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RESUMEN

La respuesta a proteinas mal plegadas (Unfolded Protein Response, UPR) es
una respuesta fisiolégica esencial para la sobrevida de células eucariontes ya que su
funcion consiste en aliviar el estrés causado por la acumulacién de estas especies en
el reticulo endoplasmico (RE) o en su defecto, gatillar procesos de muerte celular. En
el sistema inmune, se ha descrito que la respuesta a proteinas mal plegadas modula el
desarrollo y funcién de diversos tipos celulares incluyendo las células dendriticas
(DCs). De hecho, uno de los sensores de estrés de RE, IRE1a y uno de sus blancos, el
factor de transcripcién XBP-1s, se encuentran activos de manera constitutiva en DCs
en donde controlan diversos procesos los que incluyen la expresion de integrinas, la
homeostasis del RE y el proceso de presentacién cruzada. Si bien lo anterior ha sido
estudiado en DCs en ausencia de inflamaci6n, alin se desconoce si la respuesta a
protelnas mal plegadas modula la funcién de DCs durante condiciones Inflamatorias
tales como infeccion, alergia o cancer. En este frabajo de tesis, establecimos como
objetivo principal el elucidar si la deteccion de estimulos innatos derivados de
alérgenos, bacterias o tumores eran capaces de activar la via IRE1a/XBP-1s en DCs y
por ofra parte, nos propusimos definir Ia relevancia de este eje en la funcion de DCs

activadas.

Para estudiar este fenémeno, se generaron DCs de manera in vitro a partir de
precursores de medula 6sea de ratones C57BL/6 en presencia de [a citoquina FLT3-L.
Estos cultivos fueron estimulados con un compuesto derivado de pared celular de
bacterias Gram negativas (lipopolisacérido, LPS), un alérgeno representativo del

desarrollo de asma alérgico (extracto de acaro de polvo) o con una preparacion de




lisados de células derivadas de melanoma metastasico, que ha sido utilizado
eficientemente en una vacuna basada en DCs para pacientes con melanoma
avanzado. Nuesiros resultados indican que, de estos tres estimulos, los lisados
celulares de melanoma son los compuestos mas eficientes en inducir la activacion de
miembros de [a respuesta a proteinas mal plegadas tales como XBP-1s, BiP y CHOP
tanto a nivel de RNA mensajero (MRNA) como proteina. Por ofro lado, también
demostramos que la inhibicién del dominic endoribonucleasa (RNAsa) de IRE1a en
DCs, reduce su capacidad de secretar interleuquina 12 en respuesta a activacién con
lisados celulares de melanoma. Adicionalmente, la inhibicidn de la actividad RNAsa de
esta enzima en DCs activadas con lisados celulares de melanoma tiende a reducir los
niveles de expresion del marcador de activacion temprana CD68 en linfocitos T CD8*

especificos para un antigeno modelo,

En resumen, nuestros resultados demuestran que los lisados de lineas
celulares de melanoma son potentes activadores del eje IRE1a/XBP-1s en DCs y que
esta via es importante para la produccién de citoquinas y activacién de linfocitos T
CD8" en respuesta a la activacion con lisados de células cancerosas. Este trabajo
constituye un aporte para comprender de mejor manera el rol de la respuesta a
proteinas mal plegadas en la funcién de células dendriticas, especialmente en un

contexto anti-tumoral.




ABSTRACT

The unfolded protein response (UPR) is an essential physiological response for
the survival of eukaryotic cells, since its function is to alleviate the stress caused by the
accumulation of protein folding intermediates in the endoplasmic reticulum (ER), or
when it fails to do so, trigger cell death. In the immune system, it has been described
that the UPR can modulate the development and function of different cell types
including dendritic cells (DCs). In fact, one of the ER stress sensors, IRE1a and its
target the transcription factor XBP-1s, are constitutively activated in DCs, where they
control different processes that includes integrin expression, RE homeostasis and cross
presentation of dead-cell associated antigens. While this process has been studied in
DCs in the absence of inflammation, the role of the UPR remains unclear in
inflammatory contexts such as infection,ﬂ allergy, or cancer. In this thesis work we
established as our main objective to elucidate whether the detection of innate stimuli
derived allergens, bacteria, or fumors were capable of activating the IRE1a/XBP-1s
pathway in DCs, and on the other hand, we propose to define the functional relevance

of this axis in the function of activated DCs.

In order {o address these questions, DCs were generated in vitro from C57BL/6
mice bone marrow in the presence of the cytokine FLT3-L. These cultures were
stimulated with a compound derived from the cell wall of Gram negative bacteria
(Lipopolysaccharide, LPS), a common allergen involved in the development of allergic
asthma (house dust mite extract) or with a cell lysate preparation derived from human
metastatic melanoma lines that has been used efficiently in a DC-based vaccine for

patients with advanced melanoma. Our results show that out of the stimuli tested, the
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melanoma cell lysates are the most efficient compounds at inducing the activation of
specific UPR components, such as XBP-1s, BiP and CHOP, both at messenger RNA
(mRNA) and at protein level. On the other hand, we also demonstrated that inhibition of
the IRE1a endoribonuclease {(RNAse) domain in DCs decreases the capacity of DCs to
secrete interleukin 12 in response to activation with melanoma cell lysates.
Furthermore, inhibition of the IRE1a RNAse domain in DCs activated with melanoma
cell lysates show a tendency to decrease expression of the early activation marker

CD69 in CD8™ T cells specific for a model antigen.-

In summary, our resulis show that melanoma cell lysates act as potent
activators of the IRE1a/XBP-1s axis in DCs and that this pathway is relevant for the
production of cytokines and T cell activation in response to activation. with cancer cells.

This work serves to better understand the role of the UPR in the functionality of DCs,

particularly in an anti-tumoral context.




INTRODUCCION

Reticulo endoplasmico y la respuesta a proteinas mal plegadas.

El reticulo endoplasmico (RE) es:un organelo presente en todas las células
eucariontes, que tiene como funcién principal la biosintesis, plegamiento y maduracion
de al menos un tercio de las proteinas en la célula (Westrate y col. 2015, Hetz y col.
2015). En este organelo ocurre ademds la sintesis lipidica y constituye un reservorio
intracelular de Ca?, el cual es utilizado como segundo mensajero en diversas vias de
sefalizacion (Berridge y col. 2000). Gran parte de las proteinas que son secretadas, o
destinadas a transmembrana son sintetizadas por ribosomas asociados al RE y son
importadas al limen de este organelo en donde ocurre el proceso de plegamiento y
maduracién post-traduccional (Hetz y col. 2015, Walter & Ron 2011). En este lugar, los
polipeptidos son plegados a su conformacion nativa y son sometidos a diversas
modificaciones post-traduccionales por enzimas dedicadas tales como chaperonas,
glicosilasas y oxidoreductasas, Ia\s que permiten que las proteinas recién sintetizadas
adquieran su conformacion y maduracién estructural (Hetz y col. 2015). Para llevar a
cabo el proceso de plegamiento y maduracion de proteinas, el REaesté equipado con
mecanismos de control de calidad altamente refinados que permiten que solo las
protelnas correctamente plegadas ingresen a la ruta secretora (Hetz y col. 2015),
mientras que protelnas plegadas incorrectamente permanezcan retenidas en el
organelo para ser posteriormente destinadas a degradacioén a través de mecanismos
que incluyen degradacion de proteinas asociada a réticulcr endoplasmico (ER-

associated protein degradation, ERAD) o autofagia (Alberts y col. 2014, Janssens y col.

2014).




Sin embargo, dependiendo del programa; de diferenciacién celular, del
microambiente o de la demanda fisioldgica, la tasa de sintesis proteica puede variar
rapidamente (Ron & Walter 2007). De hecho, distintos tipos de estimulos inflamatorios
tales como hipoxia, radiacién, hipoglicemia, infecciones y alteraciones metabélicas
pueden ocasionar un aumento en la cantidad de proteinas mal plegadas presentes en
el limen del RE (Koumenis y col. 2007, Kempner 2009, Palorini y col. 2013, Lazar y
col. 2014, Mardones y col. 2014). Una proteina mal plegada se define como cualquier
conformacién proteica con una energia libre mayor que la conformacién nativa y, en
términos‘ biolégicos, corresponde a cualquier proteina capaz de interactuar con
chaperorias moleculares (Schrdder & Kaufman, 2005). La acumulacién de proteinas
mal p]egédas en ‘el lumen del RE genera una respuesta denominada estrés del RE, el
cual es definido como el desbalance entre la tasa de plegamiento de las proteinas en
sintesis y la capacidad de este organelo de plegarlas y modificarlas eficientemente
(Janssenis y col. 2014). El estrés de RE gatilla una red de cascadas de sefializacion
filogenéticamente conservadas, denominada colectivamente como Ia respuesta a
proteinas:mal plegadas (Unfolded Protein Response, UPR), la cual tiene como finalidad
regular la homeostasis celular, reestablecer la maquinaria biosinté&tica y mantener la
fidelidad de Ia sintesis proteica. La activacion de la respuesta a proteinas mal plegadas
resulta por una parte, en un aumento en la capacidad de plegamiento de proteinas, a

través dela induccion de genes blanco asociados a aumentar la capacidad biosintética

del RE, tales como genes codificantes para foldasas, chaperonas, oxidorreductasas,
proteinas | asociadas a degradacion y proteinas involucradas en la sintesis de
aminoacidos, lipidos y remodelamiento del RE, entre otros (Janssens y col. 2014, Heiz

y col. 2015, Walter & Ron 2011). Sin embargo, en condiciones de estrés de RE

irreversible, la respuesta a proteinas mal plegadas puede también disminuir la carga

|
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biosintética mediante la atenuacion de la sintesis de proteinas a nivel transcripcional
(Pakula iy col. 2003), traduccional (Harding y col. 1999, Walter & Ron 2011) y
finalmente, inducir muerte celular mediada por apoptosis. La respuesta a proteinas mal
plegadas es controlada por tres sensores ubicados en el limen del RE denominados
ATF8, IF\“E'Ic: y PERK (Gardner y col. 2013). En estado basal, estos tres sensores se
encuentran en estado inactivo, acoplados a una chaperona denominada BiP (ademas
conocida como HSP70 o GRP78). Un aumento en la cantidad de proteinas mal

plegadas en el ilimen del RE induce la liberacion de BiP de los sensores ATF6, IRE1a

y PERK!por mecanismos de competicién, [o que conduce a la activacion de los

sensores‘ de manera coordinada. En este contexto, ATF6 migra hacia el aparato de

Golgi, en}f donde ocurre un procesamiento. proteolitico que libera su dominio citosélico
\

(ATF6%) él cual actia como factor de transcripcion en promotores que contengan

elementois de respuesta a estrés de RE (ERSE-l y ERSE-II), tales como chaperonas

entre ofros (Yamamoto y col. 2004). Por ofra parte, PERK es una proteina kinasa que

oligomeriza y autofosforila en respuesta ja estrés de RE, la cual fosforila- al factor

eukaryotic translation initiator factor 2a o elF2a que tiene la capacidad de atenuar la
sintesis general de p}oteinas permitiendo selectivamente la traduccién del factor de
transcripéién ATF4 (Teske y col. 2011). Ademas, ATF4 activa la transcripcion de un
gen blanco llamado CHOP, involucrado enjprocesos de muerte celular (Szegezdi y col.
2006; Ron & Walter, 2007). Por otra parte, la mas conservada de estas 3 ramas de
sefalizacion es la ejecutada por IRE1q, la cual como ATF8 y PERK, es una proteina de
transmembrana del RE y, en respuesta a la liberacién de BiP, es capaz de dimerizar,
autofosforilar y activar sus dominios kinasa y endoribonucleasa (Joshi y col. 2015). EI
dominio endoribonucleasa de IRE1a posee dos funciones: por una parte es capaz de

procesar, a traves de un mecanismo de splicing alternativo, el RNA mensajero (mRNA)

|
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codificante para el factor de transcripcion XBP-1. Este procesamiento remueve una
porcion de 26 nucledtidos del mRNA de XBP-1, el cual es posteriormente ligado

mediante una ligasa especifica llamada RTCB (Jurkin y col. 2014). Este procesamiento

produce un cambio en el marco de lectura que resulta en Ia traduccién de un potente:

factor de transcripcién denominado XBP-T; spliced (XBP-1s) (Sidrauski & Walter 1997).
XBP-1s es esencial para la transcripcion de chaperonas, foldasas, proteinas

involucrafdas en sintesis de lipidos y proteinas asociadas a la degradacion asociada al

RE, ERAD (Ron & Walter, 2007).
{

Pér otra parte, ademas de procesar el RNA mensajero codificante para XBP-1,
el dominio endoribonucleasa de IRE1a puede procesar RNA mensajeros de diversa
naturaleza en un proceso denominado Regulated IRE1a-Dependent mRNA Decay o
RIDD (Hollien y col., 2009), como se esquématiza en la Figura 1. A diferencia de XBP-
1s, los mlj?NAs procesados via RIDD son degradados, lo que permite regular finamente
la expresion de diversos genes relacionados con plegamiento de proteinas, ERAD y
homeostasis de Ca** (Coelho & Domingos, 2014). Sin embargo, se ha reportado
recientemente en ensayos de microarreglo:que dentro de los mRNA que son sustratos
de RIDD se encuentran varios genes involucrados en la funcién del sistema inmune,
especificamente en el procesamiento antigénico tales como genes involucrados en
transporte de vesiculas, proteinas lisosomales y proteinas de carga del péptido
antigénico en MHC-| tales comno tapasina (Osorio y col. 2014), lo que la funcionalidad
de IRE1a incide directamente en la regulacion de procesos asociados con el sistemna

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

Sistema inmune y las células dendriticas.

El sistema inmune estd compuesto por diversas estructuras, tejidos y tipos
celulares que tienen como funcion proteger al cuerpo contra patdégenos, tales como
virus, bacterias u hongos, como también controlar la aparicion de células cancerigenas
(Parkin & Cohen, 2001). Basandose en las caracteristicas de los componentes del
sistema inmune, éste puede ser separado en sistema inmune innato y adaptativo. Por

una parte, el sistema inmune innato corresponde a la primera linea de defensa del




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

2004).

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

descritos para linfocitos T CD4 y CD8 (Liwski y col. 2008).

Las DCs son capaces de identificar un- sitic de infeccibn mediante el
reconocimiento de estructuras moleculares que son caracteristicas de microbios, y se
denominan patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) (Morgensen, 2009).

-

Por otra parte, en contextos inflamatorios gatillados en ausencia de patégenos como




por ejemplo en contextos tumorales, las DCs también pueden activarse mediante el
reconocimiento de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPSs). En contraste con
los PAMPs que corresponden a moléculas foraneas, los DAMPs son moléculas
endégenas propias que permanecen secuestradas a nivel intracelular en células vivas,
pero que bajo condiciones de dafio o muerte celular, son expuestas para la activacion
de la respuesta inflamatoria (El Mezayen,y col. 2007, Zitvogel y col. 2010). Las DCs
poseen la capacidad de reconocer PAMPs y DAMPs a través de receptores de
reconocimiento de patrén o PRRs (Thompson y col. 2011). La activacion de PRRs
gatilia un proceso de transduccién de sefiales que conducen a la activacién de las
DCs, el cual es un proceso necesario para la generacion de inmunidad. En este
proceso de activacion, las DCs adquieren cambios fenotipicos y funcionales, los cuales
convierten un fenotipo “inmaduro”, especializado en captacién de antigenos a un
fenotipo “maduro” o “active”, especializado en presentacion antigénica, activacion de
linfocitos T y expresiéon de moléculas como citoquinas, quimioquinas y moléculas de

co-estimulacion (Banchereau & Steinman 1998, Joifre y col. 2009).

Las DCs son un grupo heterogéneo de leucocitos que pueden subdividirse en 2
clases, las DCs convencionales (cDCs), las cuales tienen como funcién principal la
captura y presentacion antigénica a linfocitos T, y las DCs plasmocitoides (pDCs) las
cuales tienen un rol importante en la inmunidad antiviral debido a que se especializan
en la produccién de interferones tipo |, especialmente interferén a (McKenna y col.
2005). En ratén y humano, las subpoblaciones de DCs pueden ser categorizgdé‘s
dependiendo c-i‘e su origen, factores de franscripcién y funcion. Recientemente, se ha

propuesto una nueva nomenclatura para el sistema de fagocitos mononucleares

basado en ontogenia, con el objetivo de simplificar la creciente diversidad de células




presentadoras de antigeno encontradas en tejidos (Guilliams y col. 2014). Basado en
este y otros reportes, estas células en ratén pueden ser clasificadas en 3 categorias:
DCs plasmocitoides (pDCs) y DCs convencionales (¢cDCs), las cuales puedes ser
subdivididas en ¢DC del tipo 1 (cDC1) y ¢DC del tipo 2 (cDC2). Por una parte, pDCs
expresan bajos niveles de MHC-II, altos niveles de TLR7 y TLR9 y expresar los
marcadores B220, Siglec-H y BST-2, ademés de depender del factor de transcripcion
E2-2 (Cisse y col. 2008, Cao y col. 2008, Ferrero y col. 2002, Schlitzer & Ginhoux
2014). Por ofra parte cDC1s es un linaje de células que incluye DCs CD103* del tejido
periférico y DCs CD8a* residentes en el tejido linfoide, ademas de expresar los
marcadores XCR1, DNGR1 y CD24 (Dorner y col. 2009, Askew & Harding 2008,
Edelson y col. 2010), y depender de los factores de transcripcién BATF3, IRFS8, 1D2,
ademas del receptor FIt3 para su diferenciacion (Belz & Nutt 2012, Schlitzer & Ginhoux
2014). Funcionalmente, las ¢cDC1s se especializan en secretar altos niveles de la
citoquina inflamatoria interleuquina 12 (IL-12) y en realizar el proceso de presentacion
cruzada de antigenos, la cual se refiere a la presentacién de antigenos derivados de
fuentes extracelulares en moléculas MHC clase 1, para la diferenciacion y activacion de
linfocitos T CD8* (Segura & Villadangos, 2011, Guilliams et al 2014, Henry y col. 2008,
[Hey & O'Neill 2012). Por ofra parte, cDC2s corresponde a un linaje de DCs que
expresan los marcadores CD11b, CD172a (Sirpia), dependen del factor de
transcripcion IRF4 para la diferenciacion jcelular y tienen como funcién principal la
presentacion de antigenos mediada por MHC-II a linfocitos T CD4* (Diao y col. 2010,
Guilliams y col. 2014, Schlitzer y col. 2013, Schlitzer y col. 2014). En vista de Ia
creciente diversidad fenotipica y funcional de las DCs, resulta relevante entender
especificamente el papel de las distintas subpoblaciones de DCs en contextos de

inmunidad y tolerancia.




La funcidn de la respuesta a proteinas mal plegadas en el sistema inmune y en
las células dendriticas.

Los sensores de la respuesta a proteinas mal plegadas, en’particular la via
controlada por IRE1a y XBP-1s ha demostrado ser altamente relevante para el correcto
funcionamiento de células del sistema inmune (Martinon & Glimcher 2011, Osorio y col.
2014, Janssens y col. 2014, Bettigole & Glimcher. 2014). Se ha reportado que XBP-1s
es un factor de transcripcidn esencial para el desarrollo y diferenciacién de células
plasmaticas, eosindfilos y células epiteliales intestinales (Reimold y col. 2001, Bettigole
y col. 2015, Kaser y col. 2008). Interesantemente, esta via no sélo regula el desarrollo
de algunas células del sistema inmune, también ha emergido como un eje de
sefalizacion esencial en respuesta a infecciones (Martinon y col. 2010). La importancia
de esta via se ha revelado en ratones deficientes para XBP-1 en macréfagos, los
cuales sucumben a infecciones con la bacteria intracelular Francisella fufarensis
(Martinon y col. 2010). En este contexto, la cascada de sefializacién gatillada por la
activacién del PRR toll like receptor 4 (TLR4) en respuesta a patégenos induce
directamente la activacion de XBP-1s, el cual es requerido para la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y TNFa. Mas aun, evidencia reciente indica que la
activacién de IRE1a es también necesaria para la activacion del inflamasoma en
respuesta a infeccion con Brucella abortus (Bronner y col. 2015). En conjunto, esta
evidencia indica que la respuesta a proteinas mal plegadas y en particular, la via
IRE1a/XBP-1s juega un papel importante en el establecimiento de la respuesta inmune
y en la generacion de la respuesta inflamatoria. Por lo tanto, estudiar el papel de esta

via en contextos de inmunidad y tolerancia puede ser una estrategia relevante para el
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tratamiento de diversos tipos de patologias tales como enfermedades inflamatorias e

infecciones, entre otros,

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

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

Adicionalmente, durante el proceso de activacién celular, las DCs activan
diversas rutas metabolicas que conducen a la expansién del RE, con el objetivo de
adaptar este organelo a la incrementada demanda de sintesis, transporte y secrecioén
de proteinas que subyace al proceso de maduracién celular (Everts y col. 2014, Pearce
& Everts, 2015, Krawczyk y col. 2010). Por esta razén, entender los mecanismos que
mantienen la fidelidad de la sintesis proteica y la homeostasis del RE en DCs es
relevante para poder comprender el control de inmunidad y tolerancia. En nuestra
unidad, nos enfocamos en elucidar los mecanismos por los cuales la respuesta a
proteinas mal plegadas regula la funcién de las DCs. Sin embargo, ia contribucién de [a
respuesta a proteinas mal plegadas en la funcién de DCs en contextos de inflamacion
no ha sido claramente elucidada. Evidencia previa indica activacién de la via
IRE1a/XBP-1s es esencial para la sobrevida y desarrollo de DCs a partir de
precursores hematopoyéticos (lwakoshi y col. 2007). Por ofra parte, antecedentes de

nuestra unidad indican que dentro de las células del sistema inmune, las DCs
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residentes en los tejidos linfoides son la estirpe celular que activan IRE1a de manera
constitutiva, y dentro de las subpoblaciones de DCs residentes en el bazo, las cDC1s
(caracterizadas por la expresion del marcador CD8a*, descrito previamente) son el
subtipo de DCs que activa este eje de sefializacién en un mayor grado (Osorio y col.
2014). A nivel funcional y por mecanismos que alin se desconocen, la ausencia de
XBP-1 en DCs afecta selectivamente la homeostasis de DCs del tipo cDC1 y no del
tipo ¢DC2, indicando que esta via contribuye a la especificacion de linaje celular
(Osorio y col. 2014). A nivel molecular, fé activacion de IRE1a regula la funcidn de
cDC1s a través de su dominio endoribonucleasa. Por una parte, a través de la
activacion de XBP-1s, IRE1a regula la homeastasis y arquitectura del RE en cDC1s y
por otra parte, IRE1qa a través de la degradacién de mRNAs (RIDD) controla el proceso
de presentacion cruzada de antigenos, ya que esta enzima puede degradar
directamente mRNAs asociados a este proceso, tales como tapasina y ergic 3, los
cuales poseen la secuencia de corte consenso requerida para el procesamiento

mediado por IRE1a (Osorio y col. 2014),

Estos antecedentes han permitido abrir el campo de estudio de la respuesta a
proteinas mal plegadas, y especiaimente el eje IRE1a/XBP-1s en el desarrollo y
funcién de las DCs, sin embargo, todos estos resultados se han obtenido utilizando
DCs en estado estacionario o quiescente. Es por esto que todavia queda por
determinar cuél es el rol que cumplen estas vias durante el proceso de activacion de
las DCs en contéxtos inflamatorios. Entender de mejor manera como las DCs modula
su metabolismo y funcién durante su activacion resulta interesante, ya que podria ser

usado como un posible blanco de manipulacién en el contexto de desarrollo de terapias

basadas en DCs.
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Hipotesis

Durante la maduracion de las células dendriticas con estimulos representativos
de infeccidn bacteriana, alergia y tumor, se activa la via de sefializacién IRE1a/XBP-1s,

la cual contribuye al proceso de activacion-celular.

Objetivos

Objetivo General 1‘:

I
ldentificar si compuestos de relevancia inmunolégica tales como un alérgeno,
un lisado derivado de lineas celulares de melanoma o un compuesto bacteriano son
capaces de activar la via IRE1aIXBP—1sj} en cultivos de células dendriticas (DCs) y

revelar ia contribucién de esta via en el proceso de maduracién de DCs.
Objetivos Especificos

1. Analizar y cuantificar cambios en lajexpresién génica y proteica de miembros de
la respuesta a proteinas mal plegadas, tales como XBP-1s, BiP y CHOP en
DCs generadas en presencia de FLT3-L y activadas con estimulos
inmunologicos representativos de 1{) infeccién bacteriana (LPS, lipopolisacarido
presente en la pared celular de bacterias Gram negativas, como E. colj), 2)
alergia (HDM, alérgeno extraido del acaro de polvo) y 3) tumor (lisado celular
derivado de lineas de melanoma humano). Ademas, cuantificar la activacion de
degradacién de mRNAs dependiente de IRE1a (RIDD), midiendo el sustrato

- reportado Bloc1s1.
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2. Determinar mediante citometria de flujo la contribucién de la via IRE1a/XBP-1s
en la expresiéon de moléculas coestimulatorias CD80/CD86, la molécula
inhibitoria PD-L1 y la produccién de citoquinas pro inflamatorias, como
interleuquina 12 (IL-12) en DCs generadas en presencia de FLT3-L y activadas
con lisados celulares de melanoma, mediante el uso de un inhibidor
farmacolégico especifico contra el dominio endoribonucleasa de [IRE1a
denominado 4u8C, previamente reportado.,

3. Analizar la capacidad de DCs maduras tratadas con el inhibidor 4u8C de activar

linfocitos T CD8* especificos de manera in vitro




MATERIALES Y METODOS

1 Reactivos
1.1 Medio de cultivo, buffers y soluciones

Media REMI 1640 GlutaMAX™: Gibco; Thermofisher Scientific

R10: Medio RPMI 1640 GlutaMAX™ suplementado con 10% SFB (Hyclone,
Thermo Scientific), 100 U/mL Penicilina (Hyclone, Thermo Scientific), 100 Hg/mL
Streptomicina (Hyclone, Thermo Scieqtiﬁc) y 30 uM de B-mercaptoetanol (Gibco,
Thermofisher Scientific) |

Buffer de lisis RBC: Biolegend

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

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

1.2 Proteinas, péptidos y citoquinas

Ovoalbtimina Low Endo™: Worthington Biochemical Corporation.

Péptido SIINFEKL (OVAssr.s4): Gentilmente facilitados por el Dr. Alvaro Lladser,

Fundacién Ciencia & Vida.
FLT3:L: Recombinante humana. Producida en el servicio de purificacién de

proteinas en VIB, Béigica.
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1.3 Estimulos

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

Inmunologia Antitumoral de la Universidad de Chile a partir de 3 lineas celulares de
melanoma establecidas en el laboratorio, Mel 1, Mel 2 y Mel 3, mezcladas en partes
iguales en medio AIM-V (Thermofisher Scientific), a una concentracién de 4x108
celulas/mL. Para condicionarlas con heat shock, las células fueron expuestas a
42°C durante 1 hora y luego a 37°C durante 2 horas. Los lisados condicionados
con heat shock se denominaron “MEL + HS" para propdsitos de este trabajo de
tesis. Posteriormente las células fueron lisadas mediante miultiples ciclos de
descongelacién y congelacién en nitrégeno liquido. Posteriormente se cuantificé la
concentracion de proteinas mediante el método de Bradford.

LPS (de Escherichia coli): Sigma-Aldrich

HDM (extracto de Dermatophagoides pteronyssinus): Greer

Tunicamicina (de Streptomyces sp): Sigma-Aldrich

2 Células y ratones
2.1 Ratones

Ratones C57BL/6 wild-fype de entre 5-18 semanas de edad fueron obtenidos del

bioterio central de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Ratones OT-l de entre 6-12 semanas de edad, los cuales poseen un TCR
transgénico especifico para el péptido SIINFEKL (OVAzs7.264) presentado en MHC-]
(H-2Kb) fueron obtenidos en colaboracion con el Dr. Alvaro Lladser, Fundacion

Ciencia & Vida.
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El trabajo con animales presentado en este trabajo de tesis se realizé de acuerdo a
los protocolos de bioética correspondientes a la Facultad de Medicina, Universidad

de Chile.

2,2 Generacion de células dendriticas murinas en presencia de FLT3-L

Se aislaron huesos largos (fémures y tibias) de ratones C57BL/6 vy se
esterilizaron durante 1 minuto en etanol. Luego fueron lavados y perfundidos con
R10 utilizando una jeringa de insulina de 1 mL (BD). La suspension celular obtenida
a partir de ia medula se filtr6 a través de un cell strainer de 70 pM (Falcon®, BD) y
se centrifugd en un tubo de 15 mL (Falcon®, BD) a 400x g por 7 minutos a 4°C.
Posteriormente se descart6 el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 1 ml
de buffer de lisis RBC y se incubé el tubo en hielo por durante 1 minuto, agitando
brevemente cada 20 segundos. Luego, se diluy6 1:9 con PBS 1X y se centrifugé
utilizando las mismas condiciones mencionadas anteriormente. El sobrenadante fue
descartado y se resuspendieron las células en 10 mL de medio R10.
Posteriormente, las células fueron contadas mediante tincién de viabilidad con azul
de tripan en una camara de Neubauer,, se ajustaron a una concentracién de 1x10°
de células/mL y se suplementaron con 150 ng/mL de citoquina recombinante FLT3-
[ para después agregarlas a placas de plastico de 6 pocillos (4 mL/pocillo)
(Falcon®, BD) o de 12 pocillos (2 mL/pocillo) (Falcon®, BD), dependiendo del
experimento a realizar. Los cultivos se:mantuvieron por 7-8 dias en incubadoras a

*

37°C, 5% COz antes de ser utilizadas.
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2.3 Purificacion de linfocitos T CD8"* de ratones OT-I

Se aislo el bazo de un ratén OT-l en condiciones estériles y fue perfundido con
R10 utilizando una jeringa de insulina de 1 mL (BD). Posteriormente la suspension
celular recolectada fue filtrada por un cell strainer de 70 ym (Falcon®, BD) y
adicionalmente el bazo fue machacado contra el filiro utilizando el embolo de la
jeringa, en caso de ser necesario. La suspensién celular fue centrifugada en un
tubo de 15 mL (Falcon®, BD) a 400x g por 7 minutos a 4°C, se descartd el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 2 mL de buffer de lisis RBC 1%,
puesto en hielo y agitado brevementejcada 30 segundos, por 3 minutos. Una vez
finalizada la lisis, se llevé el volumen a 15 mL con PBS 1X y se centrifugé a las
mismas condiciones descritas anteriormente. Luego fueron contadas y
cenfrifugadas nuevamente para resuspenderlas en 400 pL de FACS Buffer por
cada 1x10® células + 70 pL por cada 1x108 células de cocktail de anticuerpos
bictinilados de seleccion negativa para LT CD8* (MACS, Miltenyi Biotec) e
fncubadas por 10 minutos en hielo. Una vez finalizada la incubacion, se les agregé
300 pL de FACS Buffer + 140 pL microbeads a-biotina (MACS, Miltenyi Biotec) por
cada 1x10° células e incubadas por 15 minutos en hielo. Después fueron lavadas
con FACS buffer, centrifugadas y resuspendidas en 1 mL de FACS buffer.
Finalmente los LT CD8* fueron seleccionados negativamente mediante una

columna LS {MACS, Miltenyi Biotec), siguiendo las instrucciones del fabricante,

3 Ensayos in vitro de activacion de DCs derivadas de médula 6sea
3.1 Estimulacién para anélisis de RNA

5x10° DCs fueron estimuladas al dia 7-8 por 8 horas con los siguientes

estimulos: MEL (100 pgfml), MEL + heat shock (100 ug/mb), LPS (100 ng/mL),
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HDM (50 pg/mL) o tunicamicina (1 pg/ml). Luego fueron recolectadas y lavadas
con PBS 1X, para luego ser resuspendidas en reactivo de aislacién TriPure (Roche,
Sigma-Aldrich).
3.2 Estimulacion para andalisis de proteina

2x10° DCs fueron estimuladas al dfa 7 por 24 horas con los siguientes
estimulos: MEL (100 pg/mL), MEL +-heat shock {100 pg/mL), LPS (100 ng/mL),
HDM (50 pg/mL) o por 8 horas al dial8 con tunicamicina (1 pg/mL). Luego fueron
recolectadas y lavadas 2 veces con PBS 1X, para luego ser resuspendidas en
buffer de extraccion de proteinas E1A{(50 mM HEPES pH 7.0 (Sigma Aldrich), 250
mM NaCl (Winkler Lida.), 0.1% Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich), 5 mM EDTA
(Ambion®, Thermofisher Scientific), inhibidor de proteasas c¢cOmplete ULTRA
Tablets (Roche, Sigma-Aldrich), inhibidor de fosfatasas PhosSTOP (Roche, Sigma-

Aldrich)) y congelarlas a -80°C hasta su posterior uso.

3.3 Estimulacion para andlisis de produccion de IL-12
2x10° DCs fueron pretratadas al dia 7 con el inhibidor 4u8C (20 pM) o DMSO
como control de vehiculo por 2 horas para luego ser estimuladas con MEL (100
ug/mL) por 20 horas. Durante las tltimas 4 horas se agregé brefeldina A (3 pg/mL,
eBioscience) y posteriormente fueron colectadas y tefiidas para ser analizadas por

citometria de flujo.

- -

4 Cocultivos de linfocitos T CD8" con DCs derivadas de médula 6sea
2x10° DCs fueron pre-tratadas con el inhibidor 4u8C (20 uM) o DMSO como

control de wvehiculo por 16 horas. Posteriormente fueron co!ectafia's,‘ lavadas,
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contadas y plaqueadas a 2x10* DCs/pocillo en una placa de 96 pocillos de fondo
redondo (Falcon®, BD) en medio R10. Paralelamente, LT CD8* OT-] fueron
obtenidos como se indica en 2.3 y plaqueados con las DCs a 5x10 LT/pocillo en
R10. Adicionalmente se agregé a los pocillos correspondientes ovoalbtimina (10
pg/mL) y MEL (100 pg/mL) como adyuvante. Para los tratamientos con SIINFEKL,
las DCs fueron previamente incubadas el péptido SIINFEKL (100 pM) a 37°C por
25 minutos, para luego ser lavadas con R10 y ser plaqueadas 2x10* DCs/pocillo en
los pocillos correspondientes. Las células del cocultivo fueron colectadas a las 16

horas y analizadas por citometria de flujo.

6 Citometria de flujo
5.1 Tincion de superficie

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

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

Anticuerpo Fluordforo Clon Dilucién Marca
CD11c¢ APC N418 1/800 Biolegend
MHC-II(IA/IE) APC-Cy7 M5/114.15.2 1/1500 Biolegend
CD11b FITC M170 1/400 Biolegend
B220 PE-Cy7 | RA3-6B2 1/400 Biolegend
Sirp1a(CD172a) PerCP-Cy5.5 | Pa4 1/400 Biolegend
XCR1 PE .~ ZET 17400 Biolegend
CD380 PE 16-10A1 1/100 BD Pharmingen
CDs86 FITC | GL-1 1/200 BD Pharmingen
CD24 eFluor 450 | M1/69 1/400 eBioscience
PD-L1 PE ’ MIH5 1/400 eBioscience
CcD69 APC IM7 1/400 Biolegend
CD3e PE-Cy5 - 145-2C11 1/400 Biolegend
Chéa PE leuz 17100 | Miltenyi Biotec
CD16/32 (Fc Block) - ' 93 1/400 Biolegend

5.2 Determinacion de IL-12 mediante tincion intracelular

Luego de la tincion de superficie, las células fueron permeabilizadas y fijadas

por 20 minutos por 20 minutos en oscuridad con el kit para tincién de Foxp3/factor

de. transcripcion (Affymetrix, eBioscience). Posteriormente fueron lavadas con

buffer para tincién de citometria de flujo (Affymetrix, Bioscience) y tefiidas con un

anticuerpo contra IL-12 (p40/p70, PE,}; clon C15.6, BD Pharmingen) o control de

isofipo (Rat IgG1 k, PE, clon R3-34, BD Pharmingen) por 20 minutos a 4°C en
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oscuridad. Finalmente se resuspendieron en buffer para tincién de citometria de

flujo y se adquirieron en un citometro FACSverse.

6 Biologia Molecular
6.1 Extraccion de RNA

Las muestras almacenadas en fueron almacenadas a -20°C hasta su
utilizacion. Brevemente, para la extraccion de RNA se siguio el protocolo adjunto al
reactivo de aislacion TriPure, afiadiendo 5 pg de glicégeno (Ambion ®, Life
Technologies) por muestra como co-precipitante. El RNA extraido fue resuspendido
en 20 uL de agua libre de nucleasas (Ambion ®, Life Technologies) a 37°C y el

RNA se congelé a -80°C hasta su posterior utilizacion.,

6.2 Generacién de cDNA
Para la generacion de cDNA, se utilizé el kit de la transcriptasa reversa M-MLV
(Invitrogen®, Life Technologies), siguiendo el protocolo adjunto con el kit y
utilizando 10 pL de RNA total por muestra y utilizando hexameros al azar como
partidores a 150 ng/uL (invitrogen®, Life Technologies). Posteriormente a la

amplificacion, el cDNA fue diluido 1:2 con agua libre de nucleasas.

6.3 PCR y ensayo de digestion
Se utilizé la polimerasa GoTaq Flexi (Promega) para la amplificacién de XBP-1s
utilizando los partidores mXBP1.35-F (5-AAACAGAGTAGCAGCGCAGACTGC-3)
y mXBP1.3S-R (5-GGATCTCTAAAACTAGAGGCTTGGTG-3) y actina como

control de carga con los partidores B-ACTIN F (5'-CTAAGGCCAACCGTGAAAAG-
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3) y B-ACTIN R (§'-TTGCTGATCCACATCTGCTG-3’). 50 pL de amplicén fueron
posteriormente digeridos durante 1ihora a 37°C con 10 U de enzima Psil

(Promega) y separado por electroforesis en un gel de agarosa 1% (Lafken).

6.4 qRT-PCR
Se utilizé cDNA junto con SYBR-Green | (Invitrogen®, Life Technologies) y
polimerasa GoTaq Flexi para las reacciones de qRT-PCR, utilizando los partidores

indicados en la Tabla 2.

Tabla 2. Partidores utilizados en PCR cuantitativo en tiempo real

Nombre partidor Secuencia
XBP1s F 5_AAGAACACGCTTGGGAATGG-3
XBP-1s R 5-CTGCACCTGCTGCGGAGCS
BiPF 5-ATGAGGCTGTAGCCTATGGTG-3
BPR 5-GGGGACAAACATCAAGCAG-3
CHOP F 5-CCACCACACCTGAAAGCAG-3
CHOP R 5-TCCTGCAGATCCTCATACCAG 3
ERP44 F 5-GACACAGCCCCAGGAGAG-3
ERP44 R 5 TCATCTCGATCCCTCAATARAGTA
BLOCISTF 5-CACCCAGCCAGACTCGAC-3
BLOC1S1R 5-GCAGCGATAGCTTCTCTCCTC-3
L27F 5-GCCAAGCGATCCAAGATCAAS -
[27 R 5-GCTGGGTCCCTGAACACATC-S'

”

La lectura en tiempo real de la reac;:ién se realizé en un equipo MX3005P
(Stratagene, Agilent Techonologies) y la abundancia de cada mRNA fue

narmalizada contra L.27 mediante el métoda AACE.
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6.5 Western Blot

Las muestras fueron centrifugadas a 1.6x10* x g por 15 minutos a 4°C y se
transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo. La concentracién de protefnas se
determingé mediante el método de Bradford (Sigma Aldrich) en un lector de placas
Synergy HTX (Biotek). Las muestras fueron normalizadas en cuanto a su
concentracion de protelnas y se diluyeron 1:3 con buffer de muestra Laemmli 4X
(Bio-Rad) suplementado con 10% viv B-mercaptoetanol 14.2 M (Bio-Rad). Las
muestras se calentaron por 5§ minutos a 95°C y se separaron por electroforesis en
un gel de bis-acrilamida (4% Stacking, 8% Running; Bio-Rad) a 50 V por 15
minutos y [uego a 120 V por 60 minutos. Una vez finalizada la electroforesis, las
proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 pM (Bio-
Rad) a 100 V por una hora. Posteriormente, ia membrana fue bloqueada con una
solucion de TBS-Tween 1X con 5% piv de leche descremada en polvo (Svelty,
Nestlé). Luego de ser bloqueada, ia membrana se lavé con TBS-Tween Yy se
incubd en un shaker a 4°C over hight con anticuerpo primario a-XBP-1s (clon
Poly6195, Biolegend) 1/500, a-BiP (clon C50B12, Cell Signaling) 1/2000, o o-B
actina (clon 13ES5, Cell Signaling) 1/10000. A la mafiana siguiente, la membrana se
lavé con TBS-Tween y se incubd durante una hora con anticuerpo secundario
conjugado a HRP a-rabbit (1:3000) o a-mouse (1:5000) segtin correspondiera (Cell
Signaling). Luego- de la incubacién con anticuerpo secundario, se agregé a la
membrana sustrato de HRP n C (Westar, Cyanagen) y West Pico (SuperSignal™,
Thermo Scientific) en relacién 1:1 para XBP-1s, 1:3 para BiP y 0:1 para B-actina.
Inmediatamente se llevé la membrana a una sala oézzura y fue expuesta a un film

fotografico (GE Healthcare Life Sciences) para luego ser revelada (GBX, Kodak).
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7 Analisis de citometria y estadistica
Para datos de citometria, los datos fueron analizados usando el software

FlowlJo 7.6.1. (Treestar). Para andlisis de graficos y estadisticas se utilizé el
software Prism 6 (GraphPad) utilizando el la prueba t de student pareada o no
pareada como se indica en cada caso .En todos los casos, se fijé el nivel de

significancia minimo en P menor a 0,05.




RESULTADOS

Caracterizacién fenotipica de células dendriticas derivadas de medula ésea

cultivadas en presencia de la citoquina FLT3-L.

Para generar células dendriticas (DCs) murinas, se cultivaron células obtenidas
de medula ésea murina a partir de un protocolo especificado en la seccion Materiales y
Métodos, el cual consiste en el cultivo de precursores hematopoyéticos en presencia
de la citoquina FLT3-L por 7-8 dias, previamente descrito (Naik y col. 2005). La
racional detrds del uso de estos cultivos por sobre otros protocolos ampliamente
descritos tales como los que incluyen los factores GM-CSF 0 GM-CSF + IL-4, se debe
a que la citoquina FLT3-L permite la diferenciacién de DCs que son fenotipicas y
funcionalmente equivalentes a las encontradas en los tejides linfoides (Naik y col.
20095). Estos antecedentes son altamente relevantes para este proyecto dado que
evidencia previa indica que el eje IRE1a/XBP-1s opera preferencialmente en DCs del
tipo convencional (cDCs) (Osorio y col. 2014). En este contexto, en estos cultivos
primarios es posible generar células equivalentes a DCs convencionales del tipo CD8a*
o del tipo 1 (¢cDC1), DCs equivalentes a la poblacién CD8a o del tipo 2 (cDC2) y una
subpoblacién equivalente a la poblacién de DCs plasmocitoides (pDC) encontradas en
el bazo (Naik y col. 2005, Hey & O'Neil, 2012). En congruencia con estos
antecedentes, en nuestras manos este protocolo'genera una poblacion heterogénea de
DCs entre las cuales pueden identificarse las tres subpoblaciones previamente
descritas (Figura 2). Las células equivalentes a pDCs se caracterizan por la expresién
de la integrina CD1 1c, expresion reducida de MHC-II y niveles de expresion altos para
el marcador B220. Por ofra parte, las ¢cDCs pueden ser claramente identificadas como
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una poblacion celular que expresa altos niveles de CD11¢, MHC-Il y CD11b. Dentro de
esta subpoblacion, se identifican las cDC1 como la poblacién celular gue expresa altos
niveles de los marcadores de linaje CD24 y XCR1, mientras que la poblacion cDC2

puede ser identificada por los altos niveles de expresion del marcador de linaje Sirp1a.

DC tipo convencional

7

DC tipo pDC

DC tipo cDC2
DC tipo cDC1
DC tipo pDC

Maximo de eventos

JFigura 2. Analisis de subpoblaciones de DCs generadas con FLT3L. 1x10° DCs
fueron obtenidas a partir de precursores de medula ésea y fueron cultivadas por 7 dias
en RPMI + 10% SFB + P/S. Al final del cultivo, las células fueron despegadas con
PBS1x, marcadas con los siguientes anticuerpos y analizadas por citometria de flujo:
CD11b FITC, XCR1 PE, CD172a (Sirp1a) PerCP Cy5.5, B220 PE-Cy7, CD11c APC,
MHC-II APC-Cy7, CD24 PB y marcador Live/Dead AmCyan, en presencia de Fc Block.
Las subpoblaciones de DCs fueron identificadas de la siguiente manera: DC tipo pDC
(FSC, SSC, vivas, CD11c"®" MHC-II", CD11b"*, B220"" XCR1°%), DC tipo cDC1
(FSC, SSC, vivas, CD11c"s" MHC-II"e", CD11bhe", B220"* Sirp1a¥, CD24hih
XCR1"") y DC tipo ¢DC2 (FSC, SSC, vivas, CD11c"s" MHC-|{hiah CD11b"eh, B220'ow,
Sirp1a"eh CD24%%, XCR1'o%).
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DCs activadas con lisados celulares de melanoma activan eficientemente el eje

IRE1a/XBP-1s asociado a la respuesta a proteinas mal plegadas.

Si bien se ha descrito el rol de ia via IRE1a/XBP-1s en la modulacion de la
funcién de DCs en condiciones no inflamatorias (Osorio y col. 2014, lwakoshi y col.
2007, Bettigole & Glimcher 2014), su importancia en contextos de enfermedad no ha
sido completamente elucidada. M4s atin, se desconoce si las DCs pueden activar esta
via en respuesta a activacidn mediada por patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMPs) o patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs). Para simular
distintos contextos inmunolégicos, escogimos tres estimulos innatos representativos de
condiciones de alergia, infeccion bacterian? y tumor, con el objetivo de estimular DCs y
cuantificar la activacion de XBP-1s y geﬁes adicionales asociados a la respuesta a
proteinas mal plegadas, 8 horas post estiﬂmulacién. Estos estimulos corresponden al
extracto del acaro del polvo (HDM, houseidust mite), el cual es uno de los alérgenos
inhalados mas relevantes en el desarrollo de asma alérgico (Lambrecht & Hammad,
2012); lipopolisacarido (LPS), componente predominante de la pared celular de
bacterias Gram negativas; y un lisado celular obtenido a partir de tres lineas celulares
de melanoma humano: Mel 1, Mel 2 y Mel 3 Este uitimo estimulo (denominado “MEL")
fue preparadoe en ausencia o presencia de un pre-condicionamiento con shock térmico
a 42°C (denominado “MEL + HS"), ya que evidencia publicada por el Laboratorio de
Inmunologia Antitumoral de la Universidad de Chile indica que el pretratamiento con

calor induce Ia liberacién de sefiales de peligro por parte de las células de melanoma,

las que contribuyen a la maduracién éptima de las DCs (Aguilera y col. 2011).
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Para realizar este experimento, DCs fueron activadas con los estimulos
previamente descritos por 8 horas y se extrajo RNA para cuantificar la induccién de
XBP-1s en respuesta a los diferentes tratamientos. Como control positivo de la
activacion de la via IRE1a/XBP-1s, las DCs fueron fratadas con tunicamicina, un
inhibidor de la glicosilacién de proteinas que causa una acumulacién de glicoproteinas
mal plegadas, generando estrés de reticulo endoplasmico (RE) y activacion de las vias
convencionales de la respuesta a proteinas mal plegadas (Oslowski & Urano, 2011).
Para analizar la activacion de la respuesta a proteinas mal plegadas en DCs bajo estos
estimulos, se analizd RNA de XBP-1s en sus formas activa o spficed y no-spliced
mediante PCR convencional acoplado a una digestion con la enzima de restriccion
Pstl, lo cual permite visualizar las dos especies en un gel de agarosa (ver esquema
asociado a Figura 3A). Los resultados indican que el mRNA codificante para el factor
de transcripcion XBP-1s (Figura 3, gel superior, banda “S™), se induce potentemente en
respuesta a estimulacion con MEL y en un grade menor, con estimulacién con LPS o
HDM. Interesantemente, la activacion de XBP-1s en respuesta a MEL es independiente
del pre-condicionamiento con shock térmico (Figura 3, MEL + HS versus MEL) ya que
ambos estimulos inducen activacion del factor de transcripcién, lo que sugiere que la
activacion de XBP-1s mediada por 'estos lisados seria independiente del
condicionamiento con calor, el cual apunta a aumentar la concentracién de sefiales de

peligro presentes en la preparacion (Aguilera y col. 2011).
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Figura 3. Estimulos inmunolégicos inducen el splicing de XBP-1. 5x10° DCs
murinas generadas a partir de medula 6sea fueron estimuladas con MEL+HS o MEL
(100 pg/mL), LPS (100 ng/mL), HDM (50 pg/mL) o TM (1 ug/mL) como control positivo
durante 8 horas. A) Se realizé un ensayo de digestion del producto de PCR de mRNA
de XBP-1 no-spliced (U) y spliced (S) y fué visualizado mediante electroforesis en gel
de agarosa 1%. El mRNA codificante para B-actina (Actb) fue utitizado como control de
carga y se utilizo un marcador de peso molecular de 100 bp. Se muestra una imagen
representativa de 3 experimentos independientes. B) 100 Mg de MEL o MEL+HS fueron
utilizados para extraccion de RNA. Se realizé un PCR para B-actina (Actb) el cual fue
visualizado en un gel de agarosa 1%, utilizando el mRNA de una DC como control
positivo. C) Andlisis de PCR tiempo-real cuantitativo de genes blanco de la respuesta a
proteinas mal plegadas en RNA total. Los graficos de barras muestran la media +
S.E.M. de las veces de induccién del gen relativo a un gen housekeeping control (L27)
y normalizado frente a NT. Se muestran para los resultados de 3 experimentos
independientes, excepto para TM en CHOP, el cual es el resultado de 2 experimentos
independientes; * = p < 0,05, ** = p'< 0,01 (t de student no pareado). NT = no tratado
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Estos resultados indican que MEL induce eficientemente la activacion del factor
de transcripcién XBP-1s en cultivos de DCs. Para descartar la posibilidad de que el
aumento en la induccion de XBP-1s observada en respuesta ala estirr:ulacién con MEL
se deba a una contaminacién con mRNA proveniente de los mismos lisados celulares y
no de las DCs, decidimos aislar RNA directamente de las preparaciones de lisados y
realizar PCR para el gen reportero ubicuo actina (Figura 3B). Como se observa en la
Figura 3B, no es posible detectar mRNA presente en los lisados celulares de

melanoma lo que confirma que la induccién de XBP-1s en respuesta a activaciéon con

lisados de melanoma es originada en respuesta al estrés de RE generado en la DC.

Para extender estos resultados y obtener informacién cuantitativa de la
induccién de XBP-1s, se analizé el efecto de estos estimulos: inmunolégicos en Ia
induccién de XBP-1s y en componentes adicionales de la respuesta a proteinas mal
plegadas en DCs tales como BiP y CHOP mediante PCR tiempo-real cuantitativo.
Como se observa en la Figura 3C, encontramos que XBP-1s es inducido fuertemente
en respuesta a estimulacion con el control positivo tunicamicina. Sin embargo,
observamos también que, dentro de los estimulos inmunolégicos utilizados y en
concordancia con los datos de PCR convencional, los lisados de melanoma son los
compuestos que activan més potentemente la induccién del factor de transcripcion con
un aumento correspondiente a 4,551 + 2,002 (MEL+HS) y 6,975 * 1,422 (MEL) veces

de induccién comparado con DCs no tratadas, en contraste con HDM, el cual logré una

induccién de 2,327 £ 0,4192 veces en comparacion con DCs no tratadas, considerando”

media + SEM. Cuando se evalué el efecto de LPS, a pesar de ser un potente activador
de DCs, no logré inducir la expresién de XBP-1s de manera significativa. Aunque la

activacién con MEL y MEL + HS aumentan los niveles relativos de XBP-1s en DCs,
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sdlo la condicién con MEL logré significancia estadistica con respecto a la condicion no

tratada.

Por ofra parte, cuantificamos la expresién de miembros adicionales del UPR
tales como la chaperona BiP. En este contexto, observamos que tanto los lisados
celulares de melanoma como LPS indujeron el mRNA codificante para la chaperona de
manera significativa. En términos cuantitativos, los lisados de lineas celulares de
melanoma MEL+HS y MEL fueron capaces de inducir la expresion de BiP 5,365 +
1,324 y 5,580 £ 0,7536 veces, respectivamente, comparado con DCs no tratadas,
mientras que LPS indujo 6,483 + 1,841 veces, considerando media + SEM. Finalmente,
la induccién de mRNA codificante para CHOP, el cual pertenece a la via de respuesta
a proteinas mal plegadas mediada por PERK, también se induce significativamente en
respuesta a activacién con MEL (4,444 + 1,076 veces, considerando media + SEM). En
contraste con la induccion de XBP-1s, HDM no fue capaz de inducir la expresion de
BiP de manera significativa. En vista de estos resultados, podemos concluir que la
activacién de DCs murinas con lisados celulares de melanoma induce la activacién de
la respuesta a proteinas mal plegadas en DCs, a través de la activacion del factor de
transcripcién XBP-1s, la chaperona BiP ¥ la induccién de la transcripcién del gen
CHOP. Por ofra parte, la induccién de estas vias en respuesta a los lisados de
melanoma es superior a la inducida por los estimulos LPS y HDM va que por una
parte, si bien la activacion con LPS resulta en induccion de BiP y CHOP, este
compuesto no indujo altos niveles de XBP-1s. Por otra parte, activacion de DCs con
HDM tan solo indujo levemente XBP-1s de manera significativa y muy por debajo de

los niveles producidos por la activacion con lisados celulares de melanoma.

w
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Adicionalmente, para obtener datos a nivel de proteina analizamos la induccién
de las proteinas BiP y XBP-1s mediante Western Blot. Encontramos que, en
congruencia con los resultados de PCR y PCR tiempo real cuantitative, DCs
estimuladas con MEL inducen considerablemente los niveles de expresion del factor de
transcripcion XBP-1s (Figura 4A) y la chaperona BiP (Figura 4B), en contraste con LPS
y HDM, los cuales no fueron capaces de inducir la expresion de estos factores a nivel

de proteinas.

A __MEL 4

NT +HS -HS LPS HDM TM

XBP-1s

Actina mae

Bip

Actina

Figura 4. Lisados de lineas celulares de melanoma inducen XBP-1s y BiP a nivel
de proteina. 2x10° DCs murinas generadas a partir de medula Gsea fueron
estimuladas con MEL+HS o MEL (100 pg/mL), LPS (100 ng/mL), HDM (50 pg/mL)
durante 24 horas o TM (1 pg/mL) como control positivo durante 8 horas. Luego se
extrajo proteinas de los cultivos en presencia de inhibidores de proteasas y fueron
analizados mediante Western Blot para (A):XBP-1s y (B) BiP. Actina fue utilizado como
control de carga. Se muestra una imagen representativa para 3 experimentos
independientes. NT = no tratado
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Profundizando atin més la capacidad de estos estimulos de activar el eje
IRE1a/XBP-1s, se examind también si estos son capaces de inducir RIDD medianie Ia
degradacién del sustrato BlocTs1, un mRNA previamente descrito como un blanco
convencional de RIDD (Bright y col. 2015). Encontramos que dentro de los estimulos
analizados, los niveles de expresion de Bloc1s1 no varian significativamente en
respuesta a los distintos tratamientos (Figura 5). Esta evidencia indicaria que Ia
activacién de IRE1a en respuesta a activacion con lisados de melanoma no activa

RIDD.

Bloc1s1

ARNm Bloc1s1
{veces de induccién sobre NT)

Figura 6. Estimulos inmunoldgicos no activan RIDD. 5x10° DCs murinas generadas
a partir de medula dsea fueron estimuladas con MEL+HS o MEL (100 pg/mL), LPS
(100 ng/mL), HDM (50 ug/mL)) o TM (1 Hg/mL) como control positivo durante 8 horas.
Se muestra un andlisis de PCR tiempo-real cuantitativo de el gen blanco de RIDD
Bloc1s1 en RNA total. El gréafico de barras muestra la media + S.E.M. de las veces de
induccién del gen relativo a un gen hrousekeeping control (L27) y normalizado frente a
NT. Se muestran los resultados de 3 experimentos independientes. NT = no tratado.
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Por lo tanto, evidencia experimental obtenida por técnicas de PCR, PCR
tiempo-real cuantitativo y western blot 1demuestran que los lisados celulares de
melanoma contienen activadores de la respuesta a proteinas mal plegadas v,
preferencialmente del eje IRE1a/XBP-1s en DCs, lo cual hasta el momento no ha sido
descrito en la literatura. Debido a que la estimulacién de DCs con LPS y HDM causé
una baja expresién de mRNAs codificantes para componentes de la respuesta a
proteinas mal plegadas y no apreciamos una induccion a nivel de proteinas, en
comparacion con MEL y MEL+HS, decidimos trabajar solamente con estos lisados para

los experimentos posteriores.

El uso de un inhibidor del dominio endoribonucleasa de IRE1a bloquea el

splicing de XBP-1s y puede ser usado en cultivos de DCs.

Recientemente se ha descrito un inhibidor farmacolégico especifico para la
actividad endoribonucleasa (RNAsa) de IRE1a denominado 4u8C, el cual es un
aldehido que actia como un inhibidor no competitivo mediante la formacién de una
base de Schiff con una lisina en la posicién 907, ubicada en el sitic RNAsa de IRE1a
(Cross y col. 2012), sin embargo se desconoce si este inhibidor puede ser usado en
experimentos con DCs. Para analizar su efecto en estas células, se realizé una curva
de titulacién con diluciones seriadas a partir de una concentracion inicial de 4u8C de 50
KM, y se observé su capacidad de inhibir e splicing de XBP-1 en DCs activadas con
tunicamicina. Adicionalmente, se determiné.su efecto en la viahilidad celular a 24 horas
post tratamiento. Observamos que la viabilidad de DCs en respuesta a las diferentes
concentraciones del inhibidor 4p8C no varia significativamente dentro del rango

probado con respecto a DCs no tratadas (Figura 6A), lo que sugiere que este
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compuesto puede ser usado en experimentos con DCs murinas. Por otra parte,
detectamos una inhibicién casi total de la actividad RNAsa medido mediante la
disminucién de los niveles de XBP-1s en respuesta a activacion con tunicamicina, a
dosis superiores a 12.5 uM (Figura 6B). Por lo tanto, basados en los datos de viabilidad
y dosis optima de inhibicién de XBP-1s, escogimos como dosis efectiva una

concentracion de 20 uM.
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Figura 6. Determinacion de dosis 6ptima del inhibidor 4u8C. DCs murinas
generadas a partir de medula ésea fueron tratadas con distintas dosis del inhibidor de
la actividad RNAsa de IRE1a 4u8C para analizar su efecto en la viabilidad celular y su
capacidad de inhibir el splicing de XBP-1. A) 5x10° DCs fueron tratadas durante 24
horas con el inhibidor 4u8C para luego ser analizadas por citometria de flujo utilizando
el marcador de viabilidad celular Live Dead. El grafico de puntos muestra los resultados
de 2 experimentos independientes. B) 5x10° DCs fueron tratadas durante 8 horas con
el inhibidor 4u8C en diluciones seriadas a partir de 50 pM hasta 3.13 pM en ausencia o
presencia de tunicamicina (1 pg/mL). El grafico de barras muestra un resultado
representativo de 2 experimentos independientes e indica la media + S.E.M. de las
veces de induccién de XBP-1s relativo a un gen housekeeping control (L27) y
normalizados frente a NT. NT = no tratado
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La inhibicion de la actividad RNAsa de IRE1a no afecta la expresion de moléculas
de superficie en DCs activadas con lisados celulares de melanoma pero

disminuye la produccién de IL-12 en respuesta a este estimulo.

Debido a los resuitados anteriores y considerando que trabajos recientes en
modelos murinos knock-out para IRE1a y, XBP-1s han demostrado la importancia de
esta via en la funcién de DCs del tipo ¢DC1 (Osorio y col. 2014), se analizé como la
inhibicion farmacoldgica de la actividad RNAsa de IRE1q afecta la funcionalidad de las
DCs en respuesta a estimulacién con lisados celulares de melanoma. Para esto,
analizamos la dependencia de esta via en la induccién de moléculas de superficie de
DCs activadas con estos lisados en presencia de 20 UM del inhibidor de IRE1a. Para
esto, escogimos los marcadores CD80 y CD86, los cuales son moléculas de co-
estimulacién caracteristicas de DCs activadas Y que se ha reportado que se inducen
fuertemente en DCs humanas estimuladas con estos lisados junto con MHC-II
(Aguilera y col. 2011). Para obtener informacién acerca de la induccién de moléculas
inhibitorias, analizamos la expresién de la molécula PD-L1, el cual al interactuar con
linfocitos envia una sefial inhibitoria para su proliferacién (Chemnitz y col. 2004). Al
utilizar el inhibidor 4u8C observamos que no hay diferencias significativas en Ia
induccion de estas moléculas cuando las:DCs son activadas con lisados de lineas
celulares de melanoma (Figura 7), midiendo la intensidad media de fluorescencia (IMF)
de todos los marcadores anteriormente descritos. Por esta razén, podemos concluir
que la inhibicién del dominio RNAsa de IRE1a no afecta la expresion de moléculas de
superficie activatorias, inhibitorias 0 MHC-Ilien los tres subtipos de DCs generadas en

los cultivos generados en presencia de FLT3-L.
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Figura 7. Efecto del inhibidor 4u8C en moléculas de superficie en DCs. DCs
generadas a partir de medula 6sea fueron tratadas durante 2 horas con el inhibidor
4p8C (20 pM) o DMSO como control de vehiculo para luego ser estimuladas por 24
horas con lisados celulares de melanoma (MEL, 100 Hg/mL) o control de vehiculo y se
les analizé por citometria de flujo la expresién en superficie de las moléculas MHC-I,
CD80, CD86 y PD-L1 en los subtipos ¢cDC1, cDC2 y pDC. Se muestran histogramas
representativos de 2 experimentos independientes junto con los MFI correspondientes
para cada marcador analizado.
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Una caracteristica de las DCs activadas es su capacidad de producir
cantidades elevadas de citoquinas inflamatorias en respuesta a activacion con
compuestos microbianos, tumorales, alérgenos y toxinas entre otros (Dixon y col. 2001,
Jensen & Gad 2010, Mattei y col. 2001, Lavelle y col. 2003, Bellinghausen y col. 2003,
Zitvogel & Kroemer, 2014). En el contexto de inmunologia antitumoral, se ha reportado
que la subpoblacién de DCs que es capaz de estimular linfocitos T citoféxicos inira-
tumarales corresponde a ¢cDCfs, las cuales producen niveles altos de interleuquina 12
(IL-12) dentro del nicho tumoral (Broz y col. 2014). IL-12 induce la produccién de IFN-y
¥ TNF-a en linfocitos T CD8* y células) NK, IL-12 es ademas fundamental en la
diferenciacién de linfocitos CD4* hacia un fenotipo T helper 1 (Th1) (Zhu & Paul, 2010),
los cuales contribuyen a la diferenciacién Yy expansion dptima de linfocitos T citotéxicos
especificos contra antigenos tumorales (Palucka & Banchereau, 2012). Por otra parte,
la relevancia de la respuesta a proteinas mal plegadas en la respuesta inflamatoria se
ha revelado en reportes que indican que macrofagos activan la via IRE1a/XBP-1s del
UPR en respuesta a patdgenos, la cual es necesaria para la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias (Martinon y col. 2010). Por esta razén, resulta interesante analizar el
papel de esta via en la produccién de IL-12 en DCs estimuladas con lisados celulares
de melanoma. Para lograr este objetivo, DCs fueron estimuladas con 100 pg/mL de
lisados celulares de melanoma por 20 horas en presencia del inhibidor 4p8C o DMSO
como control de vehiculo y se cuantifico la iproduccién de IL-12 en las subpoblaciones
de DCs mediante un protocolo de tincién intracelular para IL-12, analizado por
citometrfa de flujo. Como se observa en la Figura 8, observa;nos que os lisados de
melanoma inducen la produccion de IL~12‘§;y que el tratamiento con el inhibidor 4p8C
resulta en una disminucién importante a aproximadamente la mitad en |a produccién de

IL-12 por células ¢cDC1, en comparacién al control de vehiculo (Figura 8). En contraste,
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las células del linaje ¢DC2 y pDC producen niveles reducidos de la citoquina y por lo

tanto no muestran diferencias signiﬁcat]vqs cuando se utiliza el inhibidor 4p8C (Figura

aB).
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Figura 8. El inhibidor 4u8C disminuye la produccién.de IL-12 en cDC1 (CD24%)
estimuladas con lisados de lineas celulares de melanoma. 2x10° DCs murinas
generadas a partir de medula ¢sea fueron tratadas durante 2 horas con el inhibidor
4p8C (50 pM) o DMSO como control de vehiculo y luego estimuladas durante 20 horas
con lisados de lineas celulares de melanoma, utilizando brefeldina A (3 pg/mL) las
dltimas 4 horas para la acumulacién intracelular de IL-12. Posteriormente fueron
analizadas por citometria de flujo para la produccion 1L-12 intracelular en cDC1, cDC2
y pDC siguiendo a estrategia de gating ilustrada en la figura 1. A) DotPlot de DCs
CD24* positivas para IL-12p40/p70 (nGmeros al interior de cada grafico). Se muestra
DotPlot representativo de 6 experimentos independientes. B) Graficos de puntos
pareados muestran la media + S.E.M. del porcentaje de DCs positivas para IL-
12p40/p70 en cDC1 (CD24", izquierda), cDE2 (Sirp1a*, medio) y pDC (B220*,
derecha). Se muestran los resultados de 6 experimentos independientes; p < 0,05 (t de
student pareado). .




40

En conclusidn, en esta seccion hemos demostrado que los lisados de lineas
celulares de melanoma son capaces de activar la via IRE10/XBP-1s en DCsyla
actividad de esta via es importante para la,produccién de IL-12, especialmente en

células del tipo cDC1.

La inhibicién de Ia actividad RNAsa de IRE1a en DCs disminuye la capacidad de

activar linfocitos T CD8g*,

Las DCs son las células presentadoras de antigeno profesionales por
excelencia debido a su alta capacidad fagocitica, procesamiento y presentacion
antigénica (Savina & Amigorena 2007, Trombetta & Mellman 2005). Dentro de los
subtipos de DCs, las ¢DC1 tienen una capacidad excepcional de procesar antigenos
exdgenos y presentarlos en MHC clase |,,a través de presentacién cruzada (Rock &
Shen, 2005). Para realizar esta funcién, las DCs realizan mecanismos que involucran
directamente al RE, como transporte mediado por TAP, fusién fagosoma-RE y tréfico
de MHC-I, entre otros (Guermonprez y col. 2003, Cebrian y col. 2011, Basha y col.
2012), lo cual sugiere que el mantenimiento de la homeostasis del RE es necesaria
para este proceso. Mas auin, estudios previos de esta unidad han demostrado que DCs
CD8a* (subtipo incluido dentro de las cDC1) XBP-1* son incapaces hacer presentacion
cruzada de OVA (Osorio y col. 2014). Con estos antecedentes, y en vista de que el
inhibidor 4p8C disminuye la produccion de IL-12, estudiamos el rol del eje IRE1a/XBP-
1s en la capacidad de presentacion cruzada en DCs activadas con estimulos
inmunofégicos. Para analizar la presentacion de antigeno a LT CD8*, se realizé un
ensayo clasico de co-cultivo entre DCs v linfocitos T CD8* de ratones OT-l (los cuales
poseen ‘un TCR transgénico que reconoce el péptido OVAzs7.2es (SIINFEKL)

proveniente de la protefna ovoalbiimina restringido a MHC-I). Estos ensayos fueron
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realizados en presencia de la proteina OVA o el péptido SIINFEKL, en presencia o
ausencia de lisados de melanoma y en presencia o ausencia del inhibidor 4p8C y
analizamos la activacion de LT a 16 horas m1ediante el marcador de activacién
temprana CD69. Se observé que la inhibician de la actividad RNAsa de IRE1a no tiene
un efecto significativo en la activacion temprana de linfocitos T CD8* OT-I en presencia
de la proteina OVA en ausencia de estimulo (Figura 9). Sin embargo, cuando los
lisados celulares de melanoma estan presentes en el cultivo como adyuvantes, existe
una tendencia evidente indicando que el inhibidor 418C disminuye la activacion de LT
(Figura 9A y 9B, abajo). Sin embargo, a pesar de mostrar una tendencia, las
diferencias entre OVA + MEL en presencia o ausencia 4u8C no alcanzan a demostrar
significancia estadistica (p=0,06), lo cual puede atribuirse por una parte a limitaciones
en el uso de inhibidores. Por otra parte, cuando se analiza el efecto del inhibidor 4u8C
en la capacidad de DCs de activar LT en respuesta a péptido SIINFEKL, no se
encontraron diferencias significativas, indicando que el efecto observado no se debe a

una disminucién de moléculas MHC-I (Figura 9B, arriba)
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Figura 9: El inhibidor 4p8C disminuye la adjuvanticidad de lisados de melanoma
en la capacidad de DCs de activar LT CD8*. 2x10* DCs murinas generadas a partir
de medula ésea fueron tratadas durante 20 horas con el inhibidor 4p8C (50 pM) o
DMSO como control de vehiculo y fueron cultivadas con 5x10* LT CD8* sorteados de
bazo de ratones OT-I en presencia del péptido SIINFEKL (100 pM) u OVA soluble (10
Mg/mL), en presencia o ausencia de MEL durante 16 horas. A) DotPlots representativos
de LT CD8* positivos para CD89 (ntiimeros al interior de cada grafico) cultivados con
DCs en presencia de OVA y en presencia o ausencia de MEL. Se muestra DotPlot
representativo de 6 experimentos independientes. B) Grafico de barras que muestra la
media + S.E.M. del ndmero de LT CD8' CD69* tras ser cultivados con DCs en
presencia o ausencia de SIINFEKL (arriba) u OVA soluble en presencia o ausencia de
MEL (abajo). Se muestran los resultados de 6 experimentos independientes; * = p <
0,05 (t de student no pareado)




DISCUSION

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

tales como céancer, infeccion bacteriana o alergias.

En este ftrabajo, estudiamos la , capacidad de tres distintos estimulos.
inmunolégicos de activar el eje IRE1a/XBP-1s de la respuesta a proteinas mal
plegadas en DCs: 1) Lipolisacarido. (LPS) de E.cofi, un activador clésico de TLR4; 2) un
extracto de acaro de polvo (HDM) derivado de Dermatophagoides pteronyssinus, el
cual es un potente alérgeno asociado al desar;ollo de asma alérgico y, 3} un lisado
celular de iineas celulares de melanoma producido en el Laboratorio de Inmunologia

-

Antitumoral de la Universidad de Chile, el cual ha sido exitosaménfé utilizado como
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recurso de antigeno y adyuvante en una inmunoterapia basada en DCs denominada

TAPCells, para pacientes con melanoma avanzado (Salazar-Oniray y col. 2013)

Interesantemente, nuestros resultados indican que los lisados celulares de
lineas de melanoma son los activadores mas eficientes de Ia via IRE1a/XBP-1s en
DCs, en comparacién con LPS y HDM. Al momento de empezar este proyecto, no
habia evidencia previa que indicara que compuestos tumorales activaran la respuesta
a proteinas mal plegadas en DCs. Sin embargo, en un trabajo recientemente
publicado, se demuestra que ascitas derivadas de cancer ovérico inducen la activacion
del eje IRE1a/XBP-1s en DCs (Cubiflos-Ruiz y col. 2015). En conjunto, estos y
nuestros resultados sugieren que ia respugsta a proteinas mal plegadas constituye un

mecanismo celular relevante asociado a la deteccién de células tumorales, lo que

puede fener un impacto en el desarrollo de potenciales inmunoterapias del ¢cancer.

Existen diversos mecanismos por los cuales los lisados derivados de células
tumorales podrian activar preferencialmente XBP-1s y la respuesta a proteinas mal
plegadas en comparacién con otres estimulos innatos tales como LPS o HDM en DCs.
Paor una parte, a diferencia de LPS y HDM que son estimulos de naturaleza soluble, los
lisados celulares estan constituidos por fragmentos y debris celular, los que deben ser
capturados por las DCs a través de fagocitosis, que corresponde al proceso por el que
particulas de mayor tamafio son internalizadas y procesadas dentro de una vesicula
denominada fagosoma (Hochreiter-Hufford & Ravichandran 2013). Ei proceso de
fagocitosis gatilla miultiples eventos intracelulares tales como reordenamiento del

citoesqueleto y activacién de proteinas kinasas, entre otros eventos de sefializacién
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intracelular. Por lo tanto, una posibilidad es que el eje IRE1a/XBP-1s se active

preferentemente en respuesta a fagocitosis de ligandos particulados.

Por otra parte, a diferencia de LPS y HDM los cuales contienen ligandos
especificos de PRRs tales como TLR4 para LPS, y TLR2 y Dectin-2 para HDM (Luy
col. 2008; Ryu y col. 2013; Barrett y col. 2009}, los lisados celulares de melanoma son
altamente complejos y contienen mtiltiples sefiales de peligro capaces de interactuar
simultaneamente con PRRs tales como TLR2, TLR3, TLR4, DNGR-1, MINCLE, TLR9,
AIM, DAl y NLRP3, entre otros (Zitvogel y col. 2010), generando un alto nivel de
activacion en DCs y favoreciendo la activacién del eje IRE1a/XBP-1s en estas células.
Sin embargo, es importante mencionar que en nuestros experimentos, detectamos que
los lisados de melanoma inducen la activacién de Ia respuesta a proteinas mal
Plegadas independiente del pre-tratamiento con shock térmico, el cual ha sido
previamente reportado que aumenta la actividad inmunogeénica de los lisados, lo que
se atribuye a la liberacion de las sefiales de peligro calreticulina y HMGB1 (Aguilera y
col. 2011). Una manera plausible de explicar este fenémeno, es que los activadores de
la respuesta a protelnas mal plegadas contenidos en los lisados de melanoma estarian

preformados, y por lo tanto, no serfan inducibles en respuesta a tratamiento con calor.

Como se menciond previamente en Ia introduccién, el dominio
endoribonucleasa de IRE1a posee dos funciones: regular el splicing alternativo del
mMRNA codificante para XBP-1, y por otra parte, procesar mRNAs asociados al RE en
el proceso conocido como RIDD. En este trabajo, si bien detectamos que [os lisados de
melanoma inducen XBP-1s, no detectamosiactivacién de RIDD, medido a través de Ia

cuantificacion del mRNA codificante para elsustrato Bloc1s1 (Hollien y col. 2009). Por
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lo tanto, nuestros resultados sugieren que XBP-1s y no RIDD regularia aspectos
funcionales de las DCs activadas con lisados de melanoma. Sin embargo, no es
inesperado que los lisados de celulares: melanoma induzcan solo un blanco de la
actividad endoribonucleasa de IRE1q, ya que se ha reportado que esta enzima posee
distintos mecanismos cataliticos para la activacién de XBP-1s y RIDD. En este
contexto, se ha propuesto que la oligomerizacion de IRE1a conduce al pracesamiento
de XBP-1s, mientras que monémeros de la enzima ejecutarian preferencialmente RIDD
(Tam y col. 2015). En este contexto es importante mencionar que RIDD es un proceso
extremadamente dificil de cuantificar en condiciones fisiolégicas o en contextos in vivo
en modelos wild-type y s6lo se ha revelado su funcién en células deficientes para XBP-
1, las cuales inducen RIDD de manera compensatoria (Osorio y col. 2014, Lee y col.

2008).

importantemente, en este trabajo de tesis también obtuvimos evidencia, a nivel
funcional, del papel de la via IRE1a/XBP-1s en la activacién de DCs con lisados de
celulas tumorales. En este contexto, cbservamos que la inhibicién farmacolégica de
IRE1a/XBP-1s disminuye la produccion de!|lL-12 en DCs activadas con estos lisados.
Esta citoquina posee funciones relevantes en el sistema inmune ya que es capaz de
inducir la produccion de IFN-y y TNF-a en linfocitos CD8* y celulas NK, ademas de ser
fundamental en la diferenciacién de linfocitos CD4* a T;1 (Zhu y Paul, 2010). Nuestros
resultados van en linea con lo publicado en.ia literatura, donde macréfagos deficientes
para XBP~1" tienen una produccién disminuida de citoquinas inflamatorias como IL-6 o
TNF-a en respuesta a activacién de TLRs (Martinon y col. 2010), reafirmando la teoria
que postula que XBP-1s bajo contextos inflamatorios posee una accion sinérgica con

NF-kB, aumentando la expresidén de citoquinas pro-inflamatorias. Debido a la
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naturaleza de este fenémeno, es relevante continuar estos estudios y sus perspectivas
en inmunologia tumoral e inmunoterapia. Experimentos en curso en nuestra unidad
estan enfocados en ampliar el espectro de citoquinas controladas por el eje
IRE1a/XBP-1s en DCs activadas con lisados de melanoma con el objetivo de entender
con mayor profundidad la contribucién de esta via de sefializacidn a la activacion de

DCs.

Ademas de producir altas cantidades de citoquinas inflamatorias, una de las
caracteristicas que definen a las DCs es su capacidad de inducir Ia diferenciacién de
linfocitos T. En particular, una caracteristica de las ¢DC1 es su alta capacidad de
realizar presentacién cruzada a LT CD8*. Nuestros experimentos indican que el
blogueo de IRETa en DCs activadas con lisados celulares de melanoma tiende a
disminuir la activacion temprana de linfocitos T CD&* especificos para el antigeno
modelo ovoalbtimina, lo que sugiere que esta via de sefalizacién puede ser un blance
terapéutico interesante para futuros disefios de inmunoterapia del cancer basada en
DCs. 8in embargo, no logramos obtener estadistica significativa (p=0,06, Figura 8B), lo
que puede explicarse por las limitaciones asaciadas al uso de inhibidores. De hecho,
seguln evidencia reportada, el inhibidor de|IRE1a 4u8C usado en este trabajo posee
una estabilidad relativa de 1,6h y el mecanismo de inhibicion es reversible al remover
el medio (Cross y col. 2012). Por lo tanto, es posible que no hayamos logrado el nivel
de inhibicion 6ptimo requerido para observar un efecto mayor en la presentacion )
cruzada de antigenos. Experimentos futuros de nuestra unidad contemplan validar los

resultados de este trabajo en modelos murinos knock-out para IRE1a.
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En linea con nuestros datos, se ha reportado recientemente que las DCs
asociadas a tumores primarios (tDC) de cancer de ovario murino tienen activado
constitutivamente el eje IRE1a/XBP-1s (Cubillos-Ruiz y col. 2015). Sin embargo y en
contraste con nuestros datos, en este modelo la activacion del eje IRE1a/XBP-1s
regula negativamente el desarrollo de la respuesta inmune antitumoral, ya que DCs
deficientes para XBP-1 controlan més eficientemente el crecimiento tumoral que DCs
de animales wild-fype (Cubillos-Ruiz y col. 2015). La racional que puede dar cuenta de
las diferencias entre este y nuestros resultados es que el trabajo reportado estudia en
profundidad las DCs del tipo ¢DC2, las cuales no muestran dependencia del eje
IRE1a/XBP-1s para su funcién y homeostasis (Osorio y col. 2014). En contraste,
nuestros estudios se enfocan en el estudio de DCs del tipo ¢DC1, las cuales son
altamente susceptibles a los niveles de activacién de IRE1q intracelular (Osario y col.
2014). Por lo tanto, estos y nuestros resultados sugieren que es importante estudiar
detalladamente el papel de IRE1a en cada linaje de DCs ya que dependiendo del tipo
celular, la activacién de la respuesta a proteinas mal plegadas puede tener efectos

opuestos en la modulacion de la respuesta inmune adaptativa.

En resumen en este trabajo hemos descubierto que dentro de un panel de
estimulos inmunolégicos, los lisados celulares de melanoma son potentes activadores
de la via IRE1a/XBP-1s en DCs, y que la sefializacién de esta via es necesaria para la
correcta ejecucion de funciones importantes en cDC1s, tales como la produccién de [L-

12 y la activacién de LT CD8* mediante presentacién cruzada por DCs.
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Dentro de las perspectivas de este trabajo de tesis estd el identificar la
naturaleza del componente activador de XBP-1s presente en células tumorales,
analizar su dependencia a la sefializacion de algtin PRR en particular involucrado en el
reconocimiento de células muertas y dentro de los proximos objetivos in vivo,
planeamos inhibir este eje de sefializacién en un contexto de vacunas basadas en DCs

para el tratamiento terapéutico y profilactico de melanoma murino.




CONCLUSIONES

A partir del estudio realizado en este trabzjo de tesis, observamos que los
lisados de lineas celulares de melanoma acttian como activadores de la respuesta a
proteinas mal plegadas en DCs. Adicionalmente, cuando las DCs son tratadas con un
inhibidor especffico para la actividlad RNAsa de IRE1a, e linaje cDC1 disminuye la
produccidon de IL-12 tras ser estimuladas con los lisados de lineas celulares de
melanoma. Ademas, se observé que no ‘hay una disminucién de moléculas de las
moleéculas de superficie MHC-1I, CD80, CD86 y PD-L1 cuando las DCs son tratadas
con el inhibidor descrito. Finalmente, DCs tratadas con el inhibidor especifico tienden a
disminuir su capacidad de hacer presentacién cruzada de un antigeno modelo y activar
linfocitos antigeno-especificos. Estos resultados permiten afirmar la hipétesis
propuesta ya que logramos identificar un potente activador de la respuesta a proteinas
mal plegadas y el eje IRE1a/XBP-1s en DCs, y observar que la sefializacién de esta

via tiene importancia funcional en estas células.
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