utilizando un modelo mds fisiolégico se
realizaron ensayos de migracién in vivo en ratones con CDs diferenciadas a partir de
animales deficientes en li o CatS. De manera similar a lo observado in vitro, la migracién
in vivo de las CDs deficientes en CatS se encuentra disminuida, y de manera inversa
aumentada en las células deficientes en li (figura 12). Esto sefiala que la actividad de
CatS también controla la motilidad de las CDs in vivo, algo probablemente asociado con
la inhibicidn de la capacidad motil detectada en los ensayos in vitro.

En conjunto los resultados presentados sefialan que el procesamiento antigénico vy la
motilidad celular se encuentran alterados en CDs deficientes en CatS. Estos fenémenos
parecen compartir parte de su mecanica molecular, siendo ambos dependientes de la
actividad de esta proteasa. Esto sugiere que el fendmeno de procesamiento antigénico
y la m_}gracién ocurren en paralelo, y que estdn coordinados probablemente para
favorecer la presentacién antigénica de aquellos antigenos captados al inicio de la
inflamacidn, que son aquellos que activan a las CDs y finalmente inducen la migracién

hacia los OLS.
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Figura 11. Motilidad de células dendriticas in vitro.

Para evaluar el efecto de la ausencia de CatS o li en la motilidad de las CDs, las CDs provenientes
de los distintos ratones fueron filmadas durante 4 hrs en placas cubiertas con fibronectina. En A se
muestra la trayectoria de las células tomando como punto de origen la interseccién de ambos ejes
del grafico. En B, a la izquierda, un esquema de cémo se calculd la velocidad de desplazamiento de
las células. A la derecha un grafico que muestra las velocidades de desplazamiento de los distintos
tipos de CDs.
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Figura 12. Migracion de células dendriticas in vivo.

Para evaluar las consecuencias de la ausencia de CatS o li en la migracién de las CDs en el ratén,
CDs silvestres marcadas con CFSE (verde) fueron coinyectadas con CDs CatS-/- o li-/- marcadas con
TRITC (azul) en el cojinete plantal de ratones silvestres. En A se muestra el analisis por FACS de la
presencia de las distintas CDs en el ganglio popliteo a 24 hrs post inyeccién de las células. En la
figura se indica el porcentaje de CDs que llegan al érgano linfoide. En B se muestra la cuantificacion
de los datos obtenidos en A, normalizados respecto de la migracion de CDs silvestres.




LPS INDUCE UNA ASOCIACION TRANSIENTE li/Myo 1l QUE CORRELACIONA CON UNA
BAJA EN LA ACTIVIDAD DE CATEPSINA S.

Hasta ahora todos los andlisis han sido desarrollados en modelos de ratones deficientes
en moléculas participes en la presentacién antigénica. Para acercar los datos al
contexto de una respuesta inmune, se trataron CDs de ratones silvestres con LPS,
analizandose luego la actividad de CatS y la asociacién li/Myo Il. En el caso de la
actividad de CatS esta se estimé utilizando una sonda fluorométrica especifica de la
proteasa. A nivel de extracto completo la actividad de CatS disminuye transientemente
tras la activaciéon con LPS (figura 12a), presentando un minimo a 30 min post-
tratamiento. De manera interesante éste corresponde al tiempo en que la asociacién
entre li y Myo Il es mayor, sugiriendo que la baja actividad de CatS favorece o permite
la interaccién entre ambas proteinas. En CDs CatS”" la asociacién li/Myo 1l es
constitutiva, sugiriendo que en efecto la baja en la actividad de CatS estimula la
interaccién y no un efecto alternativo del LPS. Esto se confirma al utilizar LHVS, el
inhibidor de CatS, el que también induce la interaccién li/Myo Il de manera
independiente del antigeno.

Estos datos sugieren que durante una respuesta contra antigenos patogénicos se
produce una baja en la actividad de CatS, y que esta lleva a una acumulacidn transiente
de liy MHC Il al interior de la célula. Para confirmar esto se realizo un pulso y caza para
ver la acumulacién de MHC Il asociado a li tras la estimulacién con LPS. En efecto, tras

inmunoprecipitar li se observa que a 30 min ocurre el maximo de interaccién entre li y
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MHC II, lo que sugiere que en efecto la baja general en la actividad de CatS se traduce
de manera efectiva en una acumulacién intracelular de los complejos Ii-MHC Il (figura

13c).
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Figura 13. El efecto de la activacion de las células dendriticas en la actividad de la Catepsina Sy la
asociacion li/Myo II.

Para llevar los resultados a un plano mas fisiologico se evalué el efecto de LPS sobre la actividad de
CatS usando un sustrato fluorescente especifico de la proteasa. En A se muestra la actividad de
CatS evaluada a distintos tiempos post tratamiento con LPS (linea verde). En la misma figura se
grafica la interaccién li/Myo Il tras inmunoprecipitar li a los tiempos indicados (linea azul). El panel
B muestra el resultado de la inmunoprecipitacion de li revelada con un anticuerpo especifico
contra la Myo Il. En C se muestra una autoradiografia de extractos de CDs inmunoprecipitados con
anticuerpos anti MHC 1l o li. En el grafico se destacan las cadenas alfa y beta de MHC Il, lo mismo
que el fragmento p10 de Ii.




DISCUSION

El inicio de la respuesta inmune ocurre en el sitio de entrada de los patégenos. Este
lugar corresponde a los tejidos periféricos, aquellos que se encuentran en contacto
directo con el medio externo. Estos sitios son la primera barrera de defensa de los
organismos y en mamiferos corresponden a la piel y las mucosas de los sistemas
digestivo, respiratorio y reproductivo. Cada uno de estos lugares estd adaptado para
interactuar con cientos de microorganismos que habitan en ellos, y que de penetrar al

organismo podrian representan un peligro para la sobrevivencia.

En caso de dafio de la piel o de las mucosas, la barrera periférica se rompe vy el sitio
expuesto puede convertirse en el punto de entrada de agentes infecciosos. Como
medida precautoria, en caso de destruccidn de los tejidos, el epitelio afectado secreta
factores que median en el reclutamiento de fagocitos al lugar alterado. Estos censan los
elementos presentes en el sitio y en caso de detectar agentes peligrosos se activan y

proceden a su eliminacidn (ver figura 1 de la introduccién).

Existen dos tipos principales de fagocitos. Los que acttan a nivel local y los que ejercen
su funcién a nivel de los tejidos linfoides. Los primeros incluyen a macréfagos y

|”

neutrdfilos, que forman parte del “sistema innato” de defensa inmune, encargado de la
eliminacidn rapida de los elementos infecciosos. La base para el funcionamiento de

este sistema es la capacidad fagocitica de las células involucradas, la que les permite a
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los fagocitos primero aislar a los agentes dafiinos en vacuolas para luego destinar a
éstas la maquinaria que se encarga de la destruccién de su contenido de forma

especifica.

Patogeno

Q
o

cD inmadl\_/co madura

Figura 1D. La funcidn de las células dendriticas durante la respuesta inmune adaptable.

Durante una infeccion el reconocimiento antigénico que las CDs realizan en la periferia de los organismos
permite determinar la identidad de los elementos internalizados. En el caso de tratarse de elementos
patogénicos, las CDs inician su activacién y migran hacia los linfonodos. Como ambos fenmenos
requieren de la misma maquinaria, ambas funciones parecen estar ligadas para favorecer el eficiente
desarrollo de la respuesta inmune espacifica.

El otro tipo de fagocitos son las CDs. éstas células residen en la periferia del organismo
en donde cumplen el papel de centinelas del sistema de defensa. La funcién principal
de estas células es la activacion de los linfocitos especificos que transitan por los
linfonodos. Para que esta activacion ocurra de manera eficiente hay dos fenémenos
que deben ocurrir de manera coordinada. El procesamiento de los antigenos

capturados y su transporte a los OLS (figura 1D).
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DFL PROCESAMIFNTO ANTIGENICO Y LA MADURACION DE LOS FAGOSOMAS EN LAS
CELULAS DENDRITICAS.

Uno de los primeros objetivos de este trabajo fue poner a punto un método para medir
procesamiento antigénico en fagosomas de CDs con el fin de estudiar la interrelacién
entre el procesamiento antigénico y la migracién de las células, dos importantes
procesos en la respuesta inmune (figura 1). El ensayo desarrollado nos permitio
describir de manera precisa la cinética con que ocurren los cambios degradativos al
interior de estos endosomas antigénicos. En los fagosomas recién formados la
degradacion es casi inexistente. Durante los primeros 10 min de internalizacién las
particulas de ldtex se mantienen saturadas de proteinas, sugiriendo que los endosomas
que aportan con membranas para la formacidn de los fagosomas carecen de actividad
proteolitica. Las vacuolas antigénicas comienzan a adquirir la capacidad degradativa a
medida que maduran, aunque no todas lo hacen al mismo tiempo. Esto indica que a
pesar de que en el presente caso todas las moléculas de antigeno tienen propiedades
idénticas, este no es el caso para los fagosomas. Este fenémeno ya habia sido
observado en lineas celulares de macréfagos, cultivos mas homogéneos que los
primarios de CDs utilizados en este trabajo. Esto sugiere que existen al menos dos
mecanismos distintos de fagocitosis operando simultdneamente en las CDs (y
probablemente también en macréfagos). En las condiciones de nuestro ensayo (5

particulas/célula) algunas células llegan a captar hasta 5 particulas de ldtex en su
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interior mientras que la mayoria no internaliza ninguna (figuras 3b y 9a). Esto sugiere
que en el cultivo, la mayoria de las CDs no desarrolla fagocitosis de manera eficiente.
En las células en que si ocurre la fagocitosis cada particula internalizada termina
recubierta con membranas, lo que implicarfa que si muchas esferas de latex son
internalizadas de manera simultanea, la fuente de membranas que forma el fagosoma
podria no ser homogénea para todos los compartimentos. En condiciones de latex
limitantes (0,75:1) la proporcién de fagosomas no degradativos o de maduracién lenta
disminuye, pero no desaparece (datos no mostrados). Esto sugiere que, en efecto, en
nuestro modelo hay dos mecanismos de fagocitosis que estan operando al mismo
tiempo, uno de los cuales estd mds presente en las células que han sido expuestas a un
alto ndmero de particulas. Dado que las propiedades degradativas de ambos
compartimentos son distintas, es también posible que ambas poblaciones estén
involucradas en distintas funciones inmunoldgicas.

Otra de las observaciones importantes derivadas del ensayo es la velocidad a la que
ocurre el procesamiento de los antigenos. A una hora de formado el fagosoma la
cantidad de proteina que recubre a las particulas de litex en los fagosomas activos ha
disminuido a la mitad (figura 1a). Esto sugiere que una vez que los compartimentos se
activan, rapidamente adquieren el poder degradativo que erosiona las proteinas que
recubren al 3tex (figura 1c).

Para complementar el andlisis y estudiar mds en detalle los fenémenos tempranos

ocurridos durante la maduracién de los fagosomas, se acopld el ensayo de degradacién
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antigénica al seguimiento de proteinas de la membrana de los mismos compartimentos
(figura 2). Esto permitié en principio evaluar la composicién de los fagosomas
degradativos, concluyendo que es sélo en los fagosomas que poseen marcadores
lisosomales donde se detecta antigeno degradado y sugiriendo que la fusién de los
lisosomas con los fagosomas le otorga la capacidad degradativa a estos
compartimentos. Nuestros resultados muestran por primera vez y de forma
cuantitativa la relacion degradacién/maduracién a nivel de compartimentos
individuales en CDs, lo que constituye sin duda un aporte al estudio del procesamiento
antigénico en estas células. Este ensayo ya ha sido utilizado para el andlisis de Ia
capacidad degradativa de otros tipos celulares y actualmente se utiliza para estudiar la
influencia de factores pro o anti inflamatorios en el destino del antigeno al interior de
las células (Savina, Jancic et al. 2006).

Una de las limitantes del ensayo que no pudo ser resuelta durante el desarrollo de la
tesis fue el uso de marcadores que permitieran caracterizar con mas detalle los
compartimentos no degradativos. Ninguno de los marcadores tempranos ensayados,
incluyendo rab5, el receptor de transferrina, EEA1 o proteinas residentes de la
membrana plasmdtica como CD44 otorgé resultados interpretables. Esto en principio
se debid a la baja calidad de algunos de los anticuerpos y al elevado ruido de fondo de
los marcajes (no mostrado). Este problema fue parcialmente solucionado purificando
fagosomas y analizando la maduracién por métodos de inmunodeteccién sobre

membranas de nitrocelulosa (figura 2b). Los resultados muestran como marcador
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temprano a la proteina gp91, subunidad del complejo NADPH oxidasa asociado al
control del pH del fagosoma en CDs (Savina, Jancic et al. 2006). A medida que las
vacuolas degradativas maduran, gp91 desaparece de las membranas de los fagosomas,
fendmeno que ocurre en paralelo a la adquisicion de marcadores lisosomales (CatD en
la figura 2b). Este protocolo ayuda a validar nuestro sistema, pero no permite una
asociacion directa de la maduracién de los fagosomas con la degradacién antigénica.
Ademas, por su complejidad y elevado requerimiento en ndmero de células, es
impracticable realizar la purificacién de fagosomas mediante el método de gradientes
de sacarosa en cada experimento. A pesar de esto el método aporta a una
aproximacion alternativa que confirma y complementa los resultados obtenidos por
FACS sobre los fagosomas.

Finalmente, y para finalizar nuestro analisis de la maduracién de los fagosomas en las
CDs, se evalud el contenido de proteasas activas al interior de estos compartimentos
(Lennon-Dumenil, Bakker et al. 2002). Los resultados muestran gue el enriquecimiento
en proteasas activas ocurre de manera secuencial. La cuantificacién de las bandas
muestra que el maximo de incorporacién de proteasas ocurre a los 30 min, coincidente
con la cinética que siguen la degradacion antigénica y la adquisicién de Lamp2 (figuras
2c y 6¢). En conjunto estos datos indican que la adquisicién del material degradativo
ocurre principalmente durante la primera hora de maduracién de los fagosomas,
momento en que los lisosomas fusionan con la mayoria de los fagosomas aportando el

poder destructivo responsable del procesamiento antigénico.
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DEL PAPEL DE LA CATEPSINA S EN EL PROCESAMIENTO ANTIGENICO EN CELULAS
DENDRITICAS.

La destinacién de las moléculas de MHC Il a los compartimentos endociticos depende
de li. La unién entre estas dos moléculas es el evento que permite el encuentro
intracelular entre antigenos y moléculas presentadoras. Una vez en los endosomas li es
procesada por proteasas endosomales, lo que permite que las moléculas de MHC II
maduren, adquiriendo la capacidad de unir péptidos y de salir a la membrana
plasmética. El reclutamiento de proteasas, por ende, no solo afecta a la degradacion de
los antigenos, sino que también controla la disponibilidad de moléculas presentadoras.
En este juego, CatS es la proteasa cuya actividad es limitante en el corte de li. Su
ausencia causa la acumulacion intracelular de complejos li/MHC Il y evita su asociacién
con péptidos antigénicos (Shi, Villadangos et al. 1999). La actividad de CatS es entonces
esencial para permitir la remocién de Ii y la carga antigénica, lo que la hace ser una de
las moléculas claves en la respuesta inmune especifica.

La primera parte de este trabajo pretende establecer cudl es el papel de CatS sobre el
procesamiento de los antigenos, de modo de saber si la maquinaria responsable de
cargar el péptido sobre la molécula de MHC Il regula ademds la degradacién antigénica.
Para esto se evalué en ratones CatS” el efecto de la ausencia de proteasa en el
procesamiento de antigenos en los fagosomas. Los primeros resultados obtenidos
mostraron que la falta de CatS ocasiona un defecto de la degradacién de OVA sobre el
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latex (figura 3). Este fenémeno se repitié usando antigenos de distinta estabilidad a Ia
degradacién como BSA (antigeno 4bil) y HEL (antigeno resistente), sugiriendo que la
ausencia de CatS afecta de manera independiente del antigeno la degradacidn
antigénica al interior de los fagosomas en las CDs (anexo 1). Al caracterizar mds en
detalle la inhibicion de la degradacidn se observé que el defecto degradativo ocurria
principalmente en las vacuolas antigénicas que acumulaban i en su superficie (figura
4a). Es interesante resaltar que en las mismas células se encuentran compartimentos
con degradacion antigénica normal, los que por el contrario carecen de i en su
membrana (figura 4b). Esto sugiere que en una misma célula Ia maduracion de
fagosomas distintos ocurre de manera auténoma, y que en este caso particular la
ausencia de CatS no genera un fenédmeno general sino restringido a aquellos
compartimentos que acumulan li. Esto sugiere que el control en la actividad de CatS
podria estar induciendo la acumulacién de Ii a nivel de compartimentos individuales
controlando asf su maduracién de manera especifica.

En conjunto estos resultados muestran que existe un defecto en la degradacidn
antigénica en las CDs deficientes en CatS, fenémeno que a nivel intracelular se asociada
a los compartimentos que carecen de CatS y que acumulan li en su superficie.

Estos resultados nos llevan a plantear que la degradacién antigénica y la carga de
péptidos ocurren de manera coordinada en la célula. Que los compartimentos que
carecen de CatS tengan degradacién y carga antigénica inhibidas sugiere que ambos

fenémenos ocurren en forma coordinada y sélo en aquellos compartimentos en que
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CatS estd activa. Esto indica ademds que la degradacién de antigenos ocurre en
paralelo a la maduracién de las moléculas de MHC Il. Esto podria tener como fin
optimizar la probabilidad de carga de los péptidos antigénicos, dado que estos estarian
siendo generados al mismo tiempo que las moléculas presentadoras se hacen
accesibles. El defecto degradativo observado en los fagosomas que acumulan i en su
membrana sugiere ademds que existen componentes que viajan asociados a li (y MHC
) que de manera local controlan la capacidad de procesar antigenos del
compartimento al que son destinados.

Para complementar el andlisis de los fagosomas deficientes en CatS nos abocamos a
evaluar si el defecto en la degradacién estaba asociado a un impedimento en la fusidén
con los lisosomas. En células silvestres la degradacién de los antigenos ocurre en
paralelo a la adquisicién de Lamp2, por lo que un retardo en la degradacién podria
deberse a un defecto en la fusién fago-lisosomal. Al realizar los experimentos
observamos que en efecto existe una menor adquisicién de Lamp2 en los fagosomas de
las CDs deficientes en CatS. Este retardo se manifiesta con la aparicion de una
poblacion de fagosomas con niveles de degradacién y contenido de Lamp2
intermedios, grupo completamente ausente en células silvestres (figuras 5a y 5b). Por
los niveles de degradacidn detectados es claro que los compartimentos que acumulan li
y aquellos que tienen Lamp2 intermedio son los mismos, aunque por problemas
técnicos se hizo imposible la realizacién de ambos marcajes en paralelo. De todas

maneras esto nos indica que los compartimentos que acumulan complejos li/MHC I
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tienen inhibida la capacidad de fusionar con compartimentos Lamp2, fendmeno que se
traduce en un defecto local en su capacidad de degradacién antigénica.

Como era de esperar, y confirmando nuestros resultados, la adquisicién de proteasas
activas esta inhibida en ausencia de CatS (figura 6a). Esto era predecible si se considera
que la fusién de los lisosomas, que esta inhibida en ausencia de la CatS, es responsable
de la destinacion de las catepsinas a los fagosomas.

Finalmente, y en un dltimo intento por tratar de entender el fenémeno que afecta la
degradacion antigénica en ausencia de CatS, se evalud el pH de los fagosomas en las
CDs (ver Materiales y Métodos). A la acidez endosomal se le atribuye un papel en la
activacion de proteasas, por lo que normalmente los compartimentos degradativos
como los lisosomas son acidos, con un pH inferior a 5.5. En macréfagos el pH de los
fagosomas desciende rdpidamente durante su maduracién, fendmeno que se
correlaciona con una alta degradacién antigénica. En CDs el pH fagosomal es neutro, lo
que coincide con un menor poder degradativo que el detectado en los macréfagos
(Savina, Jancic et al. 2006). Esto sugiere que el control del pH de los fagosomas controla
o afecta la degradacidn antigénica, por lo que es una de las propiedades que se
encuentra potencialmente alterada en las CDs deficientes en CatS. Al medir pH
fagosomal nos encontramos con que, en efecto, los compartimentos de las células
mutantes presentan en promedio un pH al menos 0,5 unidades més alto que el de las
células silvestres (figura 7a). Las diferencias se manifiestan de manera temprana,

observéndose incluso en fagosomas recién formados. Esto indica que el defecto en el
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pH precede a la adquisicién de Lamp2, por lo que tal vez impida la fusién de los
compartimentos con los lisosomas. Sin embargo, y en contra de esta hipdtesis, la
realizacién de fagocitosis en presencia de cloroquina o NH4CI (agentes alcalinizadores
estabilizados a pH 8.0), no afectaron ni la maduracién ni la degradacién de los
antigenos en los fagosomas (no mostrado). Esto indica que en el rango de 7.4 a 8.0 el
pH per se no controla ni degradacién ni maduracién de los compartimentos. Entre las
restricciones del ensayo se encuentra que su limite de deteccién maximo se alcanza a
pH 8 (figura 7b). Esto indica que las mediciones efectuadas en las células deficientes en
CatS pueden estar subestimadas. Entonces, si el pH es responsable del control de la
degradacién, tal vez se requiera de un pH aun mds alto para llegar a alterar las
propiedades degradativas de los fagosomas. En acuerdo con esta idea la realizacién del
experimento a la inversa, siguiendo degradacién antigénica en las células deficientes en
CatS pero neutralizadas a pH 7.4 restaura los niveles degradativos a valores
equivalentes a los de células silvestres (figura 7c). Estos datos ademds confirman que el
defecto en degradacién observado en células CatS” esta indirectamente asociado a la

ausencia de la proteasa.

CONTROL DE LA MADURACION DE LOS FAGOSOMAS EN LAS CELULAS DENDRITICAS.

Una vez establecida la existencia de un defecto en la maduracién de los fagosomas en

ausencia de CatS, nuestros esfuerzos se focalizaron en identificar los posibles efectores

que pudieran estar controlando esta funcién celular. Es importante mencionar que en
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estudios realizados en el contexto de tréfico vesicular se ha establecido que la
sobreexpresion de li en variados tipos celulares induce grandes anomalias a nivel de Ia
morfologia de los endosomas. Este fenotipo es tipico de alteraciones en el trafico de
vesiculas, algo que en el caso de li se traduce en alteracién en el tamafio, localizacién y
maduracion de los endosomas (Nordeng, Gregers et al. 2002). Esto lleva a pensar que
las alteraciones en la degradacién antigénica observadas en ausencia de CatS estdn
asociadas a la acumulacién de li en la membrana de los fagosomas. En contra de esta
hipdtesis, al analizar las CDs deficientes en i no se observa defecto alguno ni en
degradacion antigénica ni en maduracién de fagosomas (figura 4d). Aun asi, la cantidad
de li presente en las CDs al estado basal es muy baja, por lo que la ausencia de [a
proteina equivaldria, en términos de expresion, a algo muy similar al estado de reposo
de las CDs. A pesar de no tener un fenotipo claro en nuestro sistema, es sabido que i
esta involucrada en el transporte de las moléculas de MHC 1] hacia los endosomas. Esto
ha llevado a sugerir que, para cumplir esta funcién, li se encuentra asociada a proteinas
motoras que regulan de forma especifica el tréfico de las vesiculas que contienen a las
moléculas presentadoras (Wubbolts and Neefjes 1999).

Para tratar de identificar posibles motores moleculares involucrados en el tréfico de los
fagosomas (y tal vez de moléculas de MHC Il), se precipitaron e identificaron las
proteinas asociadas a li en células silvestres activadas o no con estimulos patogénicos
(Tabla 1). De la lista de proteinas obtenidas es interesante destacar que se encuentran

varios motores moleculares asociados a filamentos de actina, pero no a microttbulos.
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Los motores pertenecen a la familia de las miosinas y corresponden a Myo II, Myo IE y
Myo IF.

Las miosinas son proteinas de alto peso molecular que participan en la regulacién del
movimiento de vesiculas y en el control de la tensién de la red de actina. Como la
actina esta involucrada en todo proceso que requiera de deformacidn d-e membranas,
las miosinas han sido implicadas en funciones que incluyen adhesién, migracién y
fagocitosis.

Esto sugiere que li participa en procesos celulares asociados a fendémenos
dependientes de la dindmica de la actina. En efecto, en ausencia de CatS ademds de
encontrar defectos en la maduracién de los fagosomas se presentan también defectos
en la adhesion celular. Las células carentes de la proteasa presentan una adhesién
aumentada a las placas de cultivo, fenémeno inverso a lo que ocurre en ausencia de li
(observaciones del autor). Esto sugiere que la ausencia de CatS o li podria también
afectar la motilidad de las CDs.

De las miosinas identificadas la més atractiva para nuestros intereses la constituye Myo
Il. Esta f_ue la Unica proteina obtenida en todos los ensayos de precipitacién de i, pero
sélo a partir de células activadas con LPS. Esto sugiere fuertemente gue la interaccidn
li/Myo Il controla funciones tempranas asociadas o gatilladas por el reconocimiento
antigénico.

La utilizacion de inhibidores especificos de la actividad de Myo Il nos permitié evaluar

su funcién en las CDs. Al inhibir Myo Il y analizar el efecto en la dindmica de los
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fagosomas no se detecté efecto alguno sobre la internalizacién de las particulas,
maduracién fagosomal ni degradacién antigénica (figura 9c). En el caso de fa
internalizacién antigénica esto es completamente inesperado, dado que en macrofagos
la inhibicién de Myo Il reduce esta propiedad en cerca de un 60% (figura 9b). El hecho
de que macrdfagos y CDs posean estas diferencias sugiere que los mecanismos que
median la ingesta de particulas en ambos tipos celulares son distintos, lo que podria
explicar en parte las dispares capacidades degradativas de ambos tipos de fagocitos
(Delamarre, Pack et al. 2005; Savina, Jancic et al. 2006) y su papel en la presentacion
antigénica. Estos resultados indican que la actividad de Myo Il no controla las
propiedades de los compartimentos antigénicos en las CDs en ninguno de los términos
estudiados. Tampoco se aprecian diferencias cuando los antigenos estan acoplados a
LPS, por lo que parece ser algo independiente del tipo de antigeno utilizado (no
mostrado). Estos resultados hacen pensar que Myo Il no es el efector que modula la
maduracién de los fagosomas en las CDs, aunque no descarta que li esté involucrada en

la maduracién de los compartimentos.

DE COMO SE REGULA LA MOTILIDAD Y MIGRACION DE LAS CELULAS DENDRITICAS.

Myo I, como ya se menciono, es una proteina involucrada en el control de fenémenos
dependientes de actina entre los que se cuenta la adhesion y la migracién celular.
Decidimos entonces estudiar la motilidad de las CDs deficientes en CatS. In vitro en

estas células se observé la inhibicién casi total de su desplazamiento en matrices de 2D,
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fendmeno acompafiado por una muy baja velocidad de desplazamiento (figura 11).
Interesantemente, en las células deficientes en li se observd el fenémeno inverso,
motilidad y velocidad de desplazamiento muy aumentados respecto a las células
control (figura 11b). Esto sugiere que la acumulacién intracelular de 1i/MHC Il afecta
negativamente la motilidad de las CDs. En acuerdo con este planteamiento, la
inhibicién especifica de Myo Il bloguea el movimiento de las CDs, fenémeno muy
similar a lo observado en ausencia de CatS. Estos experimentos fueron desarrollados
utilizando células inmaduras, sugiriendo que la actividad de Myo I controlaria la
migracién de las CDs incluso al estado basal. Los mismos resultados se obtienen al
inhibir la CatS con LHVS, inhibidor especifico de la actividad de la proteasa (G.F,
resultados de nuestro grupo).

Estos datos son sumamente importantes desde un punto de vista conceptual, ya que
sefialan que la misma maquinaria que esta involucrada en el control del procesamiento
antigénico esta relacionada con el control de la migracién de las células. Para ver si el
fendmeno de acumulacién de li en las células CatS” se traducfa en defectos
migratorios de las CDs in vivo, se desarrollaron experimentos de migracién en el raton
(figura 12). Los experimentos confirmaron las anomalias migratorias observadas in
vitro, mostrando una migracion impedida en células deficientes en CatS y aumentada
en aquellas carentes de li. Todas estas CDs presentan niveles de activacién normales y

responden in vitro a quimioquinas inflamatorias, por lo que no parece posible que el

defecto migratorio se deba a algun problema generalizado en la maduracion de las
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células (Anexo 2). Al respecto es importante mencionar que in vivo la migracion a los
6rganos linfoides ocurre en células maduras. Esto sugiere que tanto en células maduras
como inmaduras la motilidad celular es controlada por la acumulacién de li/MHC Il en
los endosomas, constituyendo una especie de sefial auténoma que impide el
movimiento de aquellas células, que a pesar de haber recibido las sefiales de
activacién, no han procesado antigenos de manera eficiente. Esto corresponderia a un
sistema de filtro que evitarfa que al linfonodo llegasen las células presentadora en que

la presentacidn antigénica no esté asegurada.

SENSORES DEL PROCESAMIENTO ANTIGENICO.

Una de las observaciones importantes de nuestro trabajo es que li puede ser la
molécula que comunica al citoplasma celular el estado de degradacion de los antigenos
en los fagosomas. La ausencia de CatS genera un compartimento rico en li, pero de
pobre capacidad degradativa, sugiriendo que en estas condiciones la cantidad de li en
el fagosoma funciona como un indicador de la calidad del antigeno al interior del
compartimento.

La presencia de este marcador (li) en la membrana de los fagosomas le indicaria a la
célula la existencia de un compartimento donde no ha ocurrido carga antigénica y
donde el antigeno permanece en un estado de “stand by” degradativo. En la linea de
los resultados, la acumulacién de moléculas de MHC Il inmaduras en estos fagosomas

induciria en estos un efecto inhibitorio en su maduracidn.

90




Como ya se menciono en la introduccion, la sobreexpresién de li en lineas celulares
lleva a la disminucién en la velocidad de maduracién de los endosomas y a una
disminucién de su capacidad degradativa (Gregers, Nordeng et al. 2003). Esto sugiere
que el fenémeno gatillado por la ausencia de la CatS en las CDs se debe a la
acumulacion de li en la membrana de los compartimentos.

El encuentro de li/MHC Il con el antigeno parece transmitirle al fagosoma cierta
incapacidad degradativa. Esto no es tan extrafio, pues los compartimentos endociticos
en que las moléculas de MHC 1l inmaduras se acumulan en las CPAs, a pesar de tener
marcadores lisosomales, carecen de poder degradativo. Estos compartimentos no
adquieren el receptor M6P, encargado de destinar las hidrolasas a los endosomas, lo
que probablemente es causa de este fenédmeno (Kleijmeer, Ossevoort et al. 1995).

Por otro lado li ha sido propuesta como responsable de inducir la fusién homotipica
entre vesiculas cargadas con la proteina (Nordeng, Gregers et al. 2002). Esto explicaria
la aparicién de endosomas alargados en células transfectadas con la chaperona. La
acumulacién de i en los fagosomas de las CDs podria estar favoreciendo su fusion
directa con los reservorios intracelulares de MHC I, también ricos en li, traspasando asi
su incapacidad degradativa a los fagosomas.

La acumulacién temprana de li en los fagosomas recién formados podria favorecer que
estos compartimentos adquirieran predileccion a fusionar con una poblacion particular
de lisosomas poco degradativos. Entre los marcadores lisosomales de los reservorios de

MHC 1l descritos en la literatura se encuentran CD63 y Lampl (Kleijmeer, Ossevoort et
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al. 1995). En células silvestres el reclutamiento de Lampla los fagosomas es idéntico al
de Lamp2, por lo que no se investigd este marcador con especial atencién en las células
deficientes en CatS. Basado en la evidencia recién mencionada parece indispensable
analizar este punto en el futuro, para dilucidar si en ausencia de la proteasa los
fagosomas tienen una fusién preferencial con los compartimentos ricos en Lampl, es
decir aquellos con baja capacidad degradativa.

En resumen, bajo determinadas condiciones li puede ser un marcador de membrana
que determina la identidad del fagosoma. La entrada de un antigeno en un
compartimento con CatS inactiva podria generar la acumulacién temprana de
moléculas de MHC Il y favorecer la fusidn directa con la poblacién de reservorios de
moléculas presentadoras. Esto permitiria al fagosoma evadir la via de degradacion
cldsica en las CDs y entrar de manera compartimento-auténoma a un estado con las

condiciones 6ptimas para favorecer la carga antigénica especifica.

DEL FAGOSOMA HACIA AFUERA.

Como ya hemos visto, la acumulacién de complejos Ii/MHC Il correlaciona con una
inhibicién de la motilidad celular in vitro e in vivo. Volviendo al postulado original de
este proyecto, el que proponfa una conexion entre procesamiento antigénico y
migracidn, nos encontramos con que en efecto, en las células con defecto migratorio se
observa ademds una via endocitica perturbada. Estas alteraciones podrian ser

responsables del tréfico anormal de receptores importantes para la migracion. En
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contra de este postulado nosotros no detectamos cambios en la expresién de ninguna
de las moléculas involucradas en migracién y adhesién estudiadas ni al estado de
reposo ni en células activadas (no mostrado).

Como el problema de trafico vesicular solo repercute en los compartimentos ricos en i,
entonces lo mas probable es que las moléculas estudiadas no trafiquen por aquellos
compartimentos que acumulan la chaperona. Los cambios que afectan a la migracion
parecen estar a otro nivel, probablemente mas asociados a la mecanica del movimiento
que a la circulacién de proteinas al interior de la célula. En acuerdo con esta idea nunca
se detecto Myo Il en los fagosomas purificados, ni siquiera en ausencia de CatS, a pesar
de detectarse gran acumulacién de li. Esto sugiere que la interaccién [i/Myo Il no
ocurre a nivel de fagosomas, y que por ende su papel es indirecto y ocurre desde otro
compartimento.

La inhibicién de la miosina bloquea el movimiento de CDs maduras e inmaduras. Esto
indica que esta protefina motora esta involucrada en el control de la mecénica general
de la migracién de las CDs. En las células en que CatS estd ausente y que presentan
inhibicién de la motilidad celular, la interaccidn de li con Myo Il es constitutiva, lo que
sugiere que la asociacién de ambas inhibe la actividad de Myo Il. Esto es consistente
con el andlisis de células deficientes en li, en donde la migracién esta exacerbada de
manera constitutiva, lo que podria ser interpretado como una pérdida del proceso de

regulacién negativa de la maquinaria involucrada en movimiento.
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La inhibicién de Myo Il, ademds, no afecta ninguna de las funciones asociadas a la
maduracién fagosomal. Basados en resultados del laboratorio no incluidos en esta tesis
se vislumbra que esta protefna podria estar relacionada con la fusidn entre vesiculas
ricas en MHC Il y la membrana plasmatica. Esto porque en las células deficientes en
CatS hay niveles elevados de macropinocitosis y de secrecién de exosomas, ademas de
la localizacién anormalmente periférica de las vesiculas ricas en li. Nuevamente, de
manera consistente, en ausencia de 'li los niveles de macropinocitosis estan
disminuidos en las CDs, sugiriendo que en efecto existe a nivel de mecanismo un
balance entre migracion e internalizacion, el que es controlado por la presencia de lien
los endosomas. Ademds, la inhibicién de Myo I! bloquea la macropinocitosis en las CDs
al igual que en muchos otros tipos celulares, sugiriendo que li controla esta propiedad
de manera dependiente de la proteina motora.

Es interesante resaltar que macropinocitosis es un proceso que en CDs ha ido
propuesto como opuesto a la motilidad celular (West, Wallin et al. 2004). La misma
tendencia se obtiene de nuestros resultados, en donde ausencia de CatS o Ii se
traducen en efectos opuestos sobre ambos fenémenos, sugiriendo que este par de
moléculas controla el balance entre motilidad celular y macropinocitosis de manera

dependiente de Myo Ii.
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PROCESAMIENTO ANTIGENICO Y MIGRACION (funcién v/s movimiento)

En la periferia del organismo las CDs se encuentran en un estado inmaduro. En este
estado las CDs presentan motilidad y capacidad fagocitica constitutivas, lo que sumado
al amplio repertorio de receptores que expresan en su superficie les permite censar de

manera constante la composicién del tejido periférico (figuras 9a y 11a).

Interesantemente la capacidad fagocitica y migratoria dependen de la misma
maquinaria celular (Reddien and Horvitz 2000). Esto sugiere que si ambas funciones
suceden en las mimas células, los dos eventos podrian ocurrir de manera alternada de

modo de evitar competir por el uso de dicha maquinaria celular (figura 2D).

Al inicio de la infeccién los factores quimioatractantes producidos por el epitelio
reclutan a las CDs al sitio dafiado. Este movimiento direccionado promueve el

encuentro patégeno-CD, permitiendo que ocurra el reconocimiento antigénico.

Los datos aqui obtenidos muestran que la actividad de la CatS controla el
procesamiento de los antigenos y la motilidad de las células, sugiriendo que las CDs el
control del desplazamiento celular estd adaptado para cumplir de manera eficiente la

funcién presentadora de las CDs.
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Figura 2D. Modelo Propuesto.

En resumen nuestros resultados muestran que los fagosomas
que se forman en CDs que carecen de CatS tienen un poder
degradativo menor que los formados en células silvestres. Al
mismo tiempo las células CatS” son incapaces de moverse,
sugiriendo que en este tipo de células procesamiento vy
migracion estan conectados.

A)

B)

Q)

Previo al reconocimiento de los antigenos las CDs se
encuentran en un estado de movilidad constitutiva. En este
no se observa interaccion li/Myo II.

Estimulos patogénicos llevana ala disminucién transiente
en la actividad de la CatS (figura 13). Nuestra prediccién
dice que la motilidad de las células deberia disminuir con la
baja en la actividad de la proteasa, idea que calza con las
ideas actuales acerca de motilidad en respuesta a
estimulos inflamatorios (West, Wallin et al. 2004). La
detencidon de las células en el lugar inflamado permitiria a
la célula “polarizar” su maquinaria celular a la captura y
procesamiento antigénicos. Los antigenos internalizados en
la periferia tendrian entonces tendencia a ser capturados
cuando la cantidad de CatS es minima, que corresponde al
momento en que hay mds complejos li/MHC Il acumulados
al interior de las células (figura 13). Esto podria favorecer la
destinacion de los patégenos a compartimentos ricos en
moléculas de MHC Il e li, los que ademas tienen bajo poder
degradativo y que por ende permitirian una degradacién

CD Madura
Motilidad Alta,
direccionada por las quimioquinas

li/Myo Il NO interactuan
Myo Il Activa ©

O
)

antigénica controlada, éptima para permitir la carga de las moléculas de MHC II.

Las CDs vuelven a adquirir capacidad migratoria una vez que los complejos li/MHC Il han
desaparecido del interior de las células. Esto permitiria a la CD activar a Myo |l para
adquirir la fuerza que guie la salida de las células hacia los linfonodos.
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DE COMO SE INTEGRAN LOS RESULTADOS EN EL TIEMPO Y EL ESPACIO.

El reconocimiento antigénico en las CDs induce la activacién de estas. Esta primera
etapa de la respuesta inmune induce la internalizacion del antigeno ademas de una
serie de cambios morfoldgicos y funcionales, los que en conjunto permiten el
transporte del antigeno desde el lugar inflamado al linfonodo para permitir la
activacion especifica de los LT.

La activacién de la CD, ya sea por estimulos patogénicos o citoquinas inflamatorias,
gatilla varios fenémenos. Entre estos se destaca un aumento temprano de 2-3 veces en
la cantidad de complejos li/MHC Il al interior de la célula (Nijman, Kleijmeer et al.
1995). Al mismo tiempo, la activacién de la CD induce una baja en la actividad de Cats,
inhibicién que presenta su minimo a 30 min post estimulacién antigénica (figura 13ay
(Reich, van Swieten et al. 2007)). La suma de ambos fendmenos deberia llevar a la
acumulacién temprana de complejos MHC Il inmaduros, lo que segtn la logica de
nuestros resultados deberia traducirse en la detencién de la migracién de las células
presentadoras.

En efecto, el grupo de Colin Watts recientemente postulé un modelo donde se propone
la detencién temprana y transiente de las CDs luego del reconocimiento antigénico.
Este fendmeno favoreceria la permanencia de la CDs en el sitio infectado y con ello la
captura de los antigenos presentes en el lugar inflamado (West, Wallin et al. 2004).

Nuestros datos sugieren que las células que se detienen tienen potencialmente altos

niveles de li y MHC 1l en sus endosomas, por lo que los fagosomas formados en este
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periodo tendrian una mayor posibilidad de fusionar con compartimentos ricos en
moléculas presentadoras.

Los compartimentos ricos en MHC I, segun la literatura y nuestro sistema, poseen una
limitada capacidad degradativa, por lo que se esperaria menor degradacién antigénica
durante la incorporacién de los patdgenos. Al respecto, el reclutamiento de proteasas a
los fagosomas generados en presencia de LPS es menor que a la de compartimentos no
inflamatorios, lo que estd en acuerdo con el patrén degradativo esperado (Lennon-
Dumenil, Bakker et al. 2002).

Es interesante que la capacidad macropinocitica de las células también presente un
méximo a 30 min de iniciada la activacién, pues sugiere que hay un incremento de la
internalizacién justo al momento de detencidn de las células. Nuestros resultados
muestran que las células que no migran tienen mayor capacidad macropinocitica que
las células control, y viceversa. Esto sugiere que la acumulacion de MHC Il en los
endosomas permite al mismo tiempo la detencién de la célula, el aumento en la
internalizacién y la formacién de compartimentos antigénicos ricos en MHC I El
reclutamiento diferencial o la activacién local de CatS podrian estar favoreciendo la
maduracién de las moléculas presentadoras, la maduracién de los compartimentos
(adquisicién de Lamp2) y la presentacion antigénica en los endosomas antigénicos.

En acuerdo con esta idea, un aumento especifico de la actividad de CatS en los
compartimentos patogénicos ha sido propuesto recientemente, hecho que en un

modelo de maduracion fagosomal auténoma permitiria la carga peptidica
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especificamente en aquellos compartimentos que contienen al antigeno de interés
(Blander and Medzhitov 2006)

Nuestro modelo propone que procesamiento antigénico vy migracién ocurren en
paralelo en las CDs, que ambos fenémenos son controlados por la misma maquinaria y
que la migracién de las CDs ocurre solamente en aquellas células en las que se ha
producido un procesamiento eficiente de antigenos e li. Ademds, nuestros resultados
muestran que una proteasa endosomal, la CatS, y su accién de corte sobre li es en
efecto una de las acciones claves para de forma armdnica coordinar mdltiples aspectos

de la respuesta inmune especifica.
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CONCLUSIONES

1. El procesamiento antigénico al interior de los fagosomas estd afectado de
manera general en CDs carentes de CatsS.

2. El defecto en procesamiento se asocia a las vesiculas que acumulan li, el
sustrato de CatS.

3. Los fagosomas formados en las CDs deficientes en CatS tienen defectos en la
fusién con compartimentos lamp2, tienen menos proteasas activas y un pH mas

alto que el de células control.

Estos datos sugieren que la ausencia de CatS afecta de manera global la maduracion de
los fagosomas, lo que altera las propiedades degradativas de dichos compartimentos.
Al tratar de identificar las causas de dicho defecto nos encontramos con que li

interactuaba con Myo ll. Al respecto tenemos que:

1. liy Myo interacttan solo tras la induccion de la activacion celular.

2. Myo no controla ni procesamiento antigénico, ni fagocitosis en las CDs.

3. La inhibicién de Myo Il si afecta la motilidad de las CDs in vitro y la migracion de
estas células desde la periferia a los linfonodos in vivo.

4. Las células deficientes en CatS tienen motilidad celular reducida, mientras que

las deficientes en li se mueven mucho mas que células silvestres.
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Estos datos sefialan que la acumulacién de Ii a nivel endosomal afecta la migracion de
las CDs, y que este proceso puede ser controlado regulando desde el interior de los
endosomas alterando la actividad de la CatS. La interaccién li/Myo Il parece inhibir la
actividad de Myo II, pues la migracién celular se ve inhibida cuando la interaccidn

li/Myo li se hace constitutiva.

Finalmente respecto de la a la activacion de las CDs se observa que:
1. La activacién con LPS induce una baja transiente en la actividad de la CatS.
2. La interaccién li/Myo Il ocurre con cinética inversa a la baja en la actividad de la
CatS inducida por el LPS.
3. Esta baja se traduce en la acumulacién también transiente de complejo 1i/MHC

11 en los endosomas.

Nuestros resultados sugieren que procesamiento antigénico y migracién dependen de
la misma maquinaria celular, y que ambos fendmenos cambian en funcién de los
estimulos patogénicos, probablemente para permitir la coordinacién entre las

funciones que permiten el eficiente desarrollo de una respuesta inmune especifica.
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ANEXO

Y e S T T

1Ab PE B7.2 PE

CatS*/*

CatS”/-

Anexo 1.

El fenotipo de las CDs utilizadas en el trabajo fue caracterizado en cultivos inmaduros
(azul) o tratados 12 Hrs con LPS (negro). IAb corresponde a las moléculas de MHC IlI.
B7.2 es lo mismo que CD86, marcador de activacion de las células. A pesar de las
diferencias esperables en términos de expresion de MHC Il en los KO, no se detectan
alteraciones generales en la maduracion de ninguno de los tipos celulares.
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Anexo 2.

Las proteinas BSA Y HEL remanentes en la superficie de particulas de latex fagocitadas
por CDs silvestres fue evaluada por FACS a distintos tiempos de la formacién de los
fagosomas. El panel A muestra la cinética de degradacion de HEL al interior de los
fagosomas. El porcentaje que se muestra equivale al de los fagosomas que
permanecen inactivos en cada tiempo. La MGF se refiere exclusivamente a la
poblacién de fagosomas activos. En el panel B de la figura se muestra la cinética de
degradacion de BSA.
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