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ABSTRACT

Dendritic cells (DCs) have emerged as attractive candidates in the cancer
immunotherapy field due to their high plasticity and the capacity to regulate adaptive

immunity.

As a major organelle responsible of protein synthesis, the endoplasmic reticulum (ER)
represents a central hub of the immune response onset, as it contributes to key
immunological processes including the regulation of the antigen presentation routes,
the differentiation of secretory immune cells, and the control of inflammation, by means
of cytokine production. Remarkably, tumor cells grow at expenses of the host and
imposes a high degree of cellular stress. A relevant cellular stress in cancer relates to the
accumulation of unfolded proteins in the ER lumen of tumor-infiltrating immune cells,
causing ER stress and activating an intracellular signaling cascade known as the
Unfolding Protein Response (UPR). The UPR is a three-pronged signal transduction
pathway responsible to maintain protein homeostasis in the ER, and it has shown to
control crucial processes in the biology of DCs including ER architecture, expression of
integrins and antigen presentation. Therefore, manipulation of UPR could be a rising
strategy to modulate DCs function during the activation of the antitumoral immune

response.



In this thesis work, we studied how the tumor niche activates the UPR branch
controlled by the sensor IREla and its transcription factor XBP-1s, in DCs infiltrating
tumors and tumor draining lymph nodes (TdLNs), in a murine model of melanoma
induced by inoculation of B16-OVA cells. For this purpose, we used two approaches:
First we identified cDC1 and cDC2 cell subtypes with an active IRE1a RNAse activity at
the tumor and TdLNs of mice, by an strategy of multiparametric 14-colors flow
cytometry and the use of a transgenic mice line, ERAI (ER stress Activated Indicator(!).
ERAI mice carry the mRNA sequence of XBP-1s, which is spliced by IRE1a, fused to Venus
FP, allowing the quantification of the activation of IREla in vivo. Second, we quantified
the expression of XBP-1s and RIDD target genes in sorted intratumoral DCs, which
allowed the quantification of the activation of the IRE1a-XBP-1s and the IRE1a-RIDD

axis.

Our results indicate that high levels of IRE1a RNase activity is selectively induced in the
intratumoral cDC1s lineage of DCs. The outcome of this activation was evidenced by
enhanced ERAI signal, high amounts of XBP-1s mRNA and decreased expression of RIDD
targets, which was selectively noticed in the tumor site compared to the draining lymph
node. These data indicate that the tumor site elicit strong activation of IREla RNase
activity in cDC1, which is the most immunogenic antigen presenting cell type infiltrating
Tumors. Current work is focused on unveiling which branch of IRE1 RNase regulates the

acquisition of an immunogenic profile in tumor cDC1.



RESUMEN

Las células dendriticas (DCs) han surgido como atractivas candidatas en inmunoterapia
del cancer, debido su alta plasticidad y a su capacidad de regular la inmunidad

adaptativa.

Siendo el principal organelo responsable de la sintesis de proteinas, el reticulo
endoplasmatico (RE) es un foco central en el inicio de la respuesta inmune, ya que
contribuye a procesos inmunolégicos claves que incluyen la regulacion de rutas de
presentacion de antigenos, la diferenciacién de células inmunes de naturaleza secretora,
y el control de la inflamacién mediante la produccion de citoquinas. Notablemente, el
crecimiento de diversos tipos de tumores expone sefiales capaces de inducir la
acumulacion de proteinas mal plegadas en el lumen del RE de células inmunes, lo que
origina estrés de RE, activando una cascada de sefializacion intracelular conocida como
respuesta a proteinas mal plegadas o UPR por su sigla en inglés “Unfolded Protein
Response”. La UPR es una via transduccion de sefiales de tres ejes responsable de
mantener la homeostasis proteica en el RE, ya que ha demostrado controlar procesos
cruciales en la biologia de las DCs tales como la arquitectura del RE, expresién de
integrinas y presentacion antigénica. Por esta razén, la manipulacion de la UPR podria
ser una estrategia prometedora para modular la funcion de DCs durante la activaciéon de

la respuesta inmune anti-tumoral.



En este trabajo, se estudid como el nicho del tumor activa el eje de la UPR
controlado por el sensor IRE1a y su factor de transcripcion XBP-1s, en DCs infiltrantes de
tumor y linfonodo drenante de tumor (TdLN) en un modelo murino de melanoma
inducido via inoculacién de células B16-OVA de melanoma. Para ello, el trabajo se
centré en dos enfoques: Primero se identificaron los subtipos cDC1 y cDC2 que
presentaron una activacién de la actividad RNasa de IRE1a en el tumor y TdLN mediante
citometria de flujo multiparamétrica de 14 colores empleando los ratones transgénicos,
ERAI (ER stress Activated Indicator(!). Los ratones ERAI contienen la secuencia de XBP-
1s, la cual es cortada por IRE1aq, fusionada a Venus FP, permitiendo la cuantificacion de
la activacion de la enzima in vivo. Segundo, se cuantifico la expresidn de genes blanco de
XBP-1s y de RIDD en DCs sorteadas de tumor y TdLN, lo cual permitio la cuantificacion

de la activacion de los ejes IRE1a-XBP-1s y IRE1a-RIDD.

Nuestros resultados indican altos niveles de actividad RNasa de IRE1la selectivamente
en el linaje cDC1ls de DCs intratumorales. La consecuencia de esta activacién fue
evidenciada en una sefial ERAl aumentada, cantidades elevadas de ARNm de XBP-1s y
disminuida expresion de mRNAs blanco de RIDD, lo cual fue observado de manera
selectiva en tumor en comparacion a linfonodo drenante. Estos datos indican que el
nicho tumoral induce una fuerte activacion de la actividad RNasa de IRE1la en cDC1, la
cual corresponde a la célula presentadora de antigenos mas eficiente de las infiltrantes

de tumores. Nuestro trabajo actual esta focalizado en identificar cual rama de la



actividad RNasa de IRE1 regula la adquisicion de un perfil inmunogénico en las cDC1 de

tumor cDC1.



INTRODUCCION

Las células dendriticas (DCs) son reguladoras claves de la respuesta inmune. Se ubican
en tejidos y érganos linfoides, en donde detectan, capturan y procesan Antigenos (Ags),
los que son presentados en moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) a linfocitos T 2% a través de lo cual son capaces de inducir una respuesta
inflamatoria o tolerogénica, segun las sefiales del medio que detectan del medio [ 471,
Debido a su relevancia en inmunoterapia, los mecanismos intracelulares responsables
de regular la funcién de DCs son hoy blanco de extensa investigacién. Frente a amenazas
de diversa naturaleza, las DCs son capaces de activarse y adquirir un fenotipo efector, lo
cual es regulado por procesos metabdlicos y celulares necesarios para mantener la

biosintesis y la demanda energética acorde a una correcta funcion celular! 7.,

Subtipos de DCs y su identificacion: Las DCs son una poblacién heterogénea de
leucocitos que expresan diversos marcadores de superficie dependiendo de su
ontogenia, ubicacién en diversos tejidos y funcién 9. En general, las DCs expresan
constitutivamente los marcadores hematopoyéticos CD45, MHC-Il, y CD11c; y a su vez
carecen de marcadores de linaje de células T, Natural Killer, células B, granulocitos y
eritrocitos. Se han identificado diferentes subtipos de DCs: 1) DCs plasmocitoides (pDCs)
gue producen enormes cantidades de interferdon alfa (INF-a) tras la exposicion a un
estimulo viral; 2) DCs derivadas de monocitos (moDCs) las cuales solo emergen en

inflamacion, y; 3) DCs convencionales (cDCs) (Figura 1), las que se pueden subdividir en



dos subtipos denominados cDC1 y cDC2, que difieren en ontogenia, fenotipo y funcion®
37,812,579 | a5 pDCs y las cDCs provienen de un precursor en comun en la médula dsea
(CDP, common DC progenitor) y su desarrollo depende de la citoquina FIt3L>7 10, 111,
Ademds de su clasificacion, existen DCs asociadas a tejidos que migran hacia los
linfonodos, caracterizadas por la expresiéon de marcadores de superficie especificos, y

que difieren de las DCs residentes de linfonodo (Figura 1) 11131,

Respecto de las cDCs, las cDC1 expresan el receptor de quimioquina XCR1, y dependen
de los factores de transcripcion (TF) Batf3, IRF8 y Id2 para su desarrollo (Figura 1, Tabla
1) [25 79, 14181 Dependiendo del lugar de residencia, las cDCls residentes de érganos
linfaticos expresan el marcador CD8a, y las cDC1 migratorias o presentes en tejidos
periféricos expresan La integrina CD103 (aE) [ 13, Por su parte, las cDC2s expresan los
marcadores Sirpa y CD11b, y requieren los TF Notch2, RelB, Zeb2, kif4 y IRF4 para su

desarrollo (Figura 1, Tabla 1) [ 17-20]

En cuanto a funcion, las cDC1s se especializan en activar linfocitos T CD8* citotdxicos
(CTLs), debido a que realizan eficientemente la presentacion cruzada de antigenos,
mecanismo por el cual Ags exdgenos acceden a la via de presentacion en MHC-| [> 21,
Ademas, las cDC1 fagocitan células muertas de forma muy competente y son también
fuente esencial de IL-12 in vivo, permitiendo la diferenciacion de células T CD8* y Th1 2
3.5 lo que las convierte en reguladores clave de la inmunidad anti-tumoral y anti-viral, y

un foco central de las vacunas basadas en DCs!19 22 23],
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Figura 1y Tabla 1. Fenotipo, origen y ubicacién de los subtipos de DCs de ratén de tejido
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cDC2 de tumor, bazo, vy linfonodo (migratorias y residentes), segin los marcadores vy
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Por otro lado, se ha reportado que la respuesta de linfocitos T CD4* Th2 y Th17 frente a
hongos, alérgenos y otros ocurre preferentemente gatillada por cDC2 23 18 Es por
estas diferencias, que la contribucion de los subtipos cDC1 y cDC2 en condiciones de

salud y enfermedad requiere ser estudiada con profundidad.

La respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) y su regulacion de la funcién de DCs: La UPR
es un regulador relevante de la funcién de DCs 24, EI RE es el organelo encargado de la
sintesis, plegamiento y maduracién de proteinas de secrecion o de membrana,
exportando proteinas plegadas correctamente a la via secretora, y eliminando a aquellas
mal plegadas mediante la via de degradacion asociada a RE (ERAD) o por autofagia [2°1.En
las DCs, el RE contribuye a procesos relacionados con la presentacién de Ags, como la
regulacidn del trafico antigénico y la carga de Ags en moléculas MHC-I 2% 261 Varios
estimulos inflamatorios que activan a las DCs, tales como hipoxia, estrés celular, y
exceso crénico de factores metabdlicos, desencadenan estrés de RE 24 debido a un
desbalance entre la sintesis y la carga proteica, causando acumulacion de proteinas mal
plegadas en el lumen del RE. Este estrés de RE gatilla la UPR, que es controlada por tres
sensores presentes en la membrana del RE: IREla, PERK y ATF6a [2> 27 28] L3 via mas
conservada es la mediada por la proteina IREla (proteina de transmembrana, con un
dominio quinasa y RNasa en su cara citosélica), que se mantiene inactiva en su forma de
mondmero gracias a la union de la chaperona BiP (Binding immunoglobulin protein).
Durante estrés de RE, BiP es reclutada por proteinas mal plegadas, e IREla se activa,

induciendo cambios conformacionales que conllevan a su dimerizacién y trans-



autofosforilacion 12 272931 Tras su activacion, IRE1la corta el intrédn de 26 nucledtidos
del ARNm del TF XBP-1 por un proceso de splicing alternativo convirtiéndolo desde XBP-
1u (unspliced) en un factor de transcripcion potente denominado XBP-1s (spliced), el
cual regula genes de la UPR relacionados con lipogénesis, plegamiento proteico, ERAD,
integridad de RE y sobrevida celular, los cuales incrementan la biogénesis de los
componentes estructurales y chaperonas residentes del RE, aumentando asi su tamafio
y funcién (Figura suplementaria 1) 2> 27 2931 Sj no se logra restaurar la homeostasis
proteica, se origina un estrés de RE cronico, el que activa una via alterna de sefializacion:
la UPR terminal, mediada por PERK e IREla, que bajo estas condiciones activan genes
pro-apoptoticos y/o inhiben genes anti-apoptdticos como BCL-2, promoviendo muerte
celular 25 28 301 Dyrante este proceso, la hiperactivacion de IREla desencadena la
formacién de oligdmeros de alto orden que refuerzan la actividad RNasa de IREla. Esto
favorece el procesamiento de otros sustratos ademas de XBP-1, en un proceso llamado
“decaimiento regulado de ARNms dependiente de IRE1a” (RIDD por su sigla en inglés
“requlated IREla dependent decay”), contribuyendo asi a disminuir la tasa de sintesis
proteica y con esto, a aliviar el estrés de RE [2> 2930, 321 Dentro de los genes blanco de
RIDD se encuentran Bloclsl, componente del complejo BLOC-1; Ergic3, proteina
asociada a el trafico de vesiculas del RE al Golgi; y Tapbp, proteina de unién TAP

involucrada en la presentacion de Ag via MHC-133-33],

Mientras que el splicing del ARNm de XBP-1 suele ser citoprotector durante estrés de

RE, RIDD corta ARNms en un sitio consenso “XBP-1-like” con una actividad divergente
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gue puede preservar la homeostasis del RE para mediar sobrevida o promover muerte
celular®? 381 Actualmente, se ha propuesto un nuevo mecanismo que podria regular la
transicion desde una UPR adaptativa a una citotoxica. Este mecanismo considera la
participacion de XBP-1, bajo condiciones de estrés de RE, en la activacion del factor de
transcripcion KLF9 (kruppel-like factor 9) mediante uno de los sitios de unidn putativos
de XBP-1s, (UPRe, elemento concenso de la UPR (TGACGTG(G/A))B7). La sobre-expresion
de KLF9 demostré requerir de mayores cantidades de XBP-1s en comparacién a otros de
sus genes blancos, y resultd en la exacerbaciéon de estrés de RE por el aumento de la
expresion de los canales de calcio TMEM38B vy ITPR1, favoreciendo la liberacion de

calcio y la muerte celular 38,

Los genes blanco de XBP-1s varian segun tejido y estimulo, ya que puede interaccionar
con otros TFs formando de heterodimeros. Algunos de los principales genes blanco de
XBP-1s son Edem1, manosidasa esencial para ERAD; Erp44, proteina del control calidad
de RE; asi como también Rpn1, Rpn2, erdj4, eroll, p58Ipk y Dnajcl0; entre otros [26: 271,
Cabe destacar que, bajo condiciones de estrés de RE prolongado, XBP-1u unspliced
puede regular negativamente XBP-1s, debido a que al acumularse, dimeriza con XBP-1sy

promueve su degradacion mediada por proteosoma 7],

En el sistema inmune, el eje IRE1a ha surgido como un regulador crucial de la fisiologia
celular en células secretoras como células plasmaticas 3%, eosinéfilos 491y DCs (27, 41, 421,
Estudios en modelos de ratones transgénicos (Tg) con delecién de XBP-1 muestran que

este eje controla la produccidon de citoquinas pro-inflamatorias en macréfagos 3, la
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diferenciacion de DCs 291 y el desarrollo de células plasmaticas *%); destacando su rol en
la induccién de respuestas inmunes. En las DCs, existe una activacion preferencial y
constitutiva de IREla en diversos tejidos. Estas células, son altamente sensibles a
variaciones en los niveles de IRE1a y Xbp1ls, lo que las hace candidatas interesantes para
estudiar la relacién entre UPR e inmunidad 2% 44, por ejemplo mediante el andlisis del
grado de activacion de este eje en contextos tumorales o de inflamacion. Esta activacion
difiere entre subtipos, ya que las cDC1s activan el eje IRE1la de manera constitutiva, a
diferencia de las ¢cDC2s que lo activan en menor grado. En las cDC1, IREla regula
aspectos claves como la arquitectura del RE; desarrollo celular, expresién del marcador
arquetipico CD11c; sobrevida de cDC1s en la mucosa y presentacién de Ags a células T
CD8* 126,44, 451 ‘Mediante la actividad transcripcional de XBP-1, IRE1a regula la expresion
de genes involucrados en la homeostasis del RE; mientras que RIDD degrada ARNms
implicados en presentacion cruzadal?* 2644 En resumen, se conocen varios mecanismos
por los que la UPR se relaciona con las DCs en condiciones sanas, pero poco se sabe
sobre estos mecanismos bajo desafio tumoral; conocimiento muy relevante para la

inmunoterapia del cancer.

Rol de DCs en cancer: La inmunoterapia contra el cdncer explota mecanismos inmunes
con el objetivo de prevenir el crecimiento tumoral. La eliminacion de células tumorales
depende en gran parte de la generacién de CTLs, capaces de reconocer especificamente
estas células a través de la interaccion TCR-MHC-I, e inducir su muerte 22, Asj, la

abundancia de CTLs en el sitio tumoral se asocia a un prondstico positivo en muchos
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tipos de céncer [*® 471 En esta linea, el sistema inmune sélo es capaz de inducir CTLs a
través de la presentacion de Ags tumorales por parte de una DC competente, activada,
capaz de sensar, procesar el antigeno tumoral y migrar hacia el linfonodo drenante del
tumor, donde lo presentard a linfocitos T virgenes, induciendo su diferenciacién hacia
perfiles T efectores. Por este motivo, las DCs juegan un rol clave en la respuesta anti-
tumoral, y el tipo de respuesta inmune gatillada por estas células, dependerd del estadio

del tumor, tipo de cancer, y del subtipo de DC estudiado 18!,

Las principales evidencias sobre el rol esencial de las cDC1 en la generacion de CTL anti-
tumorales y en regresién tumoral * 4% provienen de estudios en melanoma % 31, |3
alta eficiencia con que las cDC1s realizan presentacién cruzada al migrar al TdLN,
permite la presentacion eficaz de Ags derivados de células tumorales muertas para el
“priming” de CTLs %51, Se sabe también que, dentro del nicho tumoral, las cDC1 son
potentes estimuladores de la proliferacion de linfocitos T CD8* citotéxicos, y que los
tumores regresivos tienen mayor proporcién de cDC1s 4. De hecho, se ha reportado
gue en ratones la expansion de cDCls dentro del nicho tumoral de melanoma
administrando FIt3L, conduce a la eliminacidn eficiente del tumor 2. Adicionalmente,
el crecimiento de tumores singénicos de fibrosarcoma se ve favorecido en ratones
deficientes de Batf3 que no son capaces de generar cDC1s!™!. Asi, la presencia de cDC1s
se asocia a sefales positivas de sobrevida en varios tipos de cdncer, que, ademas,

correlacionan con la sobre-expresion de genes caracteristicos de este linajel® %, De
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esta manera las cDC1s son predictoras de buen prognosis en cancer humano, y de una

respuesta positiva a la inmunoterapia anti-PD-1 en pacientes de melanomal*?.

Por otra parte, la contribucién de las cDC2 en sobrevida tumoral ha sido menos
explorada. Estudios en modelos murinos de cancer ovarico, un modelo que recluta
preferencialmente DCs del tipo cDC2, indican que la presencia de este tipo celular inhibe
la actividad anti-tumoral de linfocitos T 2 33, M&s aun, la eliminacién de cDC2 en
tumores ovdricos previene su progresion P21, Adicionalmente, las cDC2 han demostrado
ser ineficaces en presentar antigenos tumorales a linfocitos T CD8+ en modelos de

melanoma murino9,

Los tumores evaden el control inmune mediante la generacién de microambientes
hostiles que perturban el metabolismo de los linfocitos T y su funcién efectora. Uno de
estos mecanismos de evasion es a través de la modulacidon de la maduracién y actividad
de las DCs, induciendo fenotipos tolerogénicos o inmunosupresores como PDL-1 vy
afectando la normal expresién de marcadores de superficie como CD80 y CD86 % 531,
Por ejemplo, al inducirse la expresion de ciertas moléculas inmuno-reguladoras como
PD-L1 en las DCs, se pueden silenciar activamente linfocitos T efectores!?. Lo descrito
anteriormente demuestra que el linaje cDC1 presenta caracteristicas Unicas al mantener
sus propiedades inmunogénicas dentro del nicho tumoral, convirtiéndolas en candidatas
para intervenciones inmunoterapéuticas en cancer. Las células cDC2, en cambio,
sucumben a los efectos tolerogénicos del tumor 195253 En resumen, los linajes cDC1y

cDC2 tienen roles opuestos en la generacién de la respuesta inmune antitumoral, la que
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es dependiente del tipo de cancer, lo que hace necesario un estudio en profundidad de

la funcion de los diversos subtipos de DCs en la generacion de estas respuestas.

Cancer y UPR: Los mediadores del estrés de RE ejercen diversas funciones en inmunidad,
y una desregulacion de la UPR puede derivar en patologia. Estas funciones incluyen la
defensa anti-microbiana, la produccién de citoquinas pro-inflamatorias, y la

presentacion de Ags a células T, entre otras 8],

En contextos tumorales, se ha sugerido que el crecimiento del tumor se ve favorecido
por la propagacién de estrés de RE desde células tumorales a leucocitos circundantes,
mediante la secrecion de un factor resistente al calor, que es decodificado mediante el
receptor de reconocimiento de patrones TLR4P7l. Este concepto de estrés de RE
‘transmisible’ también se ha observado en DCs cultivadas en presencia de medio
condicionado derivado de células tumorales sometidas a estrés de RE, con una
consecuente respuesta inmunosupresora y el fomento del crecimiento del tumor in

vivol®8l,

La magnitud del estrés de RE define el desarrollo de una respuesta inmunogénica o
inmunosupresoral®. Con el fin de ajustar su capacidad de plegamiento proteico vy
asegurar su sobrevida en las hostiles condiciones del microambiente tumoral, las células
tumorales explotan la via IRE1a-XBP1 de la UPRP®®U. En este contexto, la activacion
constante de IRE1a-XBP1 en células tumorales promueve el crecimiento del tumor vy

metdstasis en vivo en diversos tipos de cdnceres agresivos (00621 Ademds, se ha visto
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gue terapias anti-tumorales como la quimioterapia también modulan la UPR, aunque las

implicaciones clinicas de esto recién comienzan a ser estudiadas®®.

Por otra parte, dada su importancia, el rol de la UPR en DCs intratumorales esta
comenzando a ser estudiado. En el modelo de céncer ovarico se ha reportado que DCs
asociadas a tumor presentan alta activacion de la UPR, en particular de la via mediada
por IRE1a/XBP-1, por un mecanismo dependiente de la acumulacién de lipidos
peroxidados 3. Importantemente, en este modelo de cdncer ovdrico, la activacion de
IRE1a/XBP-1 en DCs tumorales (que corresponden principalmente al tipo cDC2s) tiene
un efecto supresor de la respuesta inmune, ya que el silenciamiento del TF XBP-1 en
estas células restablece la funcidon inmunogénica de cDC2s y aumenta la respuesta
linfocitaria, traduciéndose en un aumento en la sobrevida 3. En este mismo modelo de
cancer ovarico, el tratamiento de ratones WT con nanoparticulas silenciadoras de IRE1a
o de XBP-1 reflejé en ambos casos en un mayor porcentaje de sobrevida con respecto al
grupo control. No obstante, el porcentaje de sobrevida entre ambos tratamientos fue
similar, con lo cual se sugiere que IRE1a a través de XBP-1s, mas que a través de RIDD, es
responsable del efecto inmunosupresor de la respuesta antitumoral 3. Por lo tanto, en
este modelo de cdncer, que corresponde a un modelo que excluye cDC1 al reclutar
preferencialmente ¢DC2, la activacion del eje IRE1a/XBP-1 posee un papel
inmunosupresor que lo convierte en un blanco interesante de inmunoterapias para este
tipo de neoplasias. Esto sugiere que el eje IRE1la/XBP-1 podria tener un papel

inmunoregulador igual de relevante otros subtipos de DCs como las cDC1s asociadas a
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tumor, en las cuales se desconoce la funcion de la UPR y que presentan caracteristicas
funcionales opuestas a cDC2s y que ademds presentan activacion constitutiva de

IRE1al?®],

Por lo tanto, si bien estos son resultados a tomar en cuenta, se debe destacar que los
mecanismos moleculares involucrados en cada tipo celular podrian variar en cuanto a
las funciones biolégicas mediadas por la sefializacién por IRE1a/XBP-1. Recientemente,
se ha reportado que ratones con tumores de cancer ovarico con delecion selectiva de
XBP-1 en linfocitos T CD4+ y CD8+, demostraron una inmunidad antitumoral superior, un
retraso en la progresion tumoral, y un incremento general en sobrevida!®3. Resultados
similares se obtuvieron en ratones con tumores de cancer ovarico con delecion selectiva
de IREla en linfocitos T, indicando que la responsable del retraso en la progresion
tumoral es la activacion canénica de IRE1a-XBP-1 en estas células, y no una sefializacion
IREla quinasa independiente de XBP-1, o RIDD®3. En este mismo estudio se concluyd
gue esta activacion de IRE1a-XBP-1s en linfocitos T modula la degradacion de
transportadores de glutamina durante el estrés de RE mediante la activacién de ERAD,
suprimiendo asi la actividad mitocondrial y la produccion de INFy, probablemente con el
fin de afectar el metabolismo y funcién antitumoral de los linfocitos T al limitar la
entrada de glutamina requerida para la mantencién de una respiracion celular adecuada

en condiciones de deprivacion de glucosal®®.
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Racional:

1. Las DCs son células reguladoras claves de inmunidad y tolerancia inmune al presentar

antigenos en conjunto con transmitir informacion innata a linfocitos T.

2. Las cDCl1s realizan presentacidon cruzada de antigenos con alta eficiencia para el
priming de CTLs, lo cual les otorga un rol clave en la inmunidad anti-tumoral, y las

convierte en un foco central de las vacunas basadas en DCs.

3. Por otra parte, la UPR, en particular el eje IRE1a, ha surgido como un regulador crucial

de las cDCls.

4. La activaciéon constante del eje IRE1a-XBP1 en células tumorales y algunas células
inmunes como cDC2 vy linfocitos T, promueve el crecimiento del tumor y metdstasis en
diversos tipos de canceres agresivos. Sin embargo, las cDC1, que poseen una activacion

enddgena de este eje, han demostrado efectos contrarios en su respuesta anti-tumoral.

Hipdtesis del trabajo: El microambiente del melanoma permite la activacion del sensor

de la UPR IREla en DCs, en particular de la via de XBP1s, el cual estd asociado con la

inmunogenicidad de las DCs presentes en el sitio tumoral.
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Objetivo general: Determinar el grado de activacion del eje mediado por IREla en

subtipos de DCs aisladas de tumores, mediante el uso de un ratén reportero para XBP-

1s, en un modelo murino de melanoma.

Objetivos especificos:

1. Determinar si el tumor subcutaneo de melanoma B16-OVA induce la activacion de la
rama IREla de la UPR en subtipos de DC aisladas desde tumor y nodos linfaticos de

ratones reporteros para XBP-1s ERAL

2. Determinar si activacién de la via IREla induce la inmunogenicidad y la activacion

candnica de genes de la UPR en DCs tumorales y de nodos linfaticos.

-i. Observar activacion de DCs (CD80, CD86, PDL1 y IL-12) en ratones WT e ERAI.

-ii. Identificacién genes blanco de XBP1 y de RIDD por gPCR en cDCs sorteadas de

tumor vy TdLN.

Considerando lo relevante de las cDCls en la inmunidad antitumoral, y el
conocimiento previo del rol de IREla en su funcidn, se planea con este proyecto
determinar el grado de activacion de este eje de la UPR en DCs en el nicho tumoral. Es
critico entender como se regula la UPR en las DCs intratumorales, ya que el eje
IRE1a/XBP1 opera de distinta forma dependiendo del subtipo de DC [26:53] 'y su correcta
modulacion ayudaria a identificar nuevas y prometedoras estrategias clinicas

antitumorales.

19



MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares: Se empled en este estudio un modelo de melanoma B16-OVA que
expresa el antigeno modelo Ovoalbumina (OVA). Este modelo tumoral es capaz de
reclutar ambos linajes de DCs ¢DC1 y cDC2®¥; y ademds, presenta una estricta
dependencia de la funcionalidad de las cDC1 ya en que ratones BATF3 KO que carecen
del subtipo cDC1 se aprecia un progresivo crecimiento del tumor!®!, mientras que en
ratones que presentan mayores niveles de cDC1 se aprecia una disminucion del
crecimiento del tumor™. Por lo tanto, este modelo nos permite medir la activacion de
la UPR en los distintos linajes de DCs tumorales. Ademas, como estrategia para obtener
numeros mayores de DCs en los experimentos de Cell Sorting, se usé la linea celular de
melanoma B16-FIt3L que produce la citoquina FIt3L y expande cDC1 y cDC2 a nivel
sistémico y locall' © 66l | a5 |ineas celulares de melanoma necesarias para la realizacion
de este trabajo han sido amablemente donados por la Dra. Daniela Sauma (B16-OVA,
Fac. Ciencias U. de Chile), y la Dra. Maria Rosa Bono (B16-FIt3L, Fac. Ciencias U. de

Chile).

Ratones: Se usaron ratones wild type (WT) o reporteros Tg ERAI (“ER-stress Activated
Indicator”, Figura 1A), que llevan la secuencia de XBP-1 fusionada a la proteina Venus
fluorescente (Venus FP) 1 lo que permite cuantificar la activacién del dominio RNasa de
IRE1la en vivo por citometria de flujo (CF), ya que Venus FP sélo fluorece cuando hay

splicing de Xbp-1. Ademas, el uso de animales heterocigotos, que tienen una copia del
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transgén XBP1-Venus FP ubicado en el cromosoma 11 en ratones!™ ®7], permite asegurar
que un aumento de la sefial Venus FP se deba a un aumento en la expresién (o splicing)
de XBP-1s y no a mas copias del transgén. Por otra parte, el monitorear la fluorescencia
de la proteina Venus FP elimina el problema que representaria observar directamente
XBP-1s, que a pesar de tener una vida media mayor a la de XPB-1u (~22 min vs. ~11 min
respectivamentel®®), sigue siendo baja para su deteccidn luego de los procedimientos a
emplear. Esto debido a que las proteinas fluorescentes tipicamente tienen vidas medias
de 24h[® Los ratones transgénicos ERAl pertenecen al Dr. Takao Iwawaki (Kanazawa
University) y fueron obtenidos gracias al Dr. Claudio Hetz (Fac. Medicina U. de Chile). Los
animales de experimentacién fueron mantenidos en el bioterio de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile, y en el bioterio de Fundacion Ciencia & Vida. Toda
la experimentacion con ratones fue llevada a cabo bajo el protocolo de autorizacion
bioético n° 0871, otorgado por el Comité Institucional de cuidado y uso de animales de

la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Inyeccidn de tumores: Los ratones fueron anestesiados con una inyeccion intraperitoneal
de ketamina 1% - xilacina 0,3 % y luego se inocularon con 5x10° células B16-OVA o B16-
FIt3L. Luego de 14 dias desde la inoculacion del tumor, los ratones fueron sacrificados
por dislocacién cervical al tener un tamafio de tumor aproximado de entre 50 a 80 mm?3.
Se empled 1 ratén macho por condicién para los experimentos con ratones ERAI (tres

repeticiones) y 5 ratones hembra WT para cada sorter (tres repeticiones).
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Procesamiento y purificacién de tumor, bazo y linfonodo drenante de tumor (TdLN): El
tumor, el bazo y el linfonodo drenante de tumor (TdLN) fueron disgregados mecanica y
enzimaticamente (colagenasa D + DNAsa |, Roche) incubando a 37°C por 30 min o 45
min en solucion HBSS (Gibco) + 5% FCS (Gibco) para tumor o en PBS (Gibco) 10%
FCS(Gibco) para TdLN y bazo. Luego fueron filtrados a través de nylon cell strainer (70
um) y centrifugados a 500 g x 5 min. Tumor y bazo fueron resuspendidos en 2 ml de
buffer de lisis RBC (Biolegend), incubados por 5 min en hielo, se les afiadié 8 ml de HBSS
+5% FCS (tumor) o RPMI 10% FCS (bazo) y fueron centrifugados. El bazo fue
resuspendido en 10 mly el TdLN en 5 ml de RPMI 10% FCS para conteo celular. El tumor
fue resuspendido en 1 mL de buffer FACS (BD Bioscience) y luego de contar las células se
ajustd la concentraciéon a 1x10% células/mL. Se enriquecié la poblacién leucocitaria
infiltrante de tumor por seleccion positiva con esferas magnéticas (anti CD45 o anti-PE,

Miltenyi).

Citometria de flujo multiparamétrica (CF) y cell Sorting: Las poblaciones de DCs
infiltrantes fueron identificadas segun los marcadores indicados:

Tabla 2 Marcadores empleados para la identificaciéon de DCs en bazo y TdLN

Subtipo Lin* CD1lc  MHC-II XCR1 SIRP-a
cDC1 - high High + -
cDC2 - high High - +
Linfocitos T + N.A - N.A N.A
Linfocitos B + N.A + N.A N.A
cDC1 migratorias - int High + -
cDC2 migratorias - int High - +
cDC1 residentes - high Int + -
cDC2 residentes - high Int - +

* Lin corresponde a los marcadores CD3/B220 en el mismo canal de fluorescencia.
Int = intermedia, high = alta expresién del marcador. Ademads, en todos se marcé viabilidad, PDL-1, CD80 Y
CD86, y se detectd Venus-FP en FITC.
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Tabla 3. Marcadores para la identificacion de DCs en el tumor

Subtipo CD45 Lin* CD11lb Ly6C MHCHI F4/80 CD24 XCR1 SIRPa
cDC1 + - - + - hi + -
cDC2 + - int - + - hi - +
Linfocitos T + + N.A N.A - N.A N.A. N.A. N.A.
Linfocitos B + + N.A N.A + N.A N.A. N.A. N.A.
TAM + - + - + + - - int

* Lin corresponde a los marcadores CD3/B220 en el mismo canal de fluorescencia.
Int = intermedia, high = alta expresién del marcador. Ademds, en todos se marco viabilidad, PDL-1, CD80 Y
CD86, y se detectd Venus-FP en FITC.

Todos los anticuerpos fueron comprados de eBioscience, Invitrogen, o Biolegend. Para
los experimentos con ratones ERAI correspondieron a: PE CD45, PE CD11c, PECy5 CD3,
PECy5 B220, PECy7 CD172a (Sirpa), APCH7 I-A/I-E (MHC-II), BV605 Ly6C, BV650 XCR1,
BV785 CD11b, F4/80 biotin (Biolegend); CD11c PECy7, eFluord50 CD24, APC CD86,
eFluord50 CD8 (eBioscience); y BV711 CD274 (PD-L1), BUV 395 CD80, BUV 737 SA (BD
Bioscience). Mientras que para la realizacion de los sorter los anticuerpos empleados
fueron: Sirpa PECy5, APCH7 I-A/I-E (MHC-II), APC SA, XCR1 PE, CD24 PECy7 F4/80 biotin,

Ly6c BV421; CD3 BV510, B220 BV510 (Biolegend); y CD11c APC (eBioscience).

Para la tincion de superficie, las células fueron incubadas con el anticuerpo anti-Fc y
marcadas con los anticuerpos correspondientes en tampdn FACs por 30 min en hielo. Se
empled como marcador de viabilidad Live/Dead Aqua (Invitrogen) o Zombie green
(Biolegend). Para la tincion de IL-12 los ratones fueron inyectados con 10 ug/g de peso
con Brefeldin A (Cayman) 4 hr antes de sacrificar al animal. Se realizd la tincidén de
células de superficie, y posteriormente se utilizd el kit fixation and permeabilization de

eBioscience para tincidon intracelular. Toda la citometria de flujo fue realizada en el
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citémetro BD LSR FORTESSA X-20 (Facultad de Medicina, UChile) y el cell sorter en el

equipo BD FACS Aria Ill (Facultad de Ciencias, UChile).

Extraccion ARN, Sintesis de cDNA: Se extrajo el ARN de células cDC1 y cDC2 de TdLN y
tumor B16-FIt3L mediante el kit RNeasy Plus Micro de QIAGEN a partir de 3 mil-150 mil
células sorteadas. Luego el cDNA se sintetizd mediante el kit M-MLV Reverse

Transcriptase de Invitrogen.

PCR para el splicing de XBP-1: Se utilizaron los siguientes primers para la amplificacion
por PCR: 5'-CTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3" y 5-TTGCTGATCCACATCTGCTG-3" (para B-
actina como control de carga), 5'-ACACGCTTGGGAATGGACAC-3' y 5'-CCATGGGAAGATGT
TCTGGG-3' (para las secuencias “spliced” del mRNA de XBP-1 3): y luego los productos

de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2,8% vy fueron visualizados con SYBR Safe.

gPCR en tiempo real: Se realizé utilizando el Master Mix Brilliant [ SYBR® Green QPCR de
Agilent Technologies, en el equipo termociclador para real time-PCR (Roche LightCycler
[I) (Facultad de Medicina, U. de Chile). La cantidad relativa de mRNA se calcularon

utilizando L27 como control.

Tabla 4. Primers utilizados para gPCR

Primer secuencia referencia
L27 Fwd GCCAAGCGATCCAAGATCAA

L27 Rev GCTGGGTCCCTGAACACATC

Xbp-1s Fwd AAGAACACGCTTGGGAATGG [70]
Xbp-1s Rev CTGCACCTGCTGCGGAC [70]
Erp44 Fwd GACACAGCCCCAGGAGAG

Erp44 Rev TCATCTCGATCCCTCAATAAAGTA

Edem1 Fwd AAGCCCTCTGGAACTTGCG [71]
Edem1 Rev AACCCAATGGCCTGTCTGG [71]
Bloc1s1 Fwd CACCCAGCCAGACTCGAC
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Bloc1sl Rev GCAGCGATAGCTTCTCTCCTC

Tapbp Fwd ACCATTCCCAGGAACTCAAA

Tapbp Rev GAGAAGAAGGCTGTTGTTCTGG

Ergic3 Fwd GTTCAAGAAACGACTAGACAAGGA

Ergic3 Rev ACCTCGACTTTCCCAAGCTC

Irf8 Fwd CAGGAGGTGGATGCTTCCATC [72]
Irf8 Rev GCACAGCGTAACCTCGTCTTC [72]
Irf4 Fwd AGATTCCAGGTGACTCTGTG [73]
Irf4 Rev CTGCCCTGTCAGAGTATTTC [73]
Zbtb46 Fwd AGAGAGCACATGAAGCGACA [74]
Zbtb46 Rev CTGGCTGCAGACATGAACAC [74]
Batf3 Fwd CAGAGCCCCAAGGACGATG [72]
Batf3 Rev GCACAAAGTTCATAGGACACAGC [72]
Id2 Fwd ATGAAAGCCTTCAGTCCGGTG [72]
Id2 Rev AGCAGACTCATCGGGTCGT [72]

Los primers sin referencia en la tabla 4 corresponden a primers de disefiados con la
herramienta online “Universal probe library system assay design” de Roche.

(https://lifescience.roche.com/global en/articles/Universal-Probelibrary-System-Assay-

Design.html)

Analisis Estadisticos: Para los andlisis de la sefial VenusFP de los distintos subtipos
celulares analizados entre ratones ERAl'y WT (un ratén macho por condicién), se analizé
la Intensidad media de Fluorescencia (MFI) considerando tres repeticiones
experimentales, mediante un test-T no pareado con correccion Welch y con 95% de
intervalo de confianza hecho con el software Graphpad Prism. Para los analisis de gPCR
se hicieron pools de 5 ratones WT y se analizd la expresidon relativa de cada gen con
respecto su housekeeping L27 observando diferencias para cada poblacion celular
mediante un test-T no pareado con correccion Welch y con 95% de intervalo de

confianza.
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RESULTADOS

1. Determinar si el tumor subcutdneo de melanoma B16-OVA induce la activacidn de la
rama IREla de la UPR en subtipos de DC aisladas desde tumor y nodos linfaticos de
ratones reporteros para XBP-1s ERAI. En respuesta al primer objetivo cuyo fin fue
observar si el tumor subcutaneo de melanoma B16 induce la activacion de la rama IRE1la
de la UPR en cDC1 y cDC2 aisladas de tumor y TdLN, en una primera instancia los
ratones reporteros ERAI fueron validados midiendo la fluorescencia de Venus FP en
células cDC1 y cDC2 de bazo identificadas segun la estrategia de gating indicada en la
Figura 2B, elaborada previamente en nuestro laboratorio. El uso de esferas magnéticas
anti CD45 para enriquecer la poblacién leucocitaria infiltrante considerd que en el tumor
existe una gran cantidad de células muertas, debris y contaminantes, y que de esta
manera se lograrian ver mejor los subtipos de células dendriticas cDC1 y cDC2 que
representan un porcentaje muy bajo de la poblacién celular total dentro del tumor
10.55% cDC1 y “1% cDC2 de la poblacién leucocitaria total del tumor segin datos

obtenidos en este laboratorio).

Dentro de las células vivas las poblaciones de cDC1s y cDC2s en bazo fueron definidas
como Lin"/CD11c"/MHC-II"/XCR1* y Lin/CD11c"/MHC-1I"//Sirpat, respectivamente, tal y
como se indica en la Figura 2B y en la Tabla 2. Al comparar la Intensidad Media de
Fluorescencia (MFI) de Venus FP de cada subtipo celular proveniente de ratones ERAI

con respecto a su equivalente en ratones WT, se comprobd que existe una diferencia
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significativa entre ellas; ademas se observd, que la MFI de c¢DC1 es significativamente
mayor que la de cDC2 (Figura 2Cy 2D), indicando que existe una activacion enddgena de
la via IRE1a en las cDCs de bazo, la cual es mayor en cDC1 con respecto a cDC2 tal y

como ha sido reportado!?®!,
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Figura 2. Validacién de ratones reporteros ERAI “ER stress-activated indicator. (A)
Representacion explicativa de la fluorescencia de Venus-FP derivada del splicing de
XBP1s en ratones ERAI. Modificado de Iwawaki et al., 2004. (B) Citometria de flujo y
gating utilizada para la identificacién de los subtipos celulares cDC1 y cDC2 en bazo. (C)
Histogramas de la Intensidad media de fluorescencia (MFI) de Venus-FP, indicando la
activacion enddgena del eje IREla en bazo en ratones wild type e ERAI para cDC1 y
cDC2. Representativo de tres experimentos independientes. (D) Intensidad media de
fluorescencia (MFI) de Venus-FP para cada poblacion graficada. Los datos
corresponden a tres experimentos independientes con 1 ratdén por condicion y se
muestran como promedio + SEM. La significancia estadistica se analizd mediante un T-
test no pareado con correccion Welch y con 95% de intervalo de confianza. Se muestra
como: *p<0.05.
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Posteriormente, se analizd la activacion RNasa de IRE1la en ¢cDC1 y CDC2 de Tumor y
TdLN identificadas segln la estrategia de gating de la Figura 3A y 3B elaboradas
previamente en nuestro laboratorio basandose en el trabajo publicado de Broz et al.,,
2014 9 En TdLN se identificaron las cDCs migratorias de las residentes seglin un mayor
nivel de expresion de MCH-Il'y un menor nivel de expresion de CD11c, y viceversal’l. Los
subtipos migratorios fueron definidos dentro de las células vivas como Lin
/CD11cM/MHC-IIM/XCR1* y Lin"/CD11c™/MHC-II"/Sirpa*; vy los residentes como Lin-
/CD11c"/MHC-II"t/ XCR1*y Lin"/CD11cM/MHC-II"/Sirpa* para cDC1 y cDC2 como puede
corroborarse en la Figura 3B y en la tabla 2. De igual manera, en tumor las poblaciones
de cDC1s y ¢DC2s fueron definidas dentro de las células vivas como Lin//CD45M/Ly6C
CD11b7/MHC-II*/ CD24"F480/XCR1* y Lin/CD45"/Ly6C CD11b"/MHC-II*/CD24"F480
/Sirpat, respectivamente, tal y como se indica en la Figura 3A y en la Tabla 3. Ademas,
en bazo y linfonodo se identificaron linfocitos B como Lin*/MHC-II"'y linfocitos T como
Lin*/MHC-II. Cabe mencionar que las proporciones de subtipos analizados en cada

tejido no varian entre los ratones tg ERAl y los ratones WT.
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Se encontré que en tumor y TdLN, al igual que en bazo, que las cDC1 poseen una mayor
MFI de Venus FP que las cDC2 (Figura 4A); y que esta diferencia es significativa en tumor
(Figura 4B). Asimismo, al comparar la MFI de Venus FP de cDCs de tumor versus la
misma poblacion celular que ya ha migrado al LN proveniente del tumor, se pudo
apreciar que la fluorescencia de Venus FP es significativamente mayor en las cDC1
intratumorales con respecto a las cDC1 migratorias de linfonodo drenante, y levemente
mayor que las cDC1 residentes de linfonodo (Figura 4C), siendo éstas ultimas aquellas
gue nunca pasan por el tumor (Figura 1). En conjunto, esto indica que el tumor gatilla
una alta activacion de la via IRE1a en las ¢cDC1 de tumor, la cual disminuye cuando este
subtipo de DCs migra al TdLN. Este efecto del microambiente tumoral en la significativa
activacion de la via se observa preferencialmente en las cDC1, pero no
significativamente en las cDC2, las cuales presentan niveles de activacion bastantes
menores (Figuras 4A, 4B y 4C). Debe mencionarse que, tal y como era de esperar, no se
observd fluorescencia de Venus FP en los controles negativos de fluorescencia

correspondientes a ratones WT sin el transgén, tanto para cDC1 como para cDC2.
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Figura 4. Activacion via IRE1la en cDC1y cDC2 en Tumor y TdLN. (A) Histogramas de la Intensidad
media de fluorescencia (MFI) de Venus-FP, indicando la activacién enddgena del eje IRE1a en
tumor B16-OVA y TdLN de ratones wild type e ERAI para cDC1 y cDC2. Representativo de tres
experimentos independientes. (B) Intensidad media de fluorescencia (MFI) de Venus-GFP para
cada poblacion graficada de tumor B16-OVA de ratones wild type e ERAI (C) Intensidad media
de fluorescencia (MFI) de Venus-GFP para cada poblacién graficada de tumor B16-OVA y TdLN
de ratones ERAI. Los datos corresponden a tres experimentos independientes con un ratén por
condicién y se muestran como promedio + SEM. La significancia estadistica se analizd6 mediante

un Welch'’s t-test con 95% de intervalo de confianza y se muestra como: *p<0.01.
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2. Determinar si activacion de la via IREla induce la inmunogenicidad y la activacion
candnica de genes de la UPR en DCs tumorales y de nodos linfaticos. Con respecto al
segundo objetivo, en una primera etapa, se observé la activacién de DCs mediante el
andlisis de la expresion de las moléculas coestimuladoras CD80, CD86, PDL1, segun su
MFI, la cual fue relacionada con el grado de activacion de la via IRE1la en estas células
(Figura 5A y 5B). En la Figura 5A se puede apreciar que, si bien hay una clara activacion
de la via IRE1a-XBP-1s en las cDC1 con respecto a las cDC2, tal y como ya se habia
mencionado, ésta aparentemente no se relaciona con una mayor o menor activacion de
marcadores de superficie asociados a activacién de células dendriticas. Lo cual coincide
con lo previamente reportado en nuestro laboratorio, en donde se observd que el
tratamiento con el inhibidor de la actividad RNasa de IREla, 4u8C, no afectd la
expresion de CD80, CD86 o PD-L1 en DCs derivadas de médula dsea de ratones ERAI,
cultivadas con Flt3L (FL-DCs) y activadas con lisados de melanoma (Medel y Costoya,

aceptado).

Al analizar el grado de expresion de los marcadores de superficie estudiados (Figura
5B) se observd que en ¢DC1 intratumorales cerca del 50% de la poblacién que expresa
altos niveles de CD80, un 34% expresa altos niveles de PD-L1 y sélo un 10% expresa altos
niveles de CD86. Mientras que en cDC2 intratumorales se observd algo similar, aunque
el porcentaje de la poblacién que expresé CD80 y PD-L1 fue un poco mayor en
comparacion a las cDC1; 63% y 46% respectivamente. En ambos casos se utilizd el grado

de expresidon de estos marcadores en linfocitos T como control negativo de activacion.
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Cabe destacar que, el grado de activacion de CD80 es mucho mayor que el de CD86 en
ambos subtipos, y si bien se sabe que ambas moléculas proveen una coestimulacion
eficiente mediante CD28 en linfocitos T; su patron de expresién difiere en una misma
célula, y en general se ha visto que CD86 es expresado de una manera mas amplia y en
mayores niveles que CD80. En esta linea, existe evidencia de que las DCs se encuentran
en constante control de los linfocitos T reguladores pudiendo exacerbar o suprimir la
respuesta inmune 7! gracias a la modulacidn de la expresién relativa de CD86 y CD80
en DCs activadas que poseen roles opuestos 7. De esta manera, la ausencia (o bajos
niveles) de CD86 podrian contribuir a la tolerancia periférica® 7°!, lo cual podria ser una

razén de los bajos niveles de CD86 observados en las cDCs de tumor (Figura 5B).

En conclusidn, la activacion de la via IRE1a-XBP-1s no se relaciona con una mayor o

menor activacion de CD80, CD86 o PD-L1 en células dendriticas tumorales o de TdLN.
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Figura 5. Relacion de la activacién de la via IRE1a y la Induccién inmunogenicidad en c¢DC1 de
Tumor. (A) Relacién entre la Intensidad media de fluorescencia (MFI) de Venus-FP para cDC1
(azul) y cDC2 (rojo) de tumor B16-OVA de ratones ERAI; y el grado de activacion de marcadores
de superficie CD80, CD86 y PD-L1, junto a los histogramas de la fluorescencia de Venus-FP para
las poblaciones positivas y negativas de cada marcador. Representativo de 3 experimentos
independientes con 1 raton por condicion. (B) Porcentaje de células positivas para cada
marcador dentro del total de cDC1 y cDC2.
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En una segunda etapa, se observo si la activacion del eje IRE1a era capaz de inducir la
expresion de genes blanco de XBP1 y de RIDD en cDCs sorteadas de tumor y TdLN. Para
ello, fue necesario desarrollar una estrategia para poder expandir el numero de DCs
infiltrantes de tumor, para lograr sortear una mayor cantidad de éstas y contar asi con
los requerimientos minimos para obtener cantidades suficientes de mRNA y poder
realizar los experimentos de qPCR eficientemente. Esto debido a que en una primera
aproximacion, empleando la linea B16-OVA para la inoculaciéon de los tumores en
ratones, se logra aislar un Gumero muy bajo cDCs intratumorales como para lograr un
buen rendimiento (2 mil-3 x10° ¢cDC1 por tumor versus 8 mil-12 mil, 500-800 cDC2 por
tumor versus 1,5 mil -3 x10%). En base a reportes previos, se ha observado que la
inyeccidn intraperitoneal de la citoquina FIt3L es altamente eficiente en expandir la
poblacién de cDCls en ratones con tumor B16M1. Siguiendo esta estrategia
experimental, se empled para la inoculacion de los tumores la linea murina de
melanoma B16 transfectada con el gen de la citoquina FIt3L (ligando de Flt3) 1 |a cual
promueve la proliferacion y sobrevida de las DCs en los tejidos. Con este método, se
logré una importante expansion de las poblaciones ¢cDC1 y cDC2 de tumor y linfonodo
de ratones inoculados con la linea B16-FIt3L (Figuras 6B y 7B), con respecto a aquellas
de ratones inoculados con la linea B16-OVA (Figuras 6A y 7A), de acuerdo a lo reportado

en la literatura (11, 65, 66],

36



A. Tumor B16-OVA

.

Live Ly6C+MCH-II+ DCs
4 I |

0 5

12,8 i

MoMHCHII+ .
N

®)

B. Tumor B16-FIt3L
e " 4
’_’ Expansion
Live - Ly6C+MCH-lI+  DCs -
: — — i

27,8 5,76
Mo

Figura 6. Poblaciones ¢cDC1 y cDC2 de Tumor analizadas. (A) Representacién explicativa de
la ubicacion de las poblaciones celulares sorteadas. Citometria de flujo y gating utilizada
para la identificacion de los subtipos celulares ¢cDC1 y cDC2 de (B) tumor B16-OVA y de
(C) tumor B16-FIt3L.
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Al cuantificar ésta expansion, gracias al uso de esferas magnéticas anti-CD45, se vid un
aumento del total de DCs intratumorales desde un 2,02% a un 12,35% dentro de las
células vivas CD45* , y que la proporcion entre los subtipos ¢cDC1 y cDC2 se mantiene
(Figura 8A). También puede apreciarse una expansion de la poblacion de DCs residentes
de TdLN principalmente (Figura suplementaria 5) y su cuantificacion indica una
expansion de la poblacién de DCs residentes de TdLn de un 0,13% a un 1,77% vy de la
poblacion de DCs migratorias de TdLN de un 0,45% a un 0,74% dentro de las células
vivas. Finalmente al graficar la relacion de las poblaciones indicadas de tumor B16-FIt3L
con respecto al tumor B16-OVA (Figura 8B), y también para TdLN (Figura 8C), se hace
mas notoria la expansion al comparar con otras poblaciones celulares presentes. Es
importante resaltar que para este objetivo las gates varian un poco con respecto a las
anteriores en tumor, ya que el equipo empleado para sortear sélo dispone de 8 canales
por lo cual fue necesario prescindir de algunos marcadores como CD11b, CD3 y B220.
De esta manera las poblaciones de cDC1s y cDC2s de tumor fueron definidas dentro de
las células vivas como CD45"/Ly6CMHC-II*/CD24MF4807/XCR1* y CD45M/Ly6C MHC-
[I*/CD24"F4807/Sirpa.  Se definieron también en tumor los monocitos como
CD45M/Ly6C*MHC-II", monocitos presentadores (moMHC-II) como CD45"/Ly6C*MHC-II*,

y macrofagos asociados a tumor (TAM) como CD45M/Ly6CMHC-I1*/CD24'°F480*.
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Figura 8. Expansion poblaciones de ¢cDCs en Tumor B16-FIt3l y TdLN. (A) Comparacion del
porcentaje de células dendriticas convencionales MHC-11+CD24+ dentro de la poblacion
de células vivas CD45+ de tumor B16-OVA y de tumor B16-FIt3l. Ademas, se indica el
porcentaje de cada subtipo de cDC dentro del total de éstas. (B) Relacién de las
poblaciones indicadas de tumor B16-Flt3 con respecto al tumor B16-OVA, y (C) de

linfonodo drenante de tumor B16-FlIt3| con respecto a linfonodo drenante de tumor
B16-OVA.
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La versién 10.4 del software Flow Jo, utilizado para todos los andlisis de citometria,
permite analizar muestras distintas en un mismo grafico y seleccionar la misma cantidad
de células para cada muestra de manera que esta comparacion sea correcta. Utilizando
esta herramienta se puede ver en la figura 9A la comparacién de las poblaciones de
células vivas CD45+ de los tumores B16-FIt3L (izquierda de cada grafico) y B16-OVA
(derecha de cada grafico), y la expresion de cada uno de los marcadores de superficie
empleados. Los plots corresponden a un total de 100 mil células (50 mil de cada tumor)
vivas CD45+. Pueden apreciarse, aun mas claramente que en la figura 6, la diferencia
entre la expresion de marcadores de superficie para cada tumor. Por ejemplo, se
observa cémo en el tumor B16-FIt3L aumentan las células positivas para MHC-1I, CD24 y
XCR1 (cDC1), aumentando desde un 2,57% a un 13,1% la poblacién positiva para XCR1
en el tumor B16-Flt3L. De la misma forma, se corrobora esta expansion con el tSNE de la
figura 9B, que también fue hecho sobre 50 mil células vivas CD45+ de cada tumor. Con
este analisis se aprecia segun los heatmaps obtenidos, que los gates positivos para

dichos marcadores son mas densos ya que poseen mayor cantidad de células.
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Figura 9. Expansion poblaciones de ¢cDCs en Tumor B16-FIt3L. (A) Comparacion de las
poblaciones de células vivas CD45+ de tumor B16-OVA y de tumor B16-FIt3L para cada
marcador analizado (B) tSNE de las poblaciones vivas CD45+ de tumor B16-OVA y tumor
B16-FIt3L.
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Luego de sortear las poblaciones deseadas, la identidad de los subtipos adquiridos fue
verificada segun los marcadores de linaje asociados a cDCs, en células sorteadas de TdLN
(Figura 10B); para asi, debido a la escasez de ARN obtenido a pesar de la expansion
celular lograda, privilegiar el uso del cDNA de cDCs tumorales en la cuantificacion de los
genes blanco de XBP-1s y RIDD. Se determind la expresién de genes asociados a linaje de
DCs relativa a L27 como housekeeping, ya que este gen ha demostrado mantener una
expresion estable frente a diferentes tipos celulares y condiciones experimentales [7%] y
se concluyd que las poblaciones sorteadas correspondian a las esperadas ya que solo los
subtipos cDC1 de TdLN residentes y migratorios expresaron el gen Irf8 721 en conjunto
a una mayor expresion de Batf3!7: 721y |d2U: 721 caracteristicos de este linaje °l; y sélo los
subtipos ¢DC2 expresaron altos niveles del gen Irf47: 73len conjunto a una menor
expresion de Batf37: 721y [d217: 72 como se ha reportadol®. Ademds, tanto cDC1s como
cDC2s expresaron el gen Zbtb46!” 74 que normalmente es altamente expresado en
células dendriticas convencionales. Habria sido importante incluir una poblacién que no
expresara Zbtb46 como control negativo, sin embargo, por limitaciones de tiempo en la
cantidad de poblaciones sorteadas este control no fue incluido (el equipo permite
sortear 4 poblaciones a la vez). De esta manera, en base la expresion diferencial de
factores de transcripcion y factores de crecimiento que definen a cada subtipo fue

posible validar la correcta identificacién de cDC1s y cDC2s.
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Figura 10. Expresion de genes de linaje de ¢cDC1 y cDC2 residentes y migratorias de TdLN
sorteadas. (A) Expresién de los genes indicados asociados al linaje de ¢cDC1 y cDC2,
relativa a la expresion de L27 como housekeeping cuantificada mediante gPCR. Los
datos corresponden a un experimento en duplicado de un pool de 5 ratones y se
muestran como promedio + SEM.
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Una vez lograda la expansion y validacion de los subtipos celulares estudiados, se
cuantificd por gPCR la expresion de Xbp-1s (Figura 11A) para corroborar la activacién del
eje IREla observado previamente. Esta expresién fue significativamente mayor en las
cDC1 de tumor con respecto a las cDC1 migratorias de TdLN. Esto ultimo también se
aprecia con las cDC2 de TdLN de manera significativa. Se cuantificd, ademas, la
expresion de los genes blanco de Xbp-1s, Erp44 y Edem1, pero no fue posible ver una
mayor expresion de los genes blanco a pesar de los altos niveles de Xbp-1s observados
en las cDC1 de tumor (Figura 11A). En vista a estos resultados, se cuantificaron los genes
blanco de RIDD Bloc1s1, Tapbp y Ergic3, para determinar si existia una activacion de esta
via en las poblaciones analizadas (Figura 11B). Bloc1s1 demostrd ser significativamente
menor en las cDC1 de tumor en comparacién a las cDC1 migratorias de TdLN sugiriendo
gue RIDD estaria activando células infiltrantes del tumor. Las cDCs residentes de los LNs
expresan bajos niveles de los transcritos sin embargo no pueden ser directamente
comparadas con las DCs migratorias o infiltrantes de tumor ya que como se explicé en la
introduccidn, este linaje celular llega al LN directamente desde el torrente sanguineo sin
nunca pasar por el tumor. Para el caso de Tapbp se observaron las mismas tendencias
gue para Bloc1s1: las cDC1 intratumorales expresan menores niveles del transcrito que
las cDC1 migratorias que han migrado al LN desde el tumor. No fue posible observar una
tendencia clara con el tercer blanco de RIDD Ergic3. Para todos los genes se muestra un
control negativo y un control positivo de estrés de RE, los cuales corresponden a DCs

generadas in vitro con GMSCF sin tratamiento o tratadas con Tunicamicina 1 ug/ml por 8
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horas. En efecto, se observd una mayor la degradacién de los genes blanco de RIDD
Bloc1s1 y Tapbp que disminuyen su expresion en cDC1s de tumor en comparacion a las
migratorias de TdLN (Figura 10B), pero no una mayor expresion de los genes blancos de
Xbp-1s a pesar de los altos niveles de Xbp-1s observados, lo cual indica una preferencia
por RIDD de las cDC1 en el contexto de melanoma B16. Es importante destacar que los
datos de gPCR obtenidos para las cDC2 de tumor no fueron incluidos debido a que se

encontraron por debajo del rango de confianza de medicién de la técnica.
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Figura 11. Expresion de genes asociados a UPR y RIDD en cDC1 y cDC2 sorteadas de
Tumor B16-FIt3 y TdLNs. (A) Expresién de Xbpls y dos de sus genes blanco; y (B)
expresion de genes blanco de RIDD en las poblaciones indicadas cuantificada mediante
gPCR. La expresion de todos los genes se muestra con relacion a la expresion de L27
como housekeeping. Los datos corresponden a tres experimentos independientes de un
pool de 5 ratones cada uno, y se muestran como promedio + SEM.

*Los datos de cDC2 de tumor no fueron incluidos por encontrarse fuera del rango de confianza de la medicién.
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Finalmente, se corrobord por PCR convencional el splicing de Xbp-1 como se aprecia
en la Figura 12A y 12B, donde se observa un elevado splicing en las cDC1 de tumor y en
ambos subtipos residentes de TdLN, el cual es mayor respecto al observado en las cDC1
migratorias, confirmando los datos obtenidos en el ratén reportero ERAI. Esto también
fue observado previamente mediante qPCR. La misma tendencia se observa para las
cDC2, aungue no pudo ser corroborado por gPCR en las cDC2 de tumor. Sumado a lo
anterior, se reportdé una tercera banda inespecifica distinta a la de Xbp-1 spliced y a de
Xbp-1 unspliced ubicada sobre ésta ultima. Se observa, ademds, que todas las
poblaciones analizadas presentan un alto grado de splicing de Xbp1-s en comparacion al
control negativo sin tratar, indicando ER estrés en todas ellas. Sumada a la presencia de
Xbp-1s, los niveles de Xbp-1u detectados son también un indicador de estrés de RE ya
que, en mamiferos, Xbp-1u es muy inestable y su proteina es degradada por el
proteosoma siendo en general indetectable en células normales(?’], tal y como puede

corroborarse con el control negativo sin tratar de la Figura 11A.
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Figura 12. Activacién eje IRE1a/Xbpls segun splicing de Xbpl en cDCs sorteadas de tumor
y TdLN. (A) Splicing de Xbp1 en los subtipos celulares cDC1 y cDC2 de Tumor B16-Flt3ly
de TdLN Residentes y Migratorias. Se indican las bandas obtenidas para Xbp1 unspliced,
Xbp1 spliced y B-Actina como housekeeping. Los datos corresponden a cDNA de tres
experimentos independientes obtenidos a partir de un pool de 5 ratones cada uno. (B)
Relacién de Xbp1 spliced y unspliced para cada poblacién indicada, cuantificada a partir
de A mediante el uso del software Image J y mostrado como promedio + SEM.

49



DISCUSION

Altos niveles de splicing de XBP-1 fueron observados en las cDC1 de tumor en
comparacién al mismo linaje celular que ha migrado desde el tumor al linfonodo
drenante, lo cual pudo ser apreciado por la intensidad de fluorescencia de Venus FP en
ratones ERAI (Figura 3), por gPCR (Figura 10A) y por PCR (Figura 11). Esta elevada
actividad RNasa de IRE1la ya ha sido previamente reportada en nuestro laboratorio, en
DCs derivadas de médula dsea, cultivadas con Flt3L (FL-DCs) y activadas con lisados de
melanoma (Medel y Costoya, aceptado). Sin embargo, se desconocia la influencia del
nicho tumoral en la induccién de este eje en DCs. A pesar de los altos niveles de XBP-1s y
Xbp-1s detectados, no se observd una mayor expresion de sus genes blanco en cDC1 de
tumor (Figura 10A), pero si una menor expresion de los genes blanco de RIDD Bloc1s1 y
Tapbp (Figura 10B), sugiriendo una posible degradacidon de estos sustratos por parte de
IRE1a. Estos datos potencian la idea de una preferencia por RIDD en estas células en el
contexto de melanoma estudiado y que el programa transcripcional mediado por XBP1s

no es evidente en este tipo celular.

Ademas, se observaron bajos niveles de CD86 vy altos niveles de CD80 y PD-L1 en las
cDCs tumorales (1 y 2), lo cual se ha relacionado con un fenotipo capaz de activar
linfocitos Treg!”®l. Esto no fue observado en las cDCs de migratorias de TdLN que
mostraron altos niveles de CD86 (Figura suplementaria 2). Si bien esto se contradice con

la informacién previa de que las cDC1 son capaces de mantener sus propiedades
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inmunogénicas dentro del nicho tumoral, la hiperactivacién de IRE1la podria explicar
estas diferencias y seria muy interesante estudiar en mayor detalle los efectos del
proceso de RIDD en este subtipo celular a nivel funcional. De hecho, se ha observado
que en DCs deficientes de XBP-1 se ve afectado el fenotipo y la capacidad de presentar
antigenos de CD8a* cDCs en condiciones no inflamatorias 21, Resultados preliminares
indican que las cDC1 de TdLN de tumor B16-OVA de ratones ERAI liberan mayor
cantidad de IL-12 que las cDC2, y que esta cantidad es levemente mayor en las DCs
migratorias con respecto a las residentes (Figura suplementaria 4), sugiriendo que su
funcién no se vio afectada o que al menos es restaurada al llegar al linfonodo. Es
necesario repetir este experimento y ver qué ocurre dentro del tumor. Seria interesante
comprobar esta idea con ensayos in vitro de presentacion cruzada de cDCls
provenientes de tumor. En resultados previos de nuestro laboratorio, hemos visto que la
pérdida de la funcién RNasa de IRE1a convierte a las DCs derivadas de médula ésea en
pobres estimuladores de CTLs al ser activadas con lisados de melanoma (Medel y

Costoya, aceptado), lo cual podria deberse a una pérdida de RIDD mas que de XBP-1s.

Estudios en cDC2 P31 y en linfocitos T ©1 en el modelo de cancer ovérico, han
demostrado que el microambiente tumoral favorece la activacién de IRE1a-XBP-1s y no
de RIDD en ambas células inmunes. La delecién de XBP-1s y de IRE1a restaura la funcién
inmunogénica de estas células, o que valida que es esta activacion de IRE1a-XBP1s y no
de RIDD ni tampoco la actividad quinasa de IREla, la responsable de esta pérdida de

funcion en el contexto tumoral. Como ya se ha mencionado, en las cDC1 existe una
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activacion endégena de IRE1a-XBP-1s, y por ende altos niveles de XBP-1s 2%l |os cuales
fueron aun mas elevados en las cDC1 de tumor segun los resultados de este trabajo.
Esto fue corroborado por la sefial ERAI, el splicing de XBP-1s y por la expresion de su
ARNm, sugiriendo un efecto del tumor sobre la actividad endonucleasa de IREla que
afecta de diferente manera a las cDC1. Probablemente, esto se deba a que esta
actividad ya es alta basalmente, y que, por ello, con este estimulo extra por parte del
tumor se promueva la hiperactivacién de IRE1la en lugar de IRE1a-XBP1s, y con ello la
activacion de RIDD. Interesantemente, se ha visto que en ratones con delecion selectiva
de XBP-1 en cDCls existe una pérdida celular intrinseca de este subtipo en pulmon
causada por apoptosis, pero no en mucosa intestinal. Mediante el uso de ratones con
delecion selectiva de tanto XBP-1 como de IRE1la, esta sobrevida de las cDC1 de mucosa
intestinal fue asociada a una pronunciada activacion de RIDD, y, asimismo se observo
gue la pérdida de RIDD por sobre la de XBP-1 causé la muerte celular de cDCls de
pulmdén. En base a dichos resultados los autores concluyeron que la actividad
endonucleasa de IRE1la establece el umbral para la sobrevida de cDC1 frente al estrés de
RE 4. En base a este trabajo, la preferencia selectiva por RIDD observada en este
subtipo celular bajo los efectos del tumor podria ser clave en explicar la capacidad de
estas células de mantener sus propiedades inmunogénicas dentro del nicho tumoral, a

diferencia de otras células inmunes que pierden su funcidn bajo el mismo contexto.
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En resumen, (Figura 12)

1. El microambiente tumoral favorece significativamente la activacién de la via
IRE1la en las cDC1, y en menor medida en las cDC2.

2. Laexpresion de moléculas coestimuladoras no se relaciona con una activacion de
la via IRE1a/XBP1-s dentro de una misma poblaciéon de cDCs; sin embargo, las
cDC1 que son el subtipo con mayor activacion de IRE1la mostraron menores
niveles de PD-L1 y CD80 con respecto a las cDC2.

3. Debido a la disminuida expresion de algunos ARNm sustratos de IRE1la en cDCls
infiltrantes del nicho tumoral, se sugiere que estas células presentarian una
sobreactivacion de la actividad RNasa de IRE1a indicativa de RIDD.

Nuevas perspectivas serian de gran ayuda en definir un analisis detallado de las
moléculas y vias que son capaces de modular el desempefio de las cDCs durante el
desafio tumoral. En esta linea, la preferencia por RIDD por sobre la via IRE1a/XBP-1s en
cDC1s tumorales pareciera modular su respuesta inmune de manera diferencial con
respecto a otras células inmunes, lo cual debe ser validado con ensayos funcionales de
este subtipo. Actualmente se pretende observar si esta preferencia por RIDD en cDC1s
de tumor es citoprotectora o citotéxica, mediante el analisis de la expresion de KIf9 en

estas células.
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Figura 13. Modelo propuesto: Mayor splicing de XBP-1 y mayor activacién de RIDD en
cDC1 intratumorales y su disminucidn tras migrar a TdLN.
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Figura suplementaria 1. Esquema del eje IRE1a de la UPR. Sacado de 7]
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Figura suplementaria 2. Relacién de la activacién de la via IREla y la Induccién
inmunogenicidad en cDC1 Migratorias de TdLN. (A) Relacién entre la Intensidad media de
fluorescencia (MFI) de Venus-FP para cDC1 (azul) de TdLN de tumor B16-OVA de ratones
ERAI; y el grado de activacion de marcadores de superficie CD80, CD86 y PD-L1. A la
derecha se muestran los histogramas de la fluorescencia de Venus-FP para las
poblaciones positivas y negativas de cada marcador. Los datos corresponden a un
concatenado de tres experimentos independientes. (B) Porcentaje de células positivas
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para cada marcador dentro del total de cDC1 de los datos mostrados en A.
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inmunogenicidad en cDC1 Residentes de TdLN. (A) Relacién entre la Intensidad
media de fluorescencia (MFI) de Venus-FP para cDC1 (azul) de TdLN de tumor B16-
OVA de ratones ERAI; y el grado de activacién de marcadores de superficie CD80,
CD86 y PD-L1. A la derecha se muestran los histogramas de la fluorescencia de
Venus-FP para las poblaciones positivas y negativas de cada marcador. Los datos
corresponden a un concatenado de tres experimentos independientes. (B)
Porcentaje de células positivas para cada marcador dentro del total de cDC1 de los
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Figura suplementaria 4. Relacién de la activacion de la via IREla y la Induccién
inmunogenicidad en cDC1 y cDC2 de TdLN. (A) Relacion entre la Intensidad media de
fluorescencia (MFI) de Venus-FP para cDC1 (azul) y cDC2 (rojo) de TdLN de tumor B16-
OVA de ratones ERAI; y la cantidad de IL-12 intracelular en cada subtipo. Se muestran las
DCs residentes (izquierda) y las migratorias (derecha). Los datos representan un solo
raton.
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e Total Alive CD45+ cells in B16-OVA TdLN

B 0,13% Resident DCs MHCII" CD11c¢* B 63,7% Res cDC2 Sirpa *
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Figura suplementaria 5. Expansion poblaciones de cDCs en TdLN de ratones con tumor
B16-FIt3l. Comparacion del porcentaje de células dendriticas MHC-II+CD11c+ residentes
y migratorias dentro de la poblacion de células vivas de linfonodo drenante de tumor
B16-OVA vy de linfonodo drenante de tumor B16-FIt3l. Ademas, se indica el porcentaje
de cDC1 y cDC2 dentro del total de tanto DCs Residentes como DCs migratorias.
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