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RESUMEN

La utilizaciéon de células tumorales autdlogas como estrategia de
inmunizacion data de la década de los afios cincuenta: se encontrd que cuando se
inyectan células tumorales irradiadas que provienen de tumores inducidos
quimicamente en embriones de raton, se puede inducir una respuesta inmune
protectora en animales singénicos. El hecho de que la célula en su totalidad
presente un gran espectro de epitopes, inclusive antigenos de regresion especificos
para tumores individuales, es lo que impulsa el uso de la célula tumoral en su
totalidad como fuente de antigenos para la inmunoterapia. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, la inoculaciéon de células tumorales irradiadas induce
respuestas inmunes limitadas y no induce el rechazo de tumores establecidos '
(Idoyaga J; resultados no publicados). Por lo tanto, uno de los mayores retos de la
inmunologia en las ultimas décadas ha sido entender los mecanismos de
interaccion entre las células tumorales y el sistema inmune.

La respuesta inmune anti-tumoral efectiva depende de a) la direccion de
los antigenos tumorales a las células dendriticas (CD) en los organos linfoides, y
b) la activacion o maduracion de las CD que capturaron estos antigenos para que
¢stas sean capaces de inducir respuestas inmunes mediadas por células T. En esta
tesis, se evaluaron estos dos puntos con el objetivo de inducir respuestas inmunes
contra tumores establecidos (terapéuticas). El primer punto que se estudid fue la
activacion de las CD en presencia de las células tumorales. Las células tumorales
han desarrollado varios mecanismos para evadir el sistema inmune, y actualmente
se han identificado varias estrategias celulares y moleculares responsables de la
evasion tumoral. Algunos de estos mecanismos tienen a las células del sistema
inmune como blanco de su accion. Por ejemplo, en pacientes con cancer y en
animales con tumores se observa un defecto sistémico en las CD. En realidad, las
células tumorales tienen la capacidad de bloquear la maduracion de las CD, lo
cual muestra un impedimento para el desarrollo de terapias utilizando células
tumorales irradiadas como fuente de antigenos. La necesidad de generar CD
funcionalmente maduras en el microambiente tumoral ha estimulado la utilizacién

de los ligandos de receptores de tipo Toll (TLR) en las vacunas profilacticas y



terapéuticas. Sin embargo, en esta tesis se demuestra que un alto nimero de
células tumorales interfieren con la activacion de CD derivadas de médula 6sea
(BMCD) inducida por los ligandos de TLR, lipopolisacarido (LPS) y poly IC. Las
células tumorales bloquean la induccion de MHCII y la induccion de las
moléculas coestimuladoras CD40 y CD86, asi como también la produccion de
citocinas IL-12, TNF-a e IL-6. Importante es el hecho que las células tumorales
inducen moléculas inhibidoras (B7-H1, B7-DC y CD80) en las CD de bazo in vivo
y en BMCD, inclusive en presencia de los ligandos de TLR. Ademas, luego de la
exposicion prolongada con las células tumorales, las BMCD purificadas y
cultivadas en ausencia de células tumorales son incapaces de responder a los
ligandos de TLR.

Si las células tumorales inducen la diferenciacion de las CD a un fenotipo
de no-respuesta, es necesario evitar el uso de las mismas como fuente de
antigenos. Por esta razon, en esta tesis se examino una estrategia alternativa para
“cargar” a las CD, basada en la utilizacién de anticuerpos contra receptores
endociticos. En particular se dirigieron antigenos a dos receptores endociticos de
las CD: DEC205 y Langerina. Al igual que en otros trabajos publicados
recientemente *, aqui se demostrd que la direccion del antigeno E7*77 del
papiloma humano a las CD via anticuerpos anti el receptor endocitico DEC205, en
presencia del agonista anti-CD40 y poly IC, es incapaz de inducir respuestas
CDS8" antigeno-especificas. Debido a que las respuestas citotoxicas son esenciales
para la inmunologia tumoral, se decidid estudiar otros receptores endociticos. En
particular, se ha sugerido la presentacion de antigenos en moléculas MHCI cuando
los mismos son endocitados via el receptor Langerina. El problema con Langerina
es la ausencia de estudios detallados que comparen la expresion de esta molécula
en distintas poblaciones de CD. Es por ello que en este trabajo se caracterizo la
expresion de Langerina en las CD usando un nuevo anticuerpo monoclonal (L31)
que reconoce el dominio extracelular del receptor. La expresion de Langerina fue
detectada en células de Langerhans (LC) en la piel. Ademas, dos poblaciones de
células Langerina™ fueron identificadas en los ganglios linfaticos periféricos
(pLN). Una de esta poblaciones (1) fue CD11c¢"™* / CD8"¥* / DEC205". La otra
poblacién (2) fue CD11¢*™ / CD8" / DEC205". Sin embargo, solo una de estas
poblaciones (1) fue positiva para FITC luego de pintar las orejas, sugiriendo que

esta poblacion correspondia a LC que migraron de la piel. Por otra parte, los
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ganglios linfaticos mesentéricos, el bazo y el timo de animales Balb/c solo
contenian una poblacion de células Langerina’, la cual correspondié a la
poblacion 2. Para determinar la capacidad de dirigir antigenos a las CD via el
receptor Langerina, y la presentacion de los mismos en MHCI y MHCII,
ovalbumina fue conjugada genéticamente en el extremo carboxilo terminal del
anticuerpo anti-Langerina. Luego de la inoculacion de los anticuerpos
recombinantes se observo la proliferacion de células T transgénicas CD4" y CDS".
Estos resultados sugieren fuertemente que la direccion de antigenos al receptor

Langerina es una estrategia prometedora para la vacunacion anti-tumoral.

Palabras clave: células dendriticas derivadas de médula dsea; células tumorales;

inmunoterapia; ligandos de TLR, DEC205, Langerina
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ABSTRACT

The use of autologous tumor cells as vaccines dates back to 1950s when it
was found that chemically induced tumors of inbred mice, if injected as irradiated
cells, could elicit protective immunity in syngeneic hosts. The prospect of
rendering whole tumor cells immunogenic has been especially promising, because
whole cells introduce a large spectrum of epitopes to the immune system,
including critical regression antigens that may be specific to an individual tumor.
Potentially, irradiated tumor cells thus constitute the richest source of antigen in
immunotherapy. Unfortunately, however, in most cases the injection of irradiated
tumor cells induces limited anti-tumor responses and fails to induce the rejection
of established tumors '? (Idoyaga J; unpublished data). Thus, improving the
understanding of the mechanisms of action of these vaccines has remained a major
goal over the past few decades.

An effective anti-tumor response depends on a) the delivery of tumor
antigens to dendritic cells (DC) in lymphoid organs and b) DC activation or
maturation so that the antigen capturing DC become capable of inducing T cell
mediated immunity. In this thesis, we evaluated these two points with the aim of
induce therapeutic immune responses against established tumors. The first point
we evaluate was the activation of DC in the presence of tumor cells. Tumor cells
have developed strategies to successfully evade the host immune system, and
various molecular and cellular mechanisms responsible for tumor evasion have

been identified. Certain of these mechanisms target immune anti-tumor effector

v



cells. This is due, for example, to systemic defects on DC derived from tumor
bearing mice or patients. Tumor cells can evade the immune system through
blocking DC maturation. However, for therapeutic purposes, is necessary to
induce the full activation of DC in the tumor environment. It has been suggested
that signaling via Toll-like receptors (TLR), which induced the full activation of
DC, may be involved in the induction of prophylactic anti-cancer immunity and in
the treatment of established tumors. In the present study we found that high
numbers of tumor cells interfere with the bone marrow derived-DC (BMDC)
activation induced by the TLR ligands LPS and poly IC. Tumor cells blocked
TLR3- and TLR4- mediated induction of MHCII and the co-stimulatory
molecules CD40 and CD86, as well as the cytokines IL-12, TNF-a and IL-6.
Importantly, tumor cells induced inhibitory molecules (B7-DC, B7-H1 and CD80)
on spleen DC in vivo and on BMDC, even in the presence of TLR ligands.
Moreover, after a long exposure with tumor cells, purified BMDC were unable to
respond to a second challenge with TLR ligands.

If tumor cells induce the differentiation of DC to a non-responsive
phenotype, it is necessary to avoid the use of whole irradiated tumor cells as a
source of antigen. For this reason, we then examined an alternative, protein-based
approach, which involves targeting of defined antigens to maturing dendritic cells
in lymphoid tissues, through two endocitic receptors: DEC205 and Langerin. We
found, in agreement with recent published data *, that DC targeting with anti-
DEC205-E7*7’, in the presence of anti-CD40 and poly IC as maturation stimuli,
failed to induce antigen specific CD8" T cell responses. Because CD8 responses
are essential in anti-tumor immunity, we decided to study other endocytic
receptor, named Langerin. It was suggested that Langerin endocytosed-antigens
are presented in MHCI molecules. However, the expression of Langerin in
different DC populations is not well characterized in mouse. Here, we
characterized the expression of Langerin in DC using a new monoclonal antibody
(L31), which recognizes the extracellular domain of mouse Langerin. Cell-surface
Langerin was detected in all epidermal Langerhans Cells (LC). Moreover, two
populations of langerin” cells were identified in peripheral lymph nodes (pLN).
One population (1) was CD11¢"°"" / CD8"™ / DEC205"¢". The other population
was (2) CD11c¢" / CD8" / DEC205. Only one of these two subsets was FITC”

following painting onto epidermis (1), showing that they were LC migrating from



skin. On the other hand, mesenteric LN (mLN), spleen and thymus of Balb/c mice
contained only a single population of Langerin” cells, corresponding to the subset
2. To assess the potential of targeting to DC with Langerin, and the presentation of
antigens on major histocompatibility complex (MHC) class I in vivo, we
genetically incorporate ovalbumin protein into a monoclonal antibody to the
Langerin receptor. We found that a single dose of anti-Langerin-OVA initiated the
proliferation of transgenic CD4" and CDS8" T cells. These results showed that
Langerin targeting could be used to deliver antigens to DC in vivo. This promising
strategy can now be extended to an analysis of presentation and vaccination

against specific tumor antigens.

Vi
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INTRODUCCION

1. CANCER

1.1 CONCEPTOS GENERALES

Rudolf Virchow fue el primero en observar infiltracion leucocitaria en
tumores en 1863 y por primera vez se sugirid una relaciéon funcional entre
inflamacion y el crecimiento celular descontrolado. A pesar de esas observaciones
tempranas, no fue hasta 1909 cuando Paul Ehrlich predijo que el crecimiento de
carcinomas ocurria con alta frecuencia en ausencia del sistema inmune. Cincuenta
afnos mas tarde, Burnet y Thomas hipotetizaron la existencia de inmunovigilancia
tumoral: la resistencia del sistema inmunologico del huésped al desarrollo del
cancer °. Este concepto ha sido ampliamente cuestionado por décadas debido a la
falta de evidencia experimental *’. Sin embargo, en este momento existen varios
reportes que prueban fehacientemente el reconocimiento y la eliminacion de
tumores por el sistema inmune. R. Shreiber y colaboradores demostraron que
ratones deficientes en el gen de activacion de la recombinacion (RAG27),
necesario para el rearreglo somatico de los receptores antigénicos de los linfocitos
T, B, células asesinas naturales (NK) y linfocitos T asesinos naturales (NKT), son
mas propensos a desarrollar tumores espontaneos y mas susceptibles a tumores

8-13 .
. Estas observaciones

inducidos por carcinégenos que los ratones salvajes
comprueban que linfocitos de la respuesta inmune innata y linfocitos de la
respuesta inmune adaptativa estan involucrados en la prevencion del desarrollo

8. 1012 ¢ perforina ' ' * demuestran que

tumoral. Ademas, estudios con IFN-y
estas moléculas inmunologicas estan involucradas en la resistencia del huésped a
tumores.

Las implicaciones de estos estudios son que el sistema inmune tiene la
capacidad de reconocer y eliminar células transformadas, demostrando que la
teoria de la inmunovigilancia es correcta. Sin embargo, la inmunovigilancia
representa solo una parte de la compleja relacién entre el sistema inmune y el

16

cancer La asociacion compleja entre el sistema inmune y las células

tumorales se puede observar en trabajos en donde se compar6 la inmunogenicidad
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de tumores derivados de animales inmunocomprometidos con animales
inmunocompetentes. En esos estudios, 20/20 tumores derivados de animales
inmunodeficientes RAG2” crecen en forma progresiva cuando son transplantados
en huéspedes RAG2” ®. Sin embargo, 8/20 tumores provenientes de ratones
RAG2” son rechazados luego de ser transplantados en animales salvajes. Estos
hallazgos muestran que los tumores desarrollados en un microambiente
inmunodeficiente son mas inmunogénicos que los tumores desarrollados en
huéspedes inmunocompetentes. Esta demostracion funcional de la capacidad del
sistema inmune de “modelar” la inmunogenicidad tumoral ha permitido el
desarrollo de una nueva hipotesis denominada inmunoedicién ® '°. Esta nueva
hipdtesis no solamente incorpora la nociéon de inmunovigilancia, sino que también
reconoce que el fenotipo inmunogénico del tumor se encuentra continuamente
“modelado” por la seleccion impuesta por el sistema inmune.

La inmunoedicion del cancer es un proceso dindmico que involucra tres
fases: la eliminacion, el equilibrio y el escape. La eliminacion representa el
concepto clasico de inmunovigilancia: células y moléculas del sistema inmune
innato y adaptativo que poseen la capacidad de erradicar las células transformadas
y proteger al huésped de la formacion del cancer. Sin embargo, a pesar de que
muchas de las células transformadas son erradicadas por el sistema inmune,
variantes nuevas resistentes al sistema inmune pueden emerger. Estas variantes

. . . 17. 1
son consecuencia de miles de mutaciones 718

19

generadas en el inestable genoma
tumoral La “metamorfosis” gendmica de las células tumorales puede
eventualmente generar fenotipos nuevos con inmunogenicidad reducida. Mientras
que estas mutaciones en las células tumorales son estocésticas, el tumor emerge
como consecuencia de la seleccion impuesta por el sistema inmune, progresando a
la fase de escape del proceso de inmunoedicion. Por lo tanto, la capacidad del
sistema inmune de proteger al huésped del cancer induce la generacion de tumores
con habilidad de sobrevivir en un microambiente inmunogénico. La implicacion
clinica de esta hipdtesis es que la mayoria de los tumores desarrollados en

humanos pueden haber sufrido “modelado inmunogénico” como resultado del

proceso de inmunoedicion.
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1.2 INMUNOTERAPIA DEL CANCER

Con el reconocimiento de la notable habilidad del sistema inmune de
defender al organismo en contra de células transformadas, se ha desarrollado una
nueva forma de tratamiento oncologico, la inmunoterapia. La clave de la
inmunoterapia oncologica esta en reforzar al sistema inmune de forma tal que este
sea capaz de combatir las células cancerosas *°. Actualmente, muchas formas de
inmunoterapia estan siendo exploradas en investigaciones de laboratorio y
ensayos clinicos. Estas incluyen la activacion no especifica del sistema inmune
con componentes microbianos o citoquinas, la transferencia adoptiva de
anticuerpos o linfocitos T antigeno especificos, y la vacunacion.

La activacién no especifica del sistema inmune puede ser llevada acabo
con componentes microbianos, los cuales incluyen entre otros a la BCG, C. Parvo
y la endotoxina 2", los cuales son capaces de modificar la respuesta inmune vy,
bajos ciertas circunstancias, causar la regresion tumoral o frenar el crecimiento 2,
Por otra parte, las citocinas incluyendo a la interleucina 1 y 2, interferon I (INFa,
By 7), el factor necrosante tumoral (TNF), factores de crecimiento de las células
B y factores hematopoyeticos de crecimiento (como los factores estimuladores de
colonias, CSF) inducen la activacién no especifica de la respuesta inmune a
distintos niveles > *°.

Uno de los adelantos mas importantes de la inmunologia es la habilidad de
producir anticuerpos monoclonales (mAc) en grandes cantidades, los cuales
pueden ser dirigidos a antigenos (Ags) cancerosos especificos. La principal
limitacion del uso de anticuerpos es que las proteinas blanco se tienen que
expresar en la superficie celular. Por el contrario, el blanco de las células T son
péptidos derivados generalmente de proteinas intracelulares, las cuales son
presentadas en la superficie celular en complejos mayor de histocompatibilidad
(MHC) *’. La identificacion de antigenos asociados a tumores (TAA) en humanos
8.2 permiti6 el desarrollo de la transferencia adoptiva de células T antigeno
especificas.

La estrategia mas atractiva es, sin embargo, la vacunacion. Esto se debe a
que las vacunas permiten la induccion de linfocitos T efectores y linfocitos T de

memoria **>2, Las vacunas contra el cancer estan compuestas por Ags tumorales
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administrados con catalizadores quimicos adecuados para estimular una respuesta
inmune contra un tipo de cancer especifico.

Se han desarrollado varias estrategias de vacunacion en pacientes con
cancer, las cuales incluyen el uso de células tumorales autdlogas o alogénicas (las
cuales pueden ser modificadas para expresar citocinas), péptidos, proteinas y
vacunas de DNA ***°. A pesar que los resultados obtenidos han sido variables, en
muchos casos se ha inducido una respuesta inmune especifica pero se ha
observado regresion tumoral limitada. Estas estrategias se basan en el encuentro
“azaroso” de la vacuna con las células presentadoras de antigeno (APC) del
huésped. Las APC por excelencia son las células dendriticas (CD). La falta de
encuentro del antigeno con las CD puede resultar en la ausencia de respuesta
inmune. Por otra parte, el encuentro “inapropiado”, por ejemplo con CD
inactivadas o con algunos subgrupos de CD, pueden silenciar la respuesta inmune
3% Estas dos situaciones podrian explicar la falta de eficacia de las vacunas contra

el cancer.

2. CELULAS DENDRITICAS

2.1 CONCEPTOS GENERALES

La respuesta no especifica innata y la respuesta antigeno especifica adaptativa
actuan en forma sinérgica para erradicar organismos patogénicos a través de la
accion de células del sistema inmune y proteinas efectoras que incluyen proteinas
del complemento, anticuerpos, citocinas y factores citoliticos. La respuesta
inmune adaptativa es inducida, coordinadas y reguladas por las CD " Esto se
debe a que las CD poseen ciertas caracteristicas que les permiten llevar a cabo su
funcion de presentar el antigeno e inducir respuesta inmune:
e Su localizacion. Las CD estan correctamente posicionadas en las mucosas
y en los tejidos linfoides, lo cual les permite capturar el antigeno.

e La presentacion del antigeno. Las CD poseen un sistema endocitico
especializado, el cual incluye un gran niimero de receptores para la captura
del antigeno y la importacion de los mismos a compartimientos

especializados en el procesamiento.
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e Maduracion. Las CD se diferencian en respuesta a un gran espectro de
microorganismos y otros estimulos ambientales. Los caminos de
diferenciacion de las CD determinan luego la especializacion funcional de
los linfocitos T (ej. Linfocitos T de ayuda de tipo 1 o 2).
e Subgrupos. Las CD se pueden dividir en subpoblaciones con distintas
propiedades para la respuesta inmune innata y adaptativa.
Estas caracteristicas son las que permiten que las CD modulen todos los
elementos de la respuesta inmune:
e Las CD poseen la capacidad de presentar péptidos a células T virgenes,
induciendo una respuesta inmune celular que involucra linfocitos T CD4"
y linfocitos T CDS".
e Las CD son importantes en la respuesta humoral, debido a su capacidad de
activar linfocitos B virgenes * y de memoria *.
e Las CD pueden activar NK *' y NKT *.
En conclusion, las CD son un blanco fundamental y una importante herramienta

en la vacunacion.

2.2 CD Y HEMATOPOYESIS

Las CD estan ampliamente distribuidas en el organismo, a pesar de
componer una pequefia porcion (0.1-1%) de las células en los tejidos linfoides y
no linfoides. Estudios tempranos indicaron que las CD se originan en la médula
6sea * a partir de un progenitor hematopoyetico (HPC) bajo el control de factores
de crecimiento y de contacto célula-célula con las células estromales de la médula
Osea. De este progenitor pluripotentes derivan dos linajes (también pluripotentes):
el progenitor comun linfoide (CLP) para las células B, T y NK y el progenitor
comun linfoide (CMP) para granulocitos, monocitos, macrofagos, eritrocitos y

44, 45

megacariocitos . Estudios recientes demostraron que las CD se pueden

46, 47

generar de un progenitor linfoide o de un progenitor mieloide (Esquema 1).
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Esquema 1. Modelo tedrico del origen de las CD de ratén. Se ha propuesto que la
diferenciacion de las CD proviene directamente de precursores mieloides o linfoides. Adaptado
de Traver y col; Science 2000.

Las CD, granulocitos y macrdéfagos se pueden generar de precursores de
médula 6sea crecidos en medio semiso6lido en presencia del factor estimulador de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), lo cual confirma que estas

%49 Las CD generadas bajo estas

células comparten un precursor en comin
condiciones tienen la capacidad de migrar a la region rica en linfocitos T en los
ganglios linfoides (LN) y tienen alta capacidad de activar linfocitos T virgenes en

ensayos de proliferacion de linfocitos alogénicos (MLR).

2.3 HETEROGENEIDAD DE LAS CD: SUBGRUPOS DE CD

Los subgrupos de CD estan definidos por su fenotipo unico, su
funcionalidad y la presencia en los tejidos linfoides. Cinco subgrupos de CD han
sido identificados en los tejidos linfoides de animales virgenes *°*°. Las CD
maduras en el raton expresan altos niveles de MHCII y expresan la integrina
CDll1c, por lo tanto, la co-expresion de estos dos marcadores ha sido utilizada
para definir las CD fenotipicamente >’. Por otra parte, cinco otros marcadores
pueden ser utilizados para definir los subgrupos de CD: CD4, homodimero CD8a,
DEC205, 33D1 y recientemente Langerina (CD207) **%. En raton, un 20 % de las
CD del bazo y de LN tienen un fenotipo CD4” CD8c.” DEC205". En el bazo y los
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ganglios linfoides periféricos (pLN, ganglios que drenan la piel) el 80 % de las
CD son CDS y pueden ser divididas en dos subgrupos: la mayoria expresa CD4 y
un subgrupo minoritario que no expresa CD4 pero expresa CD11b. Estos dos

1 °% %' Ademas, en pLN se pueden encontrar dos

subgrupos pueden expresar 33D
poblaciones mas que derivan de células de Langerhans (LC) y CD dermales de la
piel. Las LC se localizan en la epidermis en su estado no activado, mientras que
las CD dermales se localizan en la dermis en su estado no activado. Luego de la
activacion, o inclusive en estado de reposo, estas células pueden migrar a los pLN
y expresar un fenotipo maduro caracterizado por altos niveles de MHCII y
moléculas co-estimuladoras **. Estas dos poblaciones expresan niveles medianos-
altos de DEC205 y niveles bajos-negativos de CD8a.. La distincion entre estas dos
poblaciones se puede lograr, sin embargo, utilizando el marcador Langerina. Las
LC expresan Langerina, mientras que las CD dermales no >°.

El equivalente de las CD plasmocitoides (pDC) de humano se han descrito
recientemente en raton %, Estas células tienen un fenotipo Gnico: CD45RA™™,
B220°, CD11c™°, CD11b" y MHCII™ . Ademas, algunas de estas células pueden
expresar CD8a.. Las pDC expresan TLR7 y TLR9. Funcionalmente, las pDC se
caracterizan por la habilidad de producir grandes cantidades de IFN de tipo I en
respuesta a la estimulacion viral ** %7, induciendo asi una respuesta citotoxica
potente .

Recientemente se ha descrito un nuevo subgrupo de CD &
denominadas IKDC (CD asesinas productoras de IFN). Estas células parecerian
ser distintas al resto de las CD debido a la expresion de marcadores de superficie,
la secrecion de grandes cantidades de IFN de tipo I y la capacidad de inducir la
muerte celular programada (apoptosis) de células blanco. Sin embargo, se
necesitan mas estudios para caracterizar la funcion y el linaje de estas células. Por
el momento, estas células parecerian ser mas similares a las NK que a las CD.

La presencia de multiples subgrupos de CD sugiere que distintas CD se
deben especializar para ciertas funciones, incluyendo la induccion de tolerancia
periférica y la estimulacion inmune efectiva. Asi, hay varios reportes que sugieren
diferencias funcionales entre subgrupos de CD, aunque todavia no se ha podido
establecer la relacion exacta entre la especializacion funcional y la poblacion de
CD. Por ejemplo, las células CD8" DEC205" son las unicas CD capaces de

fagocitar células apoptoticas en los bazos de ratones '’ y tienen la capacidad de
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inducir tolerancia periférica ''”’*. Sin embargo, se ha demostrado también que esta
poblacion de CD tiene la capacidad de inducir respuestas de tipo Th1 > " debido
a la secrecion de grandes cantidades de IL-12. Estos resultados demuestran que las

CD exhiben alta plasticidad funcional modulada por el microambiente " ',

2.4 CELULAS DENDRITICAS INMADURAS

En el sistema inmune en reposo, las CD estan localizadas en los tejidos
periféricos y poseen caracteristicas que las convierten en las células apropiadas
para monitorear la presencia de organismos patogénicos en el ambiente >*. Estas
células poseen altos niveles RNA mensajero que codifica para MHCII y proteina
MHCII en el citoplasma, pero baja expresion en la membrana. Ademas, las CD
inmaduras tienen baja expresion en la superficie de moléculas coestimuladoras
(ejemplo, CD40 y CD86) y no son capaces de producir IL-12, citocina necesaria
para la proliferacion de linfocitos T. Sin embargo estas células expresan una gran
cantidad de receptores que pueden reconocer en forma especifica moléculas
relacionadas con organismos patogénicos. Estos receptores incluyen receptores de

tipo Toll

(TLRs), los cuales tienen la capacidad de reconocimiento de una
amplio espectro de moléculas ™. Estos receptores proveen la conexién entre la
respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa por su rol en la
activacion y maduracion de las CD.

Las CD inmaduras son altamente endociticas y poseen la capacidad de
capturar Ags mediante distintos mecanismos, entre ellos la micropinocitosis,
fagocitosis y endocitosis mediada por receptor. La endocitosis mediada por
receptor permite la incorporacion de macromoléculas a través de regiones

especializadas de la membrana plasmatica. Las CD poseen numerosos receptores

involucrados en la endocitosis:

e FcR: FcRI/CD64, FcRII/CD32 y FeRIII/CD16 ™.

e Receptores para complemento, CR3 y CD4 8

e Receptores para proteinas “heat-shock™ (HSPs). Recientemente se ha
identificado en CD murinas el receptor CD91, el cual es un receptor para

las HSP gp96 y HSP 70 derivadas de células infectadas o tumorales .
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e Receptores “scavengers” (SRs). Son glicoproteinas de membrana que unen
lipoproteinas de baja densidad y estdn implicados en la internalizacion de
bacterias. Entre los SRs expresados en las CD se encuentra el CD36 (SR
de clase B) que participa en la internalizacion de células apoptoticas ** *°.
e Lectinas y receptores tipo C-lectina. Muchas de estas lectinas son
miembros de la familia de lectinas tipo C dependiente de calcio (C-
lectinas). Esta familia de moléculas tiene la capacidad de unir
carbohidratos derivados de organismos patogénicos °°. Ademas, estas
lectinas son importantes en la migracion de las CD y su interaccion con
linfocitos.
e Receptores para la fagocitosis eficiente de células necroticas y apoptdticas
¥791 " Numerosas moléculas involucradas en la captacion de células
muertas, incluyendo las integrinas avB3 y avB5 que actian en

., 87, 92
cooperacion con CD36 "

y los receptores mas recientemente descritos
MER y receptores de fosfatidil serina (PSR) °>**. La continua endocitosis
de material apoptotico en estado de reposo puede ser un mecanismo

importante para mantener la tolerancia periférica *°.

A pesar que las CD inmaduras tienen alta capacidad de capturar Ags, estas
poseen baja capacidad de procesar y presentar dichos Ags a los linfocitos T ° para
inducir una respuesta inmune. Por el contrario, las CD inmaduras tienen la

. . . . , . . 74
capacidad de inducir tolerancia de células T en la periferia .

2. 4. 1 Receptores C-lectina

Los receptores C-lectina son un grupo de moléculas presentes en LC y CD
especializadas en la captura de Ags. Las C-lectinas unen aztcares dependiendo de
calcio, utilizando para ello dominios altamente conservados: dominios de
reconocimiento de carbohidratos (CRD). Las C-lectinas se pueden sintetizar en
forma soluble o como proteinas de membrana. Las proteinas unidas a membrana
estan disefadas para la captura de organismos patogénicos y su posterior
degradacion y presentacion en MHC. Las lectinas solubles funcionan ligando y
opsonizando microorganismos, aunque también pueden tener un papel en el

transporte de los Ags.
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Algunos ejemplos de C-lectinas solubles incluyen las proteina A y D
surfactante del pulmon (SP-A y SP-D) %, las cuales son colectinas secretadas a la
cara luminar de las células epiteliales pulmonares. La proteina de unién a manosa
(MBP), es otra colectina soluble presente en el plasma. Luego de la uniéon con su
ligando, las colectinas se asocian con sus receptores en la superficie celular y
aumentan la fagocitosis de los organismos patogénicos por macrofagos.

Las C-lectinas membranales se clasifican en dos grupos dependiendo de la
orientacion del extremo amino terminal: las C-lectinas de tipo I y las C-lectinas de
tipo II, con el extremo amino terminal extracelular o intracelular, respectivamente
(Esquema 2). Las C-lectinas de tipo I en las CD contienen varios CRD, mientras
que las C-lectinas de tipo II identificadas hasta el momento contienen un solo
CRD.

DEC205 es un receptor C-lectina tipo I descrito como un receptor multilectina
especifico de las CD, a pesar que ninguno de los diez CRD de este receptor
contiene secuencias consenso de union de calcio y/o carbohidratos. La cola
citoplasmatica del DEC205 contiene secuencias que regulan el transporte de este
receptor a vesiculas intracelulares y su reciclado a la superficie celular *°.
Ademas, el DEC205 contiene motivos de tirosinas para su internalizacion en
vesiculas revestidas de clatrina '*.

Recientemente se ha descrito un nuevo receptor C-lectina de tipo II
denominado Langerina (CD207). Langerina es producido por LC en la epidermis
%1y se localiza en vesiculas especializadas denominadas Birbeck '*. El dominio
intracelular de Langerina contiene motivos ricos en prolina como sitio potencial
para la traduccion de sefiales.

Evidencia reciente sugiere que los receptores C-lectinas se expresan
diferencialmente en varios subgrupos de CD. Existen diferencias importantes en la
produccion y expresion de receptores C-lectina en CD y LC. Actualmente, estos
receptores C-lectina sirven para la identificacion y caracterizacion de distintos
subgrupos de CD. Sin embargo, seria importante determinar si estas diferencias en
la expresion reflejan diferencias en la capacidad de capturar Ags y la habilidad de

presentar los mismos a linfocitos CD4" y/o CD8" para la induccion de inmunidad

o tolerancia.

10
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Esquema 2. Dos tipos de receptores tipo C-lectinas son producidos por LC y DC. Los
receptores C-lectina tipo I (MMR y DEC205) contienen el extremo amino terminal con
repeticiones ricas en cisteinas (S-S) y 8-10 CRD, los cuales unen sus ligandos dependiendo de
Ca®". Los receptores C-lectinas tipo II contienen un solo CRD en el extremo carboxilo terminal
extracelular. Los extremos citoplasmaticos de las C-lectinas son diversos y contienen varios
motivos conservados los cuales son importantes para la captura del Ag. Adaptado de Figdor; Nat
Rev Immunol 2002.

2.5 MADURACION DE LAS CD

Se reconoce que las CD existen en dos estados: inmaduras y maduras. En
su estado inmaduro, como se menciond anteriormente, las CD poseen un fenotipo
que refleja la funcion especializada de capturar Ags. Las CD en este estado son
incapaces de activar una respuesta inmune mediada por linfocitos T, pero pueden
inducir tolerancia. Sin embargo, cuando las CD son expuestas a ciertos estimulos,
¢éstas sufren un proceso de maduracion, en el cual adquieren la capacidad de ser
potentes activadoras de los linfocitos T.

La maduracion de las CD esta asociada con la reduccion en la capacidad
de endocitosis de Ags debido a una pérdida en los receptores antigénicos y una

86,103 por el contrario, la

disminuciéon de la macropinocitosis y fagocitosis
maduracion esta relacionada con un aumento en la eficiencia de procesamiento
antigénico, un aumento en la vida media de los complejos MHC-péptido en la
- 104 . . .
superficie celular ", y un aumento en la expresion de moléculas coestimularoras,

por ejemplo CD80 y CD86 ', Esta expresion elevada en la superficie y bajo

11
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recambio de moléculas MHCI y MHCII es requisito indispensable para la
presentacion efectiva de Ags a linfocitos CD8" y CD4". Ademas, para la
activacion de linfocitos T también se requiere de la expresion de moléculas
coestimuladoras. La maduraciéon también involucra una modificaciéon en la
expresion de los receptores de quemocinas y moléculas de adhesion, lo cual
permite la migracion de las CD de la periferia a la zona T de los 6rganos linfoides

secundarios %17,

2.5.1. Procesamiento y presentacion antigénica

Una vez que los Ags han sido capturados, las CD poseen la capacidad de
procesar los mismos eficientemente para su presentacion a través de moléculas
MHC clase I, IT y moléculas CD1.

Las moléculas MHC son glicoproteinas de membrana. La diferencia mas
importante entre las moléculas MHC clase 1 y II se debe tanto a la estructura como
al origen de los péptidos que ensamblan y llevan a la superficie celular.

Las moléculas MHCI se ensamblan con péptidos derivados de proteinas
sintetizadas en el citoplasma, por ejemplo a partir de proteinas de origen viral, y
son reconocidos por los linfocitos T citotoxicos (CTL) a través del receptor de la
célula T (TCR) y del co-receptor CDS, los cuales se van a encargar de matar a las
células infectadas. La degradacion de proteinas en el citosol se lleva a cabo por un
complejo multicatalitico de proteasas llamado proteosoma. Para ser degradadas,
las proteinas son introducidas en el proteosoma y alli son clivadas en péptidos que
son luego transportados al reticulo endopldsmico (RE) por proteinas llamadas
TAP o transportadores asociados al procesamiento antigénico (TAP-1 y TAP-2).
En el RE, los péptidos son ensamblados en las moléculas MHCI. El ensamble del
complejo MHCI con el péptido depende de la asociacion inicial de la cadena o del
MHC con la cadena ,-microglobulina y luego con el péptido. Todo el proceso de
ensamblaje depende de proteinas accesorias. Luego de haberse ensamblado con el
péptido, las moléculas MHCI abandonan el RE para llegar a la superficie celular.

Las proteinas que son internalizadas por fagocitosis o endocitosis, como
asi también una gran cantidad de organismos patogénicos que replican dentro de
vesiculas intracelulares, son degradados dentro de estas vesiculas por proteasas

presentes en los lisosomas, las cuales son activadas por el pH 4cido. Las
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moléculas MHCII que son sintetizadas recientemente deben ser transportadas del
RE a las vesiculas para unirse con los péptidos, pero para ello se debe prevenir la
unidon prematura de estas moléculas con péptidos presentes en el RE. Este
ensamblaje es prevenido por la unién de moléculas MHCII con una proteina
llamada cadena invariante asociada a MHCII (I1). Ademas de prevenir la unién de
péptidos en el RE, la Ii tiene la funcién de dirigir las moléculas MHCII hacia las
vesiculas de bajo pH donde deben ensamblarse con los péptidos. Una vez en el
compartimiento acidico, se produce el clivaje de la Ii, dejando un pequefio
fragmento llamado CLIP o péptido de cadena invariante asociado a MHCII, el
cual debe ser desplazado para permitir la union del péptido derivado de la
protedlisis y el transporte del complejo MHCII-péptido hacia la superficie celular.
Generalmente, los péptidos presentados en el contexto MHCI provienen de
la degradacion de proteinas que son sintetizadas endogenamente. Esto tiene
sentido biologico ya que de esta forma los CTL reconocen y matan a las células
infectadas con el organismo patogénico y no a células no infectadas que
fagocitaron el mismo. Las CD, sin embargo, poseen la capacidad de iniciar una
respuesta CDS8 sin que las mismas se encuentren infectadas con el organismo
patogénico. Es decir, las CD son capaces de presentar Ags exogenos, capturados
por endocitosis o fagocitosis en un contexto MHCI. Este mecanismo se denomina

s 108-110

presentacion cruzada o “cross-presentacion . En el siguiente esquema se

resumen las tres formas en las cuales se podria estimular una respuesta citotoxica.
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Esquema 3. Estrategias utilizadas para presentar Ags. A) Sintesis del Ag: DNA o RNA viral,
virus y sus proteinas o bacterias fagocitadas que puede escapar del fagosoma. En estos, los Ags
pueden seguir un camino que involucra la degradacion en el proteosoma, el transporte via TAP y la
unioén del pétido en MHC clase I (via clasica). B) La toxina de la bacteria llega al citoplasma
directamente, cruzando la membrana en distintos lugares ya sea luego de la endocitosis o la
membrana plasmatica. C) Presentacion cruzada de complejos inmunes, HSPs, células apoptoticas y
otros Ags que son endocitados y llegan al citosol por mecanismos desconocidos. En algunos casos
los Ags no pasan al citosol sino que son traslocados directamente a una molécula MHCI reciclada.
Adaptado de Moron y col; Trens in Immunology, 2004.

Una forma en que las CD podrian presentar Ags exdgenos en moléculas
MHCT seria la entrada del Ag al citosol. En la actualidad existe evidencias claras
que demuestran que esto ocurre. La habilidad de transportar material del
endosoma al citosol parece ser una caracteristica constitutiva de algunos
compartimentos endociticos de las CD.

La presentacion cruzada no es importante solamente para la activacion de
células T en infecciones virales o antigenos tumorales, sino también en
condiciones de no-inflamacion para inducir tolerancia a Ags no expresados en las
cp !t

Las moléculas CD1 son similares en estructura a las moléculas MHCI,
pero a diferencia de las mismas, mapean fuera de la region MHC. Estas moléculas
se expresan en CD, monocitos y algunos timocitos y tienen funcién de
presentacion antigénica, pero se diferencia de MHCI en dos aspectos esenciales: a
pesar que CD1 y MHCI son similares en su organizacioén y asociaciéon con [3,-
microglobulina "2, CD1 se comporta como una molécula MHCII ya que no es
retenida en el RE y la union con los Ags ocurre en vesiculas. Por lo tanto el Ag
que se une a CDI deriva de la ruptura lisosomal de Ags extracelulares. La
segunda caracteristica distintiva de las moléculas CD1 es que son capaces de unir
y presentar glicolipidos. La relacion entre la capacidad de union de glicolipidos y
la estructura de CD1 no es clara, pero estudios estructurales revelaron que CD1
poseen un bolsillo hidrofébico que es ideal para la unién del Ag lipidico '*. Las
células NKT son células que reconocen moléculas CD1 mediante su receptor TCR
poco variable.

El compuesto a-galactosilceramida (aGalCer) es un compuesto sintético

basado en la estructura de lipidos semejantes aislados de esponja marina, que ha
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mostrado la induccién de regresion tumoral en modelos experimentales.
Taniguchi y col han demostrado que el efecto anti-tumoral de aGalCer depende
de células NKT y de la presentacién de la misma en moléculas CD1d 2% ',
Ademas el reconocimiento de aGalCer es una caracteristica compartida por NKT

: 115-117
humanas ¥y murinas .

2.5.2. Maduracion de las CD e induccion de distintas clases de

respuestas inmunes

Las CD son immunogénicas ya que proveen a las células T con varias
sefiales necesarias para la activacion e induccion de inmunidad. La primera senal
es la sefial Ag-especifica, recibida como resultado de la union del TCR con el
péptido presentado en moléculas MHC. La segunda sefial se refiere a la
coestimulacion y es proveida por sefiales positivas provenientes de varios
receptores ', entre ellos CD86 expresado en las CD activas y su interacciéon con
CD28 en los linfocitos T. Las CD proveen otras sefales a las células T que
determinan su diferenciacion a células efectoras, como por ejemplo la
diferenciacion a linfocitos T de ayuda de tipo 1 (Thl) o de tipo 2 (Th2) y/o CTL
18,

Existen diversos reportes sobre la habilidad de las CD de dirigir diferentes
clases de inmunidad "> '*°. Es claro ahora que citocinas como IL-12, IL-18 y
IFN-y, las cuales pueden ser producidas por las CD, inducen el cebado de las
células T CD4" y su diferenciacién a Thl. Estas citocinas pueden influenciar
directamente a los linfocitos T, y la produccion por CD es amplificada por

121, 122
> *“. Estas

retroalimentacidon positiva proveida por linfocitos T diferenciados
citocinas pueden también activar NK, las cuales producen IFN-y y indirectamente
promueven el mismo tipo de inmunidad '. Las CD también pueden promover

2 12413 srobablemente mediante la expresion selectiva de

respuestas de tipo Th
distintos miembros de la familia de ligandos Jagged y Notch '*°. Ademas, las CD
estan implicadas en la induccién de la diferenciacion de células CD4" a células T

reguladoras '* (Treg) o a células CD4" productoras de IL-17 '**.
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2.5.3. Maduracion de las células dendriticas y tolerancia inmune

El sistema inmune puede discriminar entre un amplio rango de estimulos,
permitiendo o previniendo la induccidén de respuestas inmunes, lo cual lleva a
inmunidad o tolerancia respectivamente.

Las CD pueden inducir y mantener la tolerancia inmune *°, tanto a nivel
central como a nivel periférico. Existe amplia evidencia que indica que las CD en
estado de reposo, es decir, en ausencia de exposicion a sefales de maduracion,
tolerizan en la periferia a linfocitos T CD4" y CD8" ** ' Se cree que esto
representa un proceso fisiologico importante designado para eliminar aquellos
linfocitos T autoreactivos que escapan la delecion timica y que potencialmente
podrian ser activados por CD maduras que expresan al mismo tiempo Ags
foraneos y Ags propios en la infecciéon '*°.

Se ha cuestionado la necesidad de tolerancia periférica dado que muchos
Ags periféricos promueven tolerancia central debido a su expresion génica
promiscua en células epiteliales medulares timicas, proceso modulado por el

regulador autoinmune AIRE % 1!

. En realidad, la deficiencia en AIRE resulta en
el sindrome autoinmune indicando que el mecanismo de tolerancia periférica no
puede compensar totalmente la ineficiencia de la tolerancia central. Sin embargo,
es claro que la seleccion negativa en el timo no es suficiente para la eliminar todas
las clonas autoreactivas de linfocitos T, ya que en ratones en donde se
compromete el desarrollo o la accidon de células Treg, se induce autoinmunidad
32 Esto debe ser especialmente cierto en el caso de Ags propios que no
necesariamente tienen acceso al timo o Ags que se expresan tardiamente en la
vida adulta. Por lo tanto, existe un requerimiento para la tolerancia periférica, la
cual ocurre en el organo linfoide y es mediada por CD. CD inmaduras que
presentan Ags a células T en ausencia de apropiada coestimulacion inducen la
anergia de células T (estado de las células T caracterizado por la incapacidad de
produccion de IL-2 y la incapacidad de proliferar), la deplecion de células T o la
induccion de células Treg con capacidad de secretar IL-10 133134,

En el contexto de la inmunologia tumoral, la inmunidad o tolerancia
tumoral significa el éxito o el fracaso del sistema inmune de rechazar el tumor. El

ambiente tumoral, el cual consiste en células del sistema inmune, células

tumorales, células estromales y células de la matriz extracelular, es un campo de
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batalla en el proceso neoplédsico, acogiendo la proliferacion, sobrevida y
migracion de las células tumorales. Sin embargo, el tumor no solamente pueden
crecer y diseminarse, ademds puede mimetizar algunos caminos de sefializacion

tolerogénicos, escapando asi a la inmunidad tumoral.

2.5.4. Maduracion de las CD y problemas de terminologia

El termino maduraciéon ha sido interpretado errdneamente por algunos
investigadores como una descripcion fenotipica en lugar de una descripcion
funcional, es decir, alta expresion en la superficie de moléculas MHC, CD40,
CD80 y CD86, debido a que la expresion de estas moléculas frecuentemente se
correlaciona con la habilidad de iniciar una respuesta T. Sin embargo,
recientemente este concepto ha sido cuestionado debido a algunas observaciones
que muestran que CD maduras fenotipicamente no siempre promueven inmunidad
T y pueden, en realidad, inducir tolerancia '*> '*°.

Los problemas surgieron cuando se examino el fenotipo de las CD
tolerogénicas. Se observo que las CD tolerogénicas pueden expresar niveles
sustanciales de moléculas coestimuladoras y otros marcadores de maduracion '*>

136 . . , . )
. En realidad, la expresion de moléculas coestimuladoras es necesario,

137, 138 :
7 y en algunos sistemas

generalmente, para la induccion de tolerancia
experimentales se ha observado que las CD realmente inmaduras, que no
presentan marcadores de maduracion, son ignoradas por los linfocitos T evez de

135 . . .
. Esta dicotomia entre la expresion de marcadores de

inducir tolerancia
maduracion y la funcion de las CD es aparente también en el hecho que altos
niveles de CD40, CD80, CD86 y MHCII no predicen de manera confiable la
inmunogenicidad de las CD. Por ejemplo, CD deficientes en CD40 no pueden

iniciar una respuesta T CD4" o CD8" '**

. Igualmente, CD expuestas a niveles
enddgenos de mediadores inflamatorios in vivo, no pueden iniciar una respuesta T
CD4", pero muestran caracteristicas convencionales de maduracion, incluyendo la
habilidad de estimular la proliferacion de linfocitos T virgenes tan eficientemente
como CD inmunogénicas '*.

Otra contradiccion surge cuando se estudian a algunas subpoblaciones de
CD. Por ejemplo, los descendientes de LC en los pLN, en estado de reposo,

expresan niveles altos de marcadores de maduracion comparables a los niveles
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expresados en condiciones inflamatorias ®. Si se descarta la idea de que las LC

. . . , . 141
son constitutivamente mmunogenicas

, esto indicaria nuevamente que el
fenotipo de las CD no inmunogénicas se asemeja al de las CD inmunogénicas.

El problema fundamental es que, lamentablemente, no se ha encontrado la
molécula que envie una sefial de activacion y que al mismo tiempo sea un
verdadero marcador de maduracion. Por ejemplo, la expresion de CD80 y CD86
por las CD y su interaccion con CD28 en las células T, es crucial para enviar la
sefal coestimulatoria que promueve la supervivencia de los linfocitos T, la
progresion del ciclo celular y la estabilidad de mARN de la IL-2 '**. Sin embargo,
se ha observado que tanto CD80 como CD86 pueden interactuar también con
CTLA4, un regulador negativo de la activacion de los linfocitos T, aunque la
afinidad de CD80 por CTLA4 es mayor que la afinidad de este por CD28 '**.
Igualmente, OX40L, 4-1BB ligando y CD70 pueden contribuir a la inmunidad
pero también pueden inhibir la activacién de los linfocitos T ',

En conclusion, las CD funcionalmente inmaduras pueden expresar
marcadores de maduracion y las CD que expresan marcadores de maduracién no
necesariamente son funcionalmente maduras. Otros parametros ademas del
fenotipo de las CD son necesarios para determinar el estado funcional de las

mismas.

2.5.5. Receptores tipo Toll

El camino principal por el cual se induce la activacion y maduracion de las
CD y se promueven las sefiales necesarias para la activacion de los linfocitos T
virgenes ocurre via el reconocimiento de organismos patogénicos por receptores
especificos. Las CD detectan patrones moleculares conservados que son unicos en
el mundo microbiano e invariantes entre distintos tipos de organismos patogénicos
145 El blanco de estos patrones de reconocimiento (PAMP) son detectados por
receptores de reconocimiento de patrones (PRR), los cuales indican la presencia
de una infeccion al huésped.

Los receptores de tipo Toll (TLR) es una familia de PRR bien
caracterizados en mamiferos. A pesar que el nimero exacto de genes puede variar

entre distintas especies, la mayoria de los mamiferos poseen entre 10 y 15 TLR,

los cuales detectan varios PAMP '*, incluyendo lipopolisacarido (LPS)
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(detectado por el TLR4), lipoproteinas bacterianas y acidos lipoteicoicos
(detectados por el TLR2), flagelina (detectado por el TLRS), secuencias CpG de
ADN no metilado (detectado por el TLR9), ARN de doble cadena (detectado por
el TLR3), y ARN viral de simple cadena (detectado por el TLR7) '*"*°. Los TLR
1, 2,4, 5y 6 estan especializados en el reconocimiento de productos bacterianos
unicos que no se encuentran en el huésped. La deteccion de estos productos se
debe simplemente a una discriminacion entre lo propio y lo extrafio. Los TLR 3,
7, 8 y 9, por el contrario, se especializan en el reconocimiento viral y de 4cidos
nucleicos, los cuales no son Unicos al mundo microbiano. En este caso, la
discriminacion entre lo propio y lo extrafio no se debe a la naturaleza molecular
del ligando sino mas bien por su accesibilidad a los TLR. Estos TLR estdn

151, 152 ;e
’ y reconocen los acidos

148,

localizados en compartimientos intracelulares
nucleicos virales en endosomas-lisosomas tardios 19913 "En condiciones
normales los &cidos nucleicos del huésped no son accesibles a estos
compartimientos, por lo tanto no activan a los TLR.

Ademas de ser especificos para distintos ligandos, los TLR son distintos
en las vias de transduccion que ellos activan. Estas diferencias dependen en el
reclutamiento de adaptadores citoplasmaticos que se asocian con la region

154 1. T )
. Finalmente, la sefializacion via TLR induce la

intracitoplasmatica de los TLR
activacion de varios factores de trascripcion, incluyendo NF-«kB y IRFs y se
induce la expresion de varios genes que permiten una amplia variedad de
respuestas inmunes.

Como se explic6 anteriormente, las CD inmaduras funcionan
principalmente como células que capturan Ags, mientras que las CD maduras
funcionan como células presentadoras de Ags. Asi, las CD inmaduras son poco
inmunogénicas y pueden incluso inducir tolerancia: la inoculacion intra-ganglio
de CD inmaduras derivadas de monocitos estimulados con GM-CSF y IL-4 no
inducen respuestas inmunes marcadas, mientras que las CD maduras del mismo
paciente si '>°. Sin embargo, el método utilizado actualmente para inducir la
maduracion de las CD con una mezcla de citocinas pro-inflamatorias (IL-1f,
TNF, IL-6 y PGE2) °® no ha demostrado ser eficaz y tiene que ser comparada en
paralelo con otros estimulos. Es por ello importante identificar estimulos que
induzcan el programa adecuado de activacion de las CD: CD con capacidad de

inducir CTL especificas y ausencia de células Treg.
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Los ligandos de TLR son atractivos para inducir la maduracion de las CD
por varias razones:
e Las CD activadas con ligandos de TLR producen IL-6, citocina que
inhibe la funcién de las células Treg .
e CD activadas con ligandos de TLR tienen capacidad de activar
células NK y NKT '
e Las CD maduradas con ligandos de TLR tienen capacidad de
inducir respuestas de memoria '*°,
e La sefializacion via TLR promueve la presentacion cruzada de Ags
por las CD e induce la activacion de CTL '
Por lo tanto, se podria especular que la estimulacion de CD con agonistas de TLR

podria ser un método efectivo de terapia anti-tumoral.

2.6 CD EN EL MICROAMBIENTE TUMORAL

Las CD maduras tienen la capacidad de inducir fuertes respuestas Thl y
son consideradas potentes inductoras de respuestas inmunes. Sin embargo, la
presencia de CD funcionalmente inmunogénicas (maduras) es muy raro en
tumores humanos de ovario '®', mama ', prostata '® y renales '**. Esto puede ser
causado por un defecto en el reclutamiento de las CD, un defecto en la
diferenciacion o un defecto en la maduracion de las CD en el microambiente
tumoral. Actualmente, existe amplia evidencia que documenta la supresion de la
maduracion y la diferenciacion de las CD por factores presentes en el

microambiente tumoral.

2.6.1. Factores solubles

El microambiente tumoral se caracteriza por la falta de moléculas que
promueven la diferenciacion de las CD, como el GM-CSF y la IL-4 y la falta de
citocinas que inducen respuestas Thl (IL-12, IL-18 y IFN-y), pero abundancia en
moléculas que suprimen la diferenciacion y la funcion de las CD:

e Grandes cantidades del factor de crecimiento vascular (VEGF). Las

165

células tumorales son grandes productoras de VEGF ™, aumentando el
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nivel del mismo en el microambiente tumoral. VEGF fue la primera

molécula reportada con capacidad de suprimir la diferenciacion y

maduracion de las CD "%,

e IL-6 y el factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF). Se
demostré que las células tumorales y los macrofagos en el microambiente
tumoral pueden producir estos factores solubles, los cuales tienen la
capacidad de diferenciar las CD a macrofagos. Esta diferenciacion es
causada por un aumento en la expresion del receptor de M-CSF '%’. Se han
encontrado niveles elevados de IL-6 y de la proteina C-reactiva (CRP) en
sangre periférica y ascitis de pacientes con cancer ovarico ',

e Un gran nimero de tumores expresan altos niveles de ciclooxigenasa-2
(COX2) ' 1° COX2 promueve la produccién de prostaglandina E2
(PGE2) en el microoambiente tumoral y este ultimo suprime Ila
diferenciacion y la funcion de las CD 7% ',

e Las células tumorales, macréfagos en el microambiente tumoral y/o
células Treg tienen la capacidad de producir IL-10 y el factor
transformante de crecimiento (TGF-P), los cuales suprimen también la
maduracién y funcién de las CD 2.

e Neuroblastomas, melanomas y otros tumores producen grandes cantidades
de gangliosidos los cuales pueden suprimir la diferenciacion de CD
humanas '™ '7*.

Altos niveles en VEGF, IL-6, M-CSF, TGF-B, IL-10, COX2, PGE2,
gangliosidos y otras moléculas supresoras y bajos niveles en GM-CSF, IL-4, IL-
12 y IFN-y causan un patrén aberrante en el microambiente tumoral. Este
desbalance de citocinas en el microambiente tumoral bloquea la diferenciacion y
maduracion de las CD. Mientras CD funcionalmente maduras pueden inducir
potentes respuestas inmunes Ag-especificas '”°, CD inmaduras o parcialmente

133, 134 , 4
-3 6 la no respuesta de las células T ™. Por

diferenciadas inducen células Treg
lo tanto, estas CD inmaduras o parcialmente diferenciadas pueden funcionar como

“CD reguladoras” y son componentes importantes en el microambiente tumoral.
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2.6.2. Moléculas inhibidoras

Ademas de inhibir la maduracion y diferenciacion de las CD, los factores
presentes en el microambiente tumoral pueden inducir la expresion de moléculas
inhibidoras en las CD, afectando asi la capacidad de las mismas de activar una
respuesta anti-tumoral Ag especifica '’°.

Se ha identificado recientemente un nuevo miembro de la familia B7
denominado B7-H1. Existe aproximadamente un 25% de homologia entre CDS80,
CDS86 y B7-H1 '"". Distintos factores en el microambiente tumoral estimulan la
expresion de B7-H1 en las CD. Por otra parte, un numero significativo de células
T asociadas a tumores son Treg ''® las cuales expresan PD-1, el ligando para B7-
H1 '®, La interaccién entre B7-H1 y PD-1 inhibe la produccién de IL-12 por las
CD, lo cual reduce su inmunogenicidad '”, y el bloqueo de B7-H1 con

anticuerpos aumenta la activacion de linfocitos T mediada por CD '”

y reduce el
tamafio de carcinomas de ovario humanos transplantados en ratones '"°. El
bloqueo de PD-1 (uno de los ligandos de B7-H1) por manipulaciéon genética
(células PD-17") o con el tratamiento con anticuerpos, eficientemente inhibe la
diseminacion del melanoma B16 o el cancer de colon CT26, acompafiado de un
aumento en el numero de células T efectoras '*°. Por lo tanto, el aumento en la
expresion de B7-H1 en las CD en el microambiente tumoral es un mecanismo
nuevo para la evasion inmune del tumor.

Entre las moléculas inhibidoras mas estudiadas se encuentra el CTLA4, el
cual se expresa en los linfocitos T luego de su activacion. Por otra parte, células

82 La interaccién de

Treg de ratén expresan constitutivamente CTLA4 181,
CTLA4 con su ligando en las CD envia sefiales inhibitorias '** a los linfocitos T.
Interesante es el hecho que CTLA4 puede interactuar con CD80 y CD86 en las
CD, pero la afinidad de CD80 por este ligando pareceria ser mayor que la afinidad
del mismo por CD28 '**.

La expresion de IDO ha sido documentada en CD murinas y humanas '**.
IDO cataliza la lisis oxidativa del triptéfano, aminodcido esencial para la
proliferacion y diferenciacion de células T. Las CD IDO" disminuyen la cantidad
de triptéfano libre y por lo tanto bloquean la progresion del ciclo celular. Esto

previene la expansion clonal de células T y promueve la muerte de células T por

apoptosis '**. Se han encontrado CD IDO” en cancer de mama y en ganglios
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linfoides de drenaje de pacientes con cancer de mama, colon, pulmén y pancreas

'8 Ademds, el tratamiento de ratones con un inhibidor de IDO (I-

metiltriptofano), disminuye en forma significativa el crecimiento tumoral ',
Cabe destacar que la expresion de IDO en CD murinas aumenta luego de la
inoculacion de anticuerpos anti- CTLA4 '®, indicando que células que expresan
CTLAA4, por ejemplo células Treg, inducen la expresion de IDO en CD en el
microambiente tumoral.

En conclusion, las CD en el microambiente tumoral expresan altos niveles

de moléculas inhibidoras (B7-H1, IDO), reduciendo asi la capacidad de inducir

respuestas inmunes Ag-especificas.

2.6.3. T reguladoras

Las células Treg se definen como células T que poseen la capacidad de
inhibir la respuesta inmune influyendo la actividad de otros tipos celulares '*°. Las
Treg CD4" se dividen en dos subgrupos: las Treg naturales (CD4" CD25") o las
Treg inducidas (IL-10 Treg) '*""'*’.

Las células Treg son componentes cruciales de la immunosupresion
tumoral. Se ha observado un aumento de las células Treg CD4™ CD25"
funcionalmente activas en pacientes con cancer 190. 191 ' Ademas, la administracién
de Acs anti-CD25 "> '3 o Acs anti-CTLA4 '** en ratones con tumores aumenta la
eficiencia de las terapias y disminuye el tamafio tumoral. Estos estudios indican
que tanto las células CD25" como las células CTLA4" son esenciales para el
crecimiento tumoral.

Varios factores producidos por tumores pueden inducir la diferenciacion
de células Treg. En particular, IL-10 y TGF-B producido por tumores de ovario
favorecen e inducen la diferenciacion de células Treg. Por otra parte, CD
productoras de IDO o CD con alta expresion de moléculas inhibidoras poseen alta
capacidad de interactuar con células Treg via PD-1 y/o CTLA4 (seccion 2.6.2).

Este aumento en las células Treg en el microambiente tumoral favorece las
condiciones tolerizantes y reduce la capacidad de eliminar el tumor. La deplecion
o inhibicidn de las células Treg puede ser una estrategia prometedora para inducir

inmunidad anti-tumoral.
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3. INMUNOTERAPIA DEL CANCER Y CD: MODELOS EXPERIMENTALES

UTILIZADOS EN EL TRABAJO DE TESIS DOCTORAL
Tres modelos experimentales permitieron platear el objetivo de esta tesis
doctoral * "> 1”®  La alumna de doctorado y la tutora académica participaron

activamente en estos modelos experimentales murinos.

3.1 MODELO I: VACUNACION DE ANIMALES CON CD CARGADAS CON CELULAS

TUMORALES APOPTOTICAS EX VIVO

En este modelo experimental murino, las CD derivadas de médula dsea
fueron cultivadas con células tumorales apoptdticas por 12 hs. Ratones C57B1/6
fueron vacunados en forma s.c. una vez por semana por cuatro veces consecutivas
con estas CD cargadas. En la quinta semana los ratones fueron desafiados con
células tumorales viables. Ocho de cada diez animales permanecieron libres de
tumores luego del desafio. La proteccion observada fue de larga duracion
(animales desafiados diez semanas luego de la vacunacion permanecieron libres
de tumor) y dependiente de células CD4" y CD8" (Esquema 4).

La ventaja de este modelo murino es que el uso de CD mostré ser eficiente
para la inmunoterapia protectora del cancer. La desventaja de este modelo
experimental es que para inducir respuestas inmunes protectoras es necesario la
inoculacidon consecutiva de la vacuna por cuatro semanas. La inoculacion de la
vacuna por dos o tres semanas muestra limitada proteccion a posteriores desafios
con células tumorales viables (resultados no publicados). Por otra parte, en este
modelo, no se logré la eliminacion de tumores establecidos (resultados no
publicados). Estos resultados sugieren un defecto en la vacuna. Probablemente ese
defecto esta relacionado con el hecho que solamente un 0.5 % de las CD
inoculadas llegan al LN, es decir, esta vacuna muestra una deficiencia en la

migracion de las CD a las zonas ricas en células T para la presentacion del Ag.
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Esquema 4. Proteccion en contra de células tumorales B16 luego de la vacunaciéon con CD
cargadas con células tumorales apoptéticas. Ratones C57Bl/6 fueron vacunados con CD
cargadas con células tumorales apoptoticas semanalmente por cuatro semanas. Una semana mas
tarde, los ratones fueron desafiados con células B16 viables. En algunos experimentos, los
animales vacunados fueron tratados con Acs anti-CD4, anti-CD8 o IgG normal de rata, un dia
después y el dia del desafio con células tumorales viables. Los ratones fueron monitoreados dia
por medio y se consideraron positivos cuando el tumor era palpable. Se muestra un experimento
representativo de dos. Adaptado de Goldzmid y col; Journal of Immunol 2003.

3.2 MODELO II: VACUNACION DE ANIMALES CON CELULAS TUMORALES

APOPTOTICAS EN PRESENCIA DE 0.-GALACTOSILCERAMIDA IN VIVO

Basado en los resultados del modelo I que demostraron que las CD podian
ser cargadas ex vivo con cé¢lulas tumorales apoptodticas e inducir inmunidad
protectora pero no terapéutica, fue objetivo de este modelo (II) investigar si las
CD podrian ser cargadas in vivo con células tumorales apoptdticas. La hipotesis
fue que un mayor nimero de CD maduras cargadas con el Ag inducirian
inmunidad terapéutica. Para esto, células de mieloma murino fueron inoculadas
1.v. en ratones Balb/c. Se demostré que las células tumorales son capturadas por
las CD CDIlc¢" CD8" del bazo. Ademas, cuando se inocularon las células
tumorales en presencia de a-galactosilceramida, glicolipido que induce la
maduracion de las CD via la activacion de NKT, se observa proteccion a desafios
posteriores con células tumorales viables. En este trabajo, se demostrdé también,
que la proteccion es dependiente de linfocitos CD4" y CD8" (Esquema 5).

Las desventajas de este modelo experimental son varias. En primer lugar,
para obtener respuesta inmune profilactica es necesario la inoculacion de grandes

cantidades de células tumorales irradiadas (20 x 10° células tumorales
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apoptoticas), lo cual sugiere, nuevamente, la ineficiencia en la direccion de Ag a
las CD. Por otra parte, en este modelo se observa inmunidad anti-tumoral
profilactica, pero no se logra rechazar tumores establecidos (inmunidad
terapéutica, resultados no publicados). Interesante es el hecho que no cualquier
estimulo de maduracion de las CD puede ser utilizado para la induccién de
inmunidad anti-tumoral profilactica: LPS (resultados no mostrados) y poly IC
(Esquema 5) fracasaron en inducir inmunidad anti-tumoral, mientras que aGalCer
y poly IC + anti-CD40 permiten la “correcta” maduraciéon de las CD y la

induccion de respuestas inmunes anti-tumorales.
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Esquema 5. Células tumorales irradiadas inoculadas i.v. en presencia de aGalCer inducen
proteccion anti-tumoral. A) Cinética de endocitosis de 20 x 10° células tumorales irradiadas
luego de la inoculacion i.v. o s.c. B) Los ratones fueron vacunados con 20 x 10° células
tumorales irradiadas en presencia del estimulo indicado. 7 dias mas tarde, los ratones fueron
desafiados con células tumorales viables. Adaptado de Liu y col; J.Exp.Med 2005.

3.3 MODELO III: DIRECCION DE ANTIGENOS MODELOS A LAS CD UTILIZANDO ACS

ANTI- EL RECEPTOR ENDOCITICO DEC205

DEC205 es un receptor endocitico tipo C-lectina expresado en las CD. En
este modelo experimental se conjuga quimicamente el Ag modelo OVA en el Ac
anti- DEC205 con el objetivo de dirigir el Ag a todas las CD CDI1c¢" CD8" de
bazo y LN in vivo. Luego de una sola inoculacion con Acs anti- DEC205-OVA se
observa direccion sistémica y especifica del Ag a las CD. Ademas, cuando los Acs

son inoculados en presencia del agonista anti-CD40, se observa proliferacion y
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activacion de linfocitos CD4" y CD8" indicando la presentacion del Ag en
complejos MHCI y MHCII. Por otra parte, cuando los animales vacunados con
Acs anti-DEC205-OVA en presencia del agonista anti-CD40 son desafiados con
células tumorales B16 que expresan OVA (MO4) se observa proteccion
profilactica y terapéutica (Esquema 6). Este resultado sorprendente sugiere que la
correcta direccion de Ags a las CD y la activacion de las mismas son esenciales

para inducir respuestas inmunes anti-tumorales terapéuticas.
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Esquema 6. Inmunizacion con una dosis unica de Acs anti-DEC205-OVA y anti-CD40
induce resistencia a tumores. A) Los ratones fueron vacunados con Acs anti-DEC205-OVA en
presencia del agonista anti-CD40. 60 dias mas tarde, los ratones fueron desafiados con células
tumorales viables que expresan OVA. B) Los ratones fueron primero inoculados con células
tumorales MO4 viables y una semana mas tarde fueron inmunizados con una dosis de Acs anti-

DEC205-OVA en presencia del agonista anti-CD40. Adaptado de Bonifaz y col; J.Exp.Med
2004.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La inmunoterapia del cancer tiene como objetivo principal manipular el
sistema inmune para inducir el rechazo de tumores establecidos. Para ello se han
disefiado varias estrategias en modelos murinos y en pacientes. Sin embargo,
generalmente los beneficios obtenidos son parciales. En particular, nosotros
trabajamos con tres modelos murinos anti-tumorales. En dos de estos modelos,
células tumorales irradiadas fueron utilizadas como fuente de antigenos, y en el
tercero, un antigeno especifico fue dirigido a las CD in vivo via Acs anti el
receptor endocitico DEC205. A pesar que los tres modelos utilizan a las CD como
mediadoras en la induccion de respuestas inmunes, la utilizacion de células
tumorales irradiadas como fuente de antigenos impide la induccion de respuestas
inmunes terapéuticas. Por el contrario, cuando el antigeno es dirigido a las CD via
Acs anti el receptor endocitico DEC205, se inducen respuestas inmunes anti-
tumorales profilacticas y terapéuticas.

Dado que las CD son moduladoras centrales en el inicio de las respuestas
inmunes, la induccion de respuestas anti-tumorales terapéuticas podria depender
de: a) la correcta direccion del Ag, y b) la activacion funcional de las CD. Por lo
tanto, el estudio detallado y la comparacion de estos dos puntos en los modelos
anteriormente mencionados permitirdn determinar las condiciones necesarias y el

mecanismo de induccidn de respuestas inmunes terapéuticas.
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La ausencia de respuestas inmunes anti-tumorales terapéuticas cuando se

utilizan a las células tumorales irradiadas como fuente de antigenos se debe a:

A) a un bajo nimero de CD cargadas con antigenos tumorales, y/o
B) la activacion inadecuada de las CD en presencia de las células
tumorales
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OBJETIVOS PROPUESTOS

Para proponer el objetivo de esta tesis nos basamos en nuestros resultados

previos que demuestran que las CD cargadas con células tumorales irradiadas in

vitro e in vivo pueden ser utilizadas para generar inmunidad anti-tumoral

profilactica pero no terapéutica. Por el contrario, la inmunizacién con Ags

dirigidos a las CD via Acs anti receptores especificos induce inmunidad

profilactica y terapéutica. Por lo tanto, el objetivo principal de esta tesis doctoral

fue determinar si la induccion de respuestas inmunes terapéuticas depende de

a) la eficiente captura del antigeno por las CD, y b) la correcta

activacion/maduracion de las CD.

En particular se considero:

La induccion de la “correcta” activacion / maduracion de las CD fue

evaluada con el modelo que utiliza de células tumorales como fuente de

antigenos. Los objetivos fueron especificamente estudiar:

a)

b)

El estado de activacion de las CD luego de la interaccion con las
células tumorales irradiadas in vivo e in vitro. Dentro de este
contexto se realizaron experimentos que determinaron i) la
expresion de marcadores de superficie de las CD co-cultivadas con
las células tumorales apoptoticas, ii) la secrecion de citocinas por
estas mismas células, iii) la capacidad de las CD de fagocitar Ag
tumorales in vivo, 1v) el estado de maduracion de las CD luego de
la endocitosis de esos antigenos tumorales in vivo. (Capitulo I).

La utilizacion de distintos estimulos que inducen normalmente la
activacion funcional de las CD con el objetivo de inducir CD
cargadas con células tumorales irradiadas con capacidad de iniciar
potentes respuestas inmunes terapéuticas. Para ello se evalu6 la
expresion de marcadores de superficie y la secrecion de citocinas
de CD cultivadas con células tumorales irradiadas en presencia de

ligandos de TLR. (Capitulo II).

La captura eficiente del antigeno por las CD fue evaluada con el modelo

que dirige antigenos a las CD via anticuerpos anti receptores endociticos.

Los objetivos fueron especificamente:
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DroOpIesStos

¢)

d)

Disefiar una estrategia de vacunacion dirigiendo antigenos
tumorales a las CD maduras, evitando asi la utilizacioén de células
tumotales apoptoticas como fuente de antigenos e incrementando el
nimero de CD cargadas con Ags tumorales. Para cumplir con este
objetivo, se evalud la eficacia de la vacunacion con Acs anti-
DEC205 conjugado genéticamente con la proteina E7 del papiloma
humano. (Capitulo III).

Estudiar la expresion de un nuevo receptor tipo C-lectina, llamado
Langerina, como potencial blanco para la direccion de Ags
tumorales a las CD. (Capitulo IV).

Finalmente, fue objetivo de esta tesis doctoral estudiar las
consecuencias de dirigir el antigeno modelo OVA a las células
dendriticas via anticuerpos anti el receptor Langerina. (Capitulo

V).
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MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral fueron utilizados ratones
C57BL/6 (B6; H-2") y ratones BalB/cByJ (H-2%) hembras de 6-8 semanas de edad
provenientes de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), Harlam
o de Jackson Laboratories (USA). Se han descrito los ratones transgénicos OT-I
(provistos por el Dr. Carbone, Universidad de Melbourne, Parkville, Victoria,
Australia), ratones OT-II y ratones DO11.10 (Jackson laboratory). Los ratones
fueron mantenidos bajo condiciones especificas libres de organismos patogénicos
en ambientes con temperatura controlada y ciclos de luz/oscuridad regulados.

Todos los experimentos fueron llevados a cabo segun normas éticas locales.
2. ANTICUERPOS Y REACTIVOS

Anti CD16/32, Acs anti-MHCII, CD40, CD86, CD80, CD69, I-A®, 1-EX,
CDI11b y Rat IgG2a conjugados con FITC, Ac conjugado con PE anti B7-DC, B7-
HI, IL-12, TNF-a, IL-6 y Acs conjugados con APC (aloficocianina) anti-CD11c
son de BD Biosciences (San Diego, CA) o de BD PharMingen (San Diego, CA).
Acs de oveja conjugado con bolitas magnéticas anti-IgG son de Dynal (Lake
Success, NY) y Acs conjugados con micro bolitas magnéticas (microbeads®) anti-
CDll1c, CD19, CD5 y CDS8 son de Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Ger).
Otros reactivos utilizados fueron RPMI 1640 (Gibco BRL), solucion buffer salina
(PBS, Gibco BRL), HANKS (Gibco BRL), suero fetal bovino (FBS; Gibco BRL,
Life Technologies, MD, o Natocor, Argentina), suero con bajo contenido de IgG
(Ultra low IgG serum, Gibco BRL, Life Technologies, MD), fluorocromo
carboxifluorescein-diacetato-succinimidil-ester (CFSE; Molecular Probes),
solucion de albumina bovina 30% (BSA, Sigma-Aldrich), FITC-Anexina V/PI
(BD Pharmingen), Colagenasa D (400 U/ml; Roche), EDTA (0,1M; Gibco BRL,
Life Technologies, MD), Brefeldina A (Sigma-Aldrich) y poly IC (Amersham
Biosciences). LPS de Salmonella typhimurium fue donado generosamente por el

Dr. Rodolfo Pastelin (Facultad de quimica, UNAM).
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3. CELULAS

3.1 LiNEAS CELULARES

Las siguientes lineas celulares fueron mantenidas en cultivo continuo en
atmosfera con humedad y temperatura controlada (5% CO0,; 37° C). Todas las
células fueron mantenidas libres de micoplasma y la ausencia del mismo fue
periddicamente analizado utilizando la coloracion de Hoechst y / o amplificacion
por PCR (seccion 3.3)

La linea celular TC-1 fue generada por transduccion retroviral de un
fibroblastoma pulmonar de origen C57BL/6 con HPV-16 E6/E7 y los oncogenes
c-H-ras "’. La linea TC-1 (The American Type Culture Colection, ATCC) de
crecimiento en forma de monocapa adherente, fue mantenida en cultivo en medio
RPMI 1640 suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS), 100 U/ml
penicilina, 100 pg/ml estreptomicina (Gibco BRL) y 2mM L-glutamina.

La linea celular J558 es un plasmocytoma de origen en Balb/c '*®. La linea
J558 (ATCC) de crecimiento en suspension, fue mantenida en cultivo en medio
RPMI 1640 suplementado con 10 % de FBS, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml
estreptomicina (Gibco BRL) y 2mM L-glutamina.

El melanoma murino B16 (H-2") '

es un tumor no inmunogénico de
origen espontaneo. Expresa niveles bajos o no detectables de moléculas MHCII y
es altamente tumorigénico. La linea B16-F1 (ATCC) de crecimiento en forma de
monocapa adherente, fue mantenida en cultivo en medio RPMI 1640
suplementado con 10 % de FBS, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina

(Gibco BRL) y 2 mM L-glutamina.

.2 HIBRIDOMAS

Los hibridomas productores de IgG de rata anti- MHCII (Tib 120,
M5/114.15.2), B220 (Tib 146, RA 3-3A1), F4 / 80 (Hb198), CD4 (GK1.5) y CD8
(Tib 105, 53-6.72) se obtuvieron a partir de la ATCC. Los hibridomas fueron
mantenidos en cultivos continuos en atmosfera controlada (5 % CO,; 37° C). Los
hibridomas fueron cultivados en el medio RPMI 1640 suplementado con 10 %

FBS, 100 U/ ml penicilina, 100 pg / ml estreptomicina y 2 mM L-glutamina.
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3.3 DETECCION DE MICOPLASMA

Para la deteccion de micoplasma mediante la coloraciéon de Hoechst, las
células fueron sembradas sobre un cubreobjetos previamente flameado en alcohol,
en una placa de petri de 35 mm de didmetro en 2 ml del medio fresco
correspondiente durante 24-48 hs. Sin descartar el medio, se agregd 1 ml de
fijador Carnoy (metanol: acido acético glacial; 3: 1) durante 2 minutos. Luego de
la incubacion, se descartd el medio y se agregd 1 ml de Carnoy fresco durante 5
minutos. Este Ultimo paso fue repetido, luego de lo cual, los cubreobjetos
conteniendo las células, fueron secados al aire. Las células adheridas al vidrio
fueron tefiidas con el colorante de Hoechst (0,5 pg / ml; Sigma) por media hora a
temperatura ambiente protegiendo de la luz. Los cubreobjetos fueron lavados dos
veces con agua destilada. Luego de que los vidrios se encontraran secos, los
mismos fueron montados sobre un portaobjetos con polivinil alcohol-vinilacetato
(Polysciences, Inc.) con la cara conteniendo las células adheridas hacia abajo. El
resultado fue observado en el microscopio de fluorescencia utilizando filtros Dapi,
donde la contaminacion con micoplasma se evidencié por la presencia de un
puntilleado fluorescente intra- y /o inter- citoplasmatico.

La tincion de Hoechst fue realizada periddicamente. Esporddicamente, la
deteccion de micoplasma fue realizada por un método mas sensible que el
Hoechst como es la amplificaciéon por PCR. Esto se realizd segiin instrucciones

del fabricante (Mycoplasma Detection Kit, Version 2.0, ATCC).

3.4 MARCAIE DE CELULAS CON CFSE

Para el marcaje de las células, estas fueron lavadas en PBS y
resuspendidas a una concentracion de 107 cél / ml. Las células fueron incubadas
con CFSE a una concentracion de 5 uM por 10 minutos a 37° C. La reaccion fue
frenada lavando tres veces con PBS, luego de lo cual las células fueron contadas

con camara de Neubawer.
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3.5 SELECCION POSITIVA DE CELULAS

Las suspensiones celulares lavadas con PBS fueron resuspendidas en
MACS Buffer (PBS / 0,5% BSA / 2mM EDTA) a una concentracion de 1 x 10
células cada 80 pl. Luego se agregaron 20 ul de microesferas magnéticas
cubiertas con anticuerpo especifico cada 1 x 107 células y la suspension celular fue
incubada 30 minutos a 4° C. Las células fueron luego lavadas con MACS buffer y
resuspendidas en 0,5 ml del mismo buffer. Las células positivas se obtuvieron por
aplicacion de un campo magnético utilizando las columnas miniMACS (Miltenyi

Biotec) segun las instrucciones del fabricante.

Purificacion de células por seleccion positiva

La poblacion celular heterogénea se incuba con
el Ac monoclonal unido a microesferas
magnéticas.

La suspension celular se siembra en una malla férrica contenida en una
columna a la cual se le aplica un campo magnético. Las células que no se
unieron al Ac se eluyen mediante sucesivos lavados.

Por ultimo, se retira el campo magnético y
se eluyen las células de interés.
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4. ANTICUERPOS MONOCLONALES Y SU PRODUCCION

4.1 PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES A PARTIR DE SOBRANADANTES

DE CULTIVO

La obtencion de Acs monoclonales fue realizada mediante la recoleccion
del sobrenadante de cultivo. Para esto, los hibridomas fueron mantenidos en
cultivo en medio RPMI 1640 suplementado con 5 % de suero con bajo contenido
de IgG (Gibco), 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y 2mM L-
glutamina. Los sobrenadantes de cultivo fueron utilizados principalmente para la
deplecion de poblaciones linfocitarias in vitro (seccion 8.2) o para la purificacion
de anticuerpos monoclonales y su posterior marcaje con Biotina o Alexa (Seccion
4.2). La purificacion de los Acs monoclonales fue realizada utilizando proteina G

(Amersham Pharmacia Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.2 MARCAJE DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los Acs monoclonales obtenidos fueron dializados en PBS para eliminar
pequefias trazas del buffer de elucion. Para el marcado de los Acs con Alexa 488 o
con Alexa 647 (Invitrogen), se siguieron las instrucciones del fabricante con
algunas pequefias modificaciones. En el caso del marcaje con Alexa 647, 2 mg de
proteina fue incubada con el reactivo por 30 min.

Para el marcaje de los Acs con Biotina (Pierce), los mismos fueron
incubados con Biotina disuelta en DMSO a una concentracion de 10 mg/ml por 2
hs a temperatura ambiente. Luego, los Acs fueron dializados para eliminar trazas

de Biotina (0.1M Tris.HCL, 0.2M NaCl, pH 7.4).

4.3 PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS RECOMBIANANTES

Los Acs de fusion fueron obtenidos por expresion transiente (precipitacion de

DNA con la técnica de calcio-fosfato) en células 293T en medio DMEM libre de
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suero suplementado con Nutridoma SP (Roche, Hutchison 2002). La purificacion
de Acs fue realizada mediante columnas con proteina G (Amersham Pharmacia
Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. La caracterizacion de los Acs
recombinantes fue realizada por SDS-PAGE o Western Blotting (Acs conjugados
con HRP anti- ratén IgG1, Amersham, o anti-OVA, RDI).

5. INDUCCION Y DETECCION DE LA APOPTOSIS

Las células tumorales fueron tratadas con radiacion de tipo y para acelerar
la apoptosis. Brevemente, cuando las células alcanzaban una confluencia del 70-
80 %, estas fueron cosechadas, lavadas dos veces con PBS y resuspendidas a una
concentracién de 10 x 10°cél / ml en PBS e irradiadas a 7500 rads (75 Gy, Banco
de Sangre, Centro Medico Nacional “La Raza”, Instituto Mexicano del Seguro
Social, México DF, México). Luego de la radiacion, diferentes condiciones de
cultivo fueron estudiadas: las células fueron cosechadas luego de 24 hs, 48 hs y 72
hs de cultivo en medio RPMI. La deteccion de la apoptosis fue realizada
utilizando un kit de Anexina V-FITC (PharMingen, San Diego, CA), luego de lo
cual se realiz6 un andlisis de citometria de flujo (FACS Vantage SE, Becton
Dickinson). El porcentaje de apoptosis fue determinado como Anexina V' / IP’

para la apoptosis temprana y Anexina V' / IP" para la necrosis secundaria.

6. CELULAS DENDRITICAS

6.1 OBTENCION DE CD A PARTIR DE PRECURSORES DE MEDULA OSEA

Las CD fueron obtenidas a partir de precursores de médula 6sea de ratones
C57BL/6 o Balb/c utilizando una leve modificacion del método descrito por Lutz
y col *?°. Se extirparon cuidadosamente los fémures y tibias y los restos de tejido
muscular fueron eliminados con una gasa estéril. Los huesos intactos fueron
sumergidos en ETOH 70 % por 2-4 min. y luego lavados con RPMI a 4°C. A
continuacion se cortaron las epifisis de ambos extremos y se extrajo la médula
Osea por inyecciones sucesivas de RPMI utilizando una jeringa de 1 ml con aguja

25G 5/8. Por otra parte, se desmenuzaron las epifisis sobre una malla de nylon y
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se coloco la suspension celular junto a la anterior en un tubo conico de 50 ml. Las
células se lavaron 2 veces llevando a 50 ml con RPMI y se contaron (excluyendo
los globulos rojos) obteniéndose 4-5 x 107 leucocitos por raton. Para la obtencion
de CD los leucocitos de médula d6sea fueron cultivados en presencia de GM-CSF.
El dia 0 se sembraron 5 x 10° precursores por placa de Petri de bacteriologia de
100 mm de didmetro en 8 ml de RPMI suplementado con 10 % FBS, 2 mM L-
glutamina, 100 U/ml penicilina, 100 pw/ml estreptomicina y 10 % de sobrenadante
de cultivo de células productoras de GM-CSF. El dia 3 se agreg6 7 ml del mismo
medio por placa. Las CD inmaduras fueron cosechadas el dia 5 y utilizadas para

los distintos experimentos in vitro.

6.2 OBTENCION DE UNA SUSPENSION RICA EN CD DE BAZO O DE GANGLIOS

LINFOIDES

Para obtener una suspension rica en CD aprovechamos la caracteristica
que ellas poseen de ser células de baja densidad.

Los bazos y los ganglios linfoides fueron extirpados de los animales y
colocados en cajas de petri de 60 mm con 4,5 ml de medio HANKS y 500 pl de
Colagenasa D (400 unidades/ml). La Colagenasa es esencial para la obtencion de
CD ya que estas son células que se encuentran muy adheridas al tejido y la
disgregacion mecanica no es suficiente para poder obtener una suspension rica en
estas células. Los organos fueron disgregados mecanicamente y las suspensiones
fueron incubadas a 37° C. Luego de 30 minutos la reaccion fue frenada con 100 pl
de EDTA (concentraciéon final 10mM) incubando 5 minutos. La suspension
celular fue colectada en un tubo cénico de 15 ml lavando vigorosamente la placa
con PBS. Las células fueron centrifugadas 5 minutos a 1500 rpm. El pellet fue
resuspendido en 3 ml de BSA 30 %. Cuidadosamente se agregd por encima del
BSA, 1 ml de PBS y se centrifugé el tubo media hora a 2200 rpm sin freno. Luego

de la centrifugacion, la fase de baja densidad se encontraba enriquecida en CD.
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6.3 OBTENCION DE LAS CELULAS CD11C" POR MEDIO DE SELECCION POSITIVA

. ., , + . o, iqe .
La purificacion de las células CD1lc" se realizo utilizando microesferas
magnéticas cubiertas con anticuerpos monoclonales como se describe en la

seccion 3.5

7. CARACTERIZACION DE LAS CD IN VIVO E IN VITRO

7.1 CO-CULTIVO DE LAS CD CON CELULAS TUMORALES

5 x 10° CD inmaduras de dia 5 de cultivo fueron cultivadas con células
tumorales irradiadas o viables en una relacion 1:1 o 1:10 (CD:CT) en presencia o
ausencia de LPS (0.1, 1 o 10 pg/ml) o poly IC (25, 50 o 100 pg/ml) por 24, 48 o
96 hs. La incubacion fue realizada con 10 ml de medio RPMI en presencia de 10
% de FBS.

Cuando las CD fueron diferenciadas en presencia de las células tumorales,
luego de 96 hs de cultivo, las células fueron cosechadas y seleccionadas
positivamente con CD11c MACS (seccion 6.3). Luego las CD fueron plaqueadas
en ausencia de células tumorales y re-estimuladas con LPS (0.1 pg/ml) o poly IC
(25 pg/ml) por 24 hs. Transcurrido este tiempo, se realizo un analisis de
citometria de flujo para el andlisis de los marcadores de superficie o la produccion
de citocinas intracelulares.

En algunos experimentos, las CD derivadas de médula o6sea fueron
estimuladas con esplenocitos de ratones virgenes en una relacion 1:1. Los
esplenocitos fueron obtenidos por disgregacion mecanica de bazos. Esta
suspension celular fue depletada de células CDI1lc" utilizando microesferas
magnéticas MACS (seccion 6.3) y cultivadas por tres dias en medio RPMI
conteniendo 10 % de FBS.
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7.2 CAPTACION DE CELULAS TUMORALES POR CD /N Vivo

7.2.1. Evaluacion por medio de citometria de flujo

Para evaluar la fagocitosis de células apoptoticas por CD in vivo, las células
tumorales fueron marcadas con CFSE (seccion 3.4) previa irradiacion (seccion 5).
20 x 10° células J558 irradiadas fueron inyectadas i.v. en ratones Balb/c. Dos
horas luego de la inoculacién, se realizd un enriquecimiento de CD a partir de
células de bazo (seccion 6.2). Las células de baja densidad fueron incubadas por
media hora a 4° C con el Ac anti-CD16/32 diluido en PBS / 2 % FBS (FACS
buffer). Este Ac cumple la funcion de evitar la unidn inespecifica ya que bloquea
los receptores Fc. Luego de dicha incubacion, la suspension fue tratada por media
hora con Acs anti- CD11c conjugado con APC y Ac anti- CD8a, los cuales fueron
también diluidos en buffer FACS. Las células fueron lavadas exhaustivamente y
resuspendidas en FACS buffer para su analisis por citometria de flujo. Los
resultados fueron evaluados como porcentaje de células positivas utilizando el

software adecuado (FlowJo Tree Star Software; CellQuest o WinMDI).

7.2.2. Evaluacion por medio de microscopia confocal

45 min posteriores a la inoculacion endovenosa de 2 x 107 células J558
irradiadas (seccién 5) CFSE" (secciéon 3.4), los bazos fueron extirpados y los
esplenocitos de baja densidad de un colchon de BSA fueron seleccionados
negativamente con bolitas magnéticas cubiertas con Acs anti-CD19 y anti-CDS5
(seccion 3.5), luego de lo cual se realiz6 una seleccion positiva (seccion 3.5) para
enriquecer en la poblacion de CD CDS8". Las CD purificadas fueron adheridas (1
h incubacion en estufa de CO,) a un cubreobjetos previamente tratado con poli-L-
lisina (Sigma-Aldrich). Las células adheridas fueron fijadas con 4 %
paraformaldehido (PFA, Electron Microscopy, Sciences) y tefiidas con Acs anti-
CDl1c conjugado con PE, previo bloqueo con Acs anti-CD16/32. Los

cubreobjetos fueron luego montados con polivinilalcohol-vinilacetato.
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7.3 DETERMINACION DE MARCADORES DE SUPERFICIE

La expresion de los marcadores de superficie fue evidenciada por
inmunofluorescencia y analizada por citometria de flujo utilizando Acs marcados
con PE anti-CD40, 80, 86, B7-H1, B7-DC, MHC clase I y CD69. Ademas todas
las células fueron marcadas con el Ac anti-CD11c conjugado con APC y Ac anti-
CD11b conjugado con FITC. Para ello, 1 x 10° células se incubaron 15 min a 4° C
con el anticuerpo anti- CD16/32 previamente a la incubacion con los Acs
correspondientes a fin de bloquear los receptores Fc y evitar la unidn inespecifica.
Sin lavar, las células fueron incubadas con las diluciones correspondientes de los
anticuerpos, realizadas en FACS buffer, e incubadas a 4°C durante 15 min.
Finalmente las células fueron lavadas exhaustivamente y resuspendidas en FACS

buffer para su analisis por citometria de flujo.

7.4 DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE CITOCINAS

Para la evaluacion de la produccion de citocinas intracelulares, 2.5 pg/ml
de Brefeldina A (BFA, Sigma-Aldrich) se agreg6 en las ultimas 12 hs de cultivo
de las CD. Las CD fueron luego cosechadas y tefiidas superficialmente para
CDl11cy CDI11b con Ac conjugados con APC y FITC, respectivamente. Luego de
la tincion extracelular, las células fueron lavadas, fijadas y permeabilizadas
utilizando el kit de tincion intracelular de BD (BD Biosciences). La deteccion de

las citocinas fue realizada con Acs conjugados con PE anti IL-12, TNF-a y IL-6.

8. CELULAS T

8.1 PREPARACION DE ESPLENOCITOS

La preparacion de suspensiones celulares ricas en células T fue realizada a
partir de bazo o a partir de ganglios linfoides segun correspondiera. Para ello, se
obtuvo el bazo y / o los ganglios linfaticos de los animales, los cuales fueron
colocados en placas de petri de 60 mm con 7 ml de R5 (RPMI suplementado con

5 % de FBS, L-glutamina y penicilina / estreptomicina). Los organos fueron
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disgregados mecanicamente y la suspension celular obtenida fue trasvasada a un
tubo conico de 15 ml lavando vigorosamente la placa con RS5. La suspension
celular fue centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos. A continuacion los globulos
rojos fueron lisados incubando por 2 minutos con buffer de lisis de globulos rojos
de raton y neutralizando el buffer de lisis con R5. La suspension celular obtenida
es rica en linfocitos principalmente, tanto T como B, pero también hay un

contenido de macrofagos y células NK.

8.2 PREPARACION DE CELULAS OT-1, OT-11 Yy DO11.10

Células T CD8" 0 CD4" especificas para el Ag OVA (células OT-I, OT-II
o DO11.10) fueron preparadas a partir de una suspension celular de bazo y de
ganglios linfaticos por seleccion negativa depletando células que expresaban
B220, CD4, F4 / 80, MHC clase II y CD4 y/o CDS8 (segin correspondiera) con
Dynabeads” de oveja anti-IgG de rata. Los organos fueron tratados como se
explico en la seccion 8.1. La suspension celular obtenida fue lavada con RS, luego
de lo cual las células fueron incubadas por media hora a 4° C en una
concentracion de 2 x 107 cél. / ml con sobrenadantes de cultivo conteniendo Acs
monoclonales de rata anti- moléculas B220, CD4, F4 / 80 y MHC clase II. Luego
de la incubacion, la suspension celular fue lavada exhaustivamente con RS y las
células fueron incubadas con esferas magnéticas cubiertas con Acs anti- IgG de
rata (Dynabeads®™) por media hora a 4° C. Las esferas magnéticas se prepararon
lavandolas exhaustivamente con RS5. La concentracion de esferas magnéticas
utilizada fue 1 / 10 del volumen de la suspension total. Luego de la incubacion
con las esferas, las células CD8" o CD4" fueron obtenidas del sobrenadante por la
aplicacion de un campo magnético utilizando columnas magnéticas segun las

instrucciones del fabricante.
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8.3 PROLIFERACION DE CELULAS T IN VIVO

Para poder observar la proliferacion de las células T in vivo el protocolo
seguido fue el que se describe en el esquema siguiente. Los animales Balb/c
recibieron 3-5 x 10° células OT-I, OT-II o DO11.10 (seccién 8.2) marcadas con
CFSE (seccion 3.4) en forma endovenosa en 0,1 ml de PBS. Un dia después de la
transferencia adoptiva los animales recibieron distintas dosis de Acs
recombinantes (seccion 4.3). La proliferacion celular fue analizada por citometria
de flujo 3 dias después de la administracion del antigeno. Para ello se obtuvieron
suspensiones celulares de bazo o ganglios linfaticos (seccion 8.1), las cuales
fueron incubadas por 15 minutos a 4° C con Acs anti CD16/32 para bloquear la
unidn inespecifica. Luego de esto, las células fueron incubadas con Acs anti-
CD8a o anti-CD4 (segun correspondiera) marcado con APC y Acs anti-Va2 o

KJ1-26 (Acs especificos contra el receptor TCR que reconoce el Ag OVA)
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marcado con PE. Todos los Acs fueron diluidos en FACS buffer como se explico

con anterioridad. El anélisis se realiz6 por citometria de flujo.

®
—» %
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DO11.10 Celulas T DEC-Ova,
Langerin-Ova o
¢ Isotype-Ova
3-5 x 10° marcadas
con CFSE
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J s . . (]
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10° células PICTL marcadas con CFSE. El
analisis se realizo por citometria de flujo tres dias Intensidad CFSE
mas tarde de la inoculacion del antigeno.

Para poder analizar estos graficos lo que se tiene que tener en cuenta es
que las células OT-I, OT-II y DOI11.10 estan marcadas con una cantidad
especifica de CFSE. Luego de una division celular, cada célula hija recibe la
mitad de dosis del colorante y asi el colorante se va diluyendo en cada divisién
celular, permitiendo, de esta forma, observar el nimero de divisiones celulares

que ocurrieron in vivo (Figura B).

9. MICROSCOPIA

Los animales fueron sacrificados y las orejas de los mismos fueron
extirpadas. Las orejas fueron cortadas a la mitad e incubadas con una solucion
precalentada de EDTA 0.5 M (Gibco) por 2 hs. Los segmentos fueron luego

lavados con PBS por 30 min a 4° C. La epidermis fue separada de la dermis
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utilizando un juego de pinzas. La epidermis fue extendida y fijada por 20 min con
acetona fria (-20° C), lavada con BSA 0,2 %, bloqueada con BSA 1 % por 1h y
tefiida. La tincion fue realizada con L31 + anti- Rat Alexa 488 (Invitrogen) y
MHCII Biot + estreptoavidina Alexa 555 (Invitrogen). Los segmentos fueron
luego lavados y montados con liquido de montaje (Aqua-Poly/Mount,
Polysciences, Inc). Las muestras fueron analizadas con el microscopio de

fluorescencia (Sistema Zeiss LSM 510).

6.2 TINCION DE BAZO Y PLN PARA MICROSCOPIA

El bazo y pLN de animales Balb/c fueron removidos, embebidos en el
compuesto de temperatura 6ptima (OCT) y congelados a -80° C. Las secciones
congeladas fueron cortadas a 5-10 um en un cridstato y luego fijadas con acetona
fria (-20° C) por 20 min. Todas las incubaciones fueron realizadas en cdmara
hiimeda. Las secciones fueron primero bloqueadas con suero de raton al 5 % en
buffer FACS. Los Acs primarios fueron B220 Alexa 647, L31 purificado y CD11c
purificado. Los Acs secundarios fueron anti- rata Alexa 555 (para L31) y anti-
hamster FITC + anti FITC Alexa 488 (para CDllIc). Las secciones fueron
montadas con Aqua-Poly / Mount y preservadas a 4° C hasta ser examinadas en el

microscopio.

10. MIGRACION DE LAS LC A LOS PLN

Las orejas de los animales fueron pintadas de los dos lados con 25 ul de
FITC (5 mg / ml) diluido en dibutilftalato (Sigma-Aldrich): Acetona 1:1. Luego
de cuatro dias los animales fueron sacrificados y se removieron los ganglios de
drenaje (cérvico-auricular). Los LN fueron luego tratados como se describe en la

seccion 6.2.
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11. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo el test de Student para revelar diferencias significativas en la
inducciéon de moléculas coestimuladoras y inhibidoras por CD derivadas de
médula d6sea. Los resultados se expresan como la media +/- SE. En todos los casos

las diferencias se consideraron significativas cuando p<0,05.
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Las CD son las principales células presentadoras de antigenos capaces de

inducir inmunidad contra antigenos foraneos *°'. Sin embargo, las CD tienen que
sufrir dos procesos separados para convertirse en grandes inductoras de la
respuesta inmune. Un grupo de eventos involucra la captura, procesamiento de los
Ags y el ensamblado de los mismos en moléculas MHC que puedan ser
reconocidos por las células T. Con respecto a esto, en los tejidos tumorales, los
antigenos pueden derivar de células tumorales muertas. Las CD pueden fagocitar
células tumorales apoptoticas o necroticas: se ha sugerido que CD36, avps, y
asialoglucoproteinas que se expresan en la membrana de CD inmaduras humanas
estan involucradas en la fagocitosis y la presentaciéon de células apoptéticas °* 22,
El segundo grupo de eventos son aquellos que inducen la diferenciacion a CD
funcionalmente maduras. Estos eventos son los que permiten que las CD pueda
llegar a los organos linfoides secundarios donde la inmunidad adaptativa
comienza, asi como también poseer alta capacidad de unién a las células T y
capacidad de estimular a las mismas *”*. Experimentalmente, una gran variedad de
estimulos se han utilizado para inducir la activacion de las CD, incluyendo medio
condicionado de monocitos 204, mezclas de diferentes citocinas, ej. TNF-a, IL-6,
IL-1B y PGE2 ?* y ligandos de TLR *°* ?"’. Sin embargo, ultimamente se ha
observado que la maduracion y funcion de las CD estan intimamente influenciada
por el microambiente '*°.

En particular, en el microambiente tumoral, la funcionalidad de las CD
puede ser moldeada por las células tumorales. Muchos estudios han demostrado

. . 208, 209
una acumulacion de las CD inmaduras en ratones con tumores ~ y en

210, 211

pacientes con cancer . Las consecuencias de la presencia de CD no

diferenciadas, inmaduras o en reposo son evidentes: la generacion de linfocitos T

74,212 134,205

incapaces de responder o cé¢lulas Treg

El aumento en el nimero de CD inmaduras en el microambiente tumoral
puede ser consecuencia de factores intrinsicos: ausencia de sefiales de activacion
de las CD en el ambiente tumoral. Sin embargo, algunos trabajos recientes

sugieren que el aumento de las CD inmaduras no se debe a un proceso pasivo,
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sino mas bien activo, en el cual las células tumorales impiden la maduracion de
las CD ' 2% Debido a que el cancer es un proceso lento, como una infeccién
cronica, el cual ocurre durante varios anos, es dificil evaluar cambios en las CD
ocurridos tempranamente luego de la interaccion con las células tumorales. Fue
por ello que el primer objetivo de esta tesis doctoral fue evaluar el estado de
activacion de las CD luego de la interaccion inicial con las células tumorales

in vitro e in vivo.

1.1 INDUCCION Y DETECCION DE APOPTOSIS DE CELULAS TUMORALES

La muerte celular programada o apoptosis es un proceso fisioldgico
utilizado por organismos multicelulares para el desarrollo y la homeostasis tisular,
asi como también para la eliminacion de células infectadas, mutadas o dafiadas.
Las células apoptdticas presentan caracteristicas morfologicas distintivas 2> que
incluyen la redistribucion de fosfolipidos de la membrana plasmatica como la
fosfatidilserina que pasa de la cara interna de la membrana a la cara externa,
condensacion del citoplasma y de la cromatina. Ademas se produce el clivaje
internucleosomal del DNA por activacion de endonucleasas que degradan la
cromatina en fragmentos de 300 kb y subsecuentemente en fragmentos mas
pequeios de 50 kb dando un patrén caracteristico. Durante todo el proceso, una de
las caracteristicas mas importantes es que se mantiene la integridad de la
membrana plasmatica, por lo tanto no hay liberacion del contenido citoplasmatico.
Finalmente la célula puede fragmentarse y se liberan cuerpos apoptoticos
rodeados de membrana.

La apoptosis puede ser inducida in vitro por infeccion viral (influenza,
EBV, HIV 1), radiacién (rayos X, y, luz UV), ausencia de suero, tratamiento con
drogas, etc. En este trabajo la apoptosis de las células tumorales (TC-1, B16 y
J558) fue inducida por radiacion de tipo y. La apoptosis fue evidenciada por
citometria de flujo utilizando el reactivo Anexina V-FITC que se une con gran
afinidad a la fosfatidilserina, la cual, como se explicd en el parrafo anterior,
cambia de ubicacion como consecuencia de la muerte apoptdtica. Ademads, se
utilizo IToduro de Propidio para identificar las células muertas. Las células que

permanecieron sin irradiar mostraron un nivel basal de apoptosis de 3-5 %
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caracterizado por la tincion Anexina V' y IP” (Figura 1). Ademas, en el cultivo se
pudo visualizar también que el 12-15 % de las células presentaron tincion
Anexina V' / IP" indicando necrosis secundaria. Dada nuestra experiencia previa
con las células de melanoma murino B16 * y las células de plasmocitoma murino
J558 % se decidio irradiar las células TC-1 con 75 Gy (7500 rads).
Inmediatamente luego de la irradiacion se observo un aumento de las células
apoptoticas: 35-36 % de la poblacion presentaba fosfatidilserina en su membrana
externa (Figura 1, Anexina V' / IP). Estas células fueron cultivadas con el
objetivo de observar como variaba el porcentaje de células apoptoticas en el
tiempo. 24 hs luego de la irradiacion se observo que el 25 % de las células podian
ser consideradas apoptoticas, mientras que el nimero de células que se
encontraban en necrosis secundaria habia aumentado un 10-15 %. A medida que
el tiempo de cultivo transcurria (48 hs, 72 hs), se pudo observar un aumento de
células necroticas y disminucion de células apoptoéticas, siendo a las 72 hs la

mayoria del cultivo Anexina V' /IP" (Figura 1).
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FIGURA 1. Deteccion de apoptosis en células TC-1. Células TC-1 viables o irradiadas (75 Gy)
fueron cultivadas durante 24, 48 o 72 hs. La apoptosis fue evidenciada tiflendo con Anexina V-
FITC y loduro de Propidio (Davis Science 1993) luego de lo cual se realizé un analisis por
citometria de flujo. La apoptosis temprana fue caracterizada por la tincion Anexina V' /IP" y la
necrosis secundaria por la tincion doble positiva.

Resultados similares fueron reproducidos con la linea tumoral J558 y la

linea tumoral de melanoma murino B16 (resultados no mostrados, * '*°

). En este
trabajo, estas células tumorales son definidas como células tumorales irradiadas.
De las diferentes condiciones de cultivo ensayadas, la ausencia de cultivo luego de

la irradiacidn result6 ser 6ptima, obteniéndose un mayor porcentaje de células en
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apoptosis temprana. Esta fue la condicion utilizada a lo largo de este trabajo de

tesis doctoral.

1.1 LAS CD SE DIFERENCIAN FENOTIPICAMENTE EN PRESENCIA DE LAS

CELULAS TUMORALES

Para la induccion de una respuesta inmune, las CD tienen que sufrir un
proceso de maduracion que depende, en parte, de la induccion y/o aumento de la
expresion de moléculas coestimuladoras, asi como también un aumento en la
expresion de MHC y otras moléculas inmunoldgicamente relevantes como CD40.
En pacientes con cancer y en modelos tumorales murinos, se ha observado una
disminucion en el nimero de CD fenotipicamente maduras 2** 2. Sin embargo,
como se menciond anteriormente, es importante tener en cuenta que el cancer es
un proceso lento, parecido a una infeccion cronica, el cual puede ocurrir durante
varios afios, con lo cual es complicado determinar exactamente cambios ocurridos
en las CD en estadios tempranos del contacto con las células tumorales. Los
estudios in vitro con CD, a pesar de sus limitaciones funcionales, permiten
determinar el efecto directo de las células tumorales sobre las CD en distintos
estadios del proceso tumoral.

En este trabajo, se utilizaron CD derivadas de progenitores de médula 6sea
de ratones C57Bl/6 o de ratones Balb/c. Los progenitores fueron incubados por 5
dias en presencia de GM-CSF, como fue descrito previamente **°. Esta incubacion
permite la diferenciacion de precursores de médula 6sea a CD inmaduras, las
cuales se caracterizan por la doble expresion de los marcadores CD11c y CD11b
(Figura 2). En este cultivo también se encontrd una poblacion minima de células
negativas para el marcador CDIllc, pero positivas para CDI11b, las cuales
correspondian a precursores de CD o a macréfagos (Figura 2, **°). El porcentaje
de células CD11c” CDI11b" en el cultivo primario no se vio afectado por la

estimulacion con LPS (Figura 2, panel izquierdo).
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FIGURA 2. Diferenciacién de CD a partir de precursores de médula ésea. Precursores de
médula dsea fueron cultivados en presencia de GM-CSF por 5 dias. Transcurrido este tiempo,
las células en suspension fueron cosechadas. Las células fueron marcadas con CD11¢c-APC y
con Acs anti-CD11b marcados con FITC. Se puede observar que el 60 % de la poblacion co-
expresa CD11c y CDI11b. La proporcion de CD en el cultivo no se ve afectada por la
estimulacion de las mismas por 24 hs con 0.1 pg/ml de LPS (panel izquierdo).

Las CD doble positivas son CD con un fenotipo superficial inmaduro,
caracterizado por la baja expresion de moléculas coestimuladoras, MHCII y
CDA40, asi como también moléculas inhibidoras B7-DC y B7-H1 (Figura 3 A y B).
Sin embargo, cuando estas células son cultivadas por 24 hs en presencia de los
ligandos de TLR, LPS y poly IC, tienen la capacidad de aumentar la expresion de
los marcadores de superficie (Figura 3 A y B).

Con el objetivo de observar el efecto de las células tumorales en la
activacion de las CD inmaduras en los primeros momentos de contacto,
progenitores de médula 6sea fueron cultivados por 5 dias en presencia de GM-
CSF. Las células no adherentes fueron cosechadas, lavadas, contadas y cultivadas
con células tumorales TC-1 irradiadas en una relaciéon 1:1. Las células fueron
analizadas 24 hs mas tarde por citometria de flujo para el estudio de los
marcadores de superficie. Las CD fueron identificadas por la doble tincion CD11c
y CDI11b, ademas de los siguientes marcadores de superficie: CD40, CD80,
CD86, CD69 y MHCII.

En la figura 3A se puede observar que las células tumorales irradiadas
inducen cambios fenotipicos en las CD: aumento en la expresion de CD69, CD40,
MHCII y un aumento marginal pero reproducible en CD86. Estos cambios, sin
embargo, fueron mas marcados cuando las CD fueron estimuladas con LPS o poly

IC. Las células tumorales viables, por otra parte, también indujeron cambios
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fenotipicos en las CD, aunque estos cambios fueron menores, con un incremento
minimo en las moléculas coestimuladoras (Figura 3A). Dado que las células
tumorales irradiadas inducen cambios fenotipicos mas profundos que las células
tumorales viables, se pensdé que una pequenia cantidad de células tumorales
apoptoticas en los cultivos inducian la activacion de las CD. Para excluir esta
hipotesis se disminuy¢ la cantidad de CD en el cultivo (1:10, CT:CD, Figure 3A).
Esta disminucion resulto en la perdida del efecto estimulador.

Sorprendentemente, las CD cultivadas con células tumorales viables o
irradiadas incrementaron la expresion de las moléculas inhibitorias B7-DC, B7-
H1 y CD80 (Figura 3A y B). Con el objetivo de observar si este cambio en los
marcadores de superficie era causado especificamente por las células tumorales,
las CD fueron cultivadas con esplenocitos singénicos en una relacion 1:1. Como
era esperado, los esplenocitos singénicos no indujeron cambios fenotipicos en las
CD (Figura 3B).

A diferencia de los cambios inducidos por los ligandos de TLR, los
cambios inducidos por las células tumorales fueron transitorios, retornando a
niveles basales a las 48 hs post-estimulacion (Figura 3C).

Resultados similares fueron obtenidos cuando otras lineas tumorales,
como la linea tumoral de melanoma murino B16 y la linea tumoral de
plasmocitoma murino J558 (Balb/c), fueron utilizadas en los co-cultivos (Figura
3D).

Estos resultados demuestran que tanto células tumorales viables como
células tumorales apoptoticas inducen la diferenciacion de las CD derivadas de
médula dsea, caracterizada por un aumento en los marcadores de superficie,
especialmente marcadores relacionados con la inhibicion de la respuesta inmune
(CD80, B7-DC y B7-H1). Ademas, el efecto observado es dependiente del
nimero de células tumorales agregadas al cultivo, ya que una disminucion del
nimero de células tumorales estd relacionada con una disminucion del efecto

sobre las CD.
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FIGURA 3. Las células tumorales inducen cambios fenotipicos en las CD. Progenitores de
médula dsea de ratones C57B1/6 fueron cultivados en presencia de GM-CSF por 5 dias, luego de
lo cual las CD inmaduras fueron cosechadas e incubadas con células tumorales irradiadas en una
relacion 1:1 o 1:10, con esplenocitos singénicos, o LPS (0.1 pg/ml) o poly IC (25 pg/ml). Las
BMCD fueron tefiidas con CD11c-PE, CD11b-APC y anticuerpos conjugados con FITC anti-
CD40, CD86, CD80, CD69, MHCII, B7-DC, B7-H1 o Rat IgGsa. A. CD derivadas de médula
oOsea cultivadas por 24 hs en ausencia de estimulos (Nil) o con los estimulos indicados. B. Como
en la figura A, pero la induccion de las moléculas inhibidoras y coestimuladoras se muestran
como el aumento sobre niveles basales expresados en las CD inmaduras derivadas de precursores
de ratones C57Bl/6 (panel izquierdo, media de cinco experimentos independientes) o de ratones
Balb/c (panel derecho, media de tres experimentos independientes). Los resultados se muestran
como la media = SE. C. Igual que en A, pero el analisis fue realizado 24, 48 o 96 h post-
estimulacion. D. CD derivadas de médula 6sea fueron estimuladas por 12 h con células tumorales
B16 irradiadas (médula 6sea de C57Bl/6) o células tumorales irradiadas J558 (médula dsea
derivada de Balb/c). Se muestra un experimento representativo de tres con resultados similares.
En todos los casos, los niimeros representan la intensidad media de fluorescencia (MFI)

IIII LAS CD FAGOCITAN CELULAS TUMORALES APOPTOTICAS IN VIVO

CUANDO LAS MISMAS SON ADMINISTRADAS EN FORMA ENDOVENOSA

En esta parte del trabajo se investigd si los cambios fenotipicos
observados en las CD in vitro ocurrian también in vivo. Para ello se necesitaba un
modelo in vivo que permitiera observar el efecto de las células tumorales sobre las
CD luego de la interaccion inicial. Se decidi6 utilizar un modelo previo, en el cual
las células tumorales apoptoticas son administradas en forma endovenosa en
ratones Balb/c '*°. Cuando 20 x 10° células tumorales de mieloma, J558, son
inoculadas i.v., una pequefia poblaciéon de CD de bazo (el subgrupo CD11c¢” CD8"
%) es responsable de la fagocitosis de estas células. Estos resultados se pueden
observar en la figura 4A. Células J558 fueron marcadas con CFSE previa
irradiacion y fueron inyectadas i.v. en ratones Balb/c. Dos horas luego de la
inoculacion, los animales fueron sacrificados y se extirpo el bazo. La fagocitosis
fue documentada por citometria de flujo para lo cual se realiz6 un enriquecimiento
de células dendriticas por medio de un colchon de albimina bovina (BSA). Estas
células fueron tefiidas con Acs anti-CD11c y Acs anti-CD8 y se observaron las
células fagociticas CD11c" CD8" y CFSE".

Como se puede observar en la figura 4A, las células tumorales apoptoticas

inoculadas i.v. son eficientemente endocitadas por CD de bazo tan rapido como 2
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hs luego de su inyeccion. Por otra parte, al igual que los resultados previamente
publicados (Iyoda J exp Med 2002), el material tumoral marcado con CFSE solo
se encontrd en las CD CD11c” CD8" y no en las CD11¢” (Figura 3B). Ademas del
analisis por citometria de flujo, decidimos realizar un andlisis por microscopia
confocal. Para esto marcamos las células tumorales con CFSE previa irradiacion
de las mismas. 20 x 10° células tumorales apoptoticas CFSE" fueron inyectadas en
forma endovenosa y 45 minutos mas tarde el bazo fue extirpado. La suspension
celular de bazo fue tratada como se explica en los materiales y métodos y luego se
realiz6 una tincion con anticuerpo anti-CD11c. En la figura 4 se puede visualizar
claramente una célula tumoral apoptotica marcada con CFSE (verde) que fue

endocitada por una CD marcada con CD11c (rojo).

A . Noinjection  lIrradiated J558~

Lo -
[T DT T S

CFSE

CDlle J558 CFSE S e

+ Inyeccibn
del tumor

- Inyeccion
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FIGURA 4. Endocitosis de células irradiadas por CD CD11c¢" CD8" de bazo. A. Endocitosis de
20 x 10° células tumorales irradiadas CFSE" inyectadas i.v. 12 hs luego de la inoculacion, la
suspension celular de bazo fue tefiida para CD11c y CD8 y analizada por citometria de flujo. B.
Los ratones fueron inyectados i.v. con 20 x 10° células tumorales apoptoticas marcadas con
CFSE. 45 minutos luego de la inoculacion, las CD fueron obtenidas como se explica en
materiales y métodos y tefiidas con anticuerpos anti-CD11c. En esta figura se muestra una
microscopia confocal, en la cual las CD se observan en rojo (PE) y las células tumorales en verde
(CFSE). Aumento 1000X.
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I.IV LA ENDOCITOSIS DE CELULAS TUMORALES APOPTOTICAS PRODUCE

CAMBIOS RAPIDOS EN LOS MARCADORES DE SUPERFICIE DE LAS CD IN vIvo

Para evaluar el estado de maduracion de las CD luego de la fagocitosis de
células tumorales apoptoticas se inyectaron células tumorales irradiadas que
previamente habian sido tefiidas con CFSE. A distintos tiempos luego de la
inoculacion de las células tumorales, se realizaron suspensiones de bazo y las
mismas fueron tefiidas con Acs anti-CD11c en presencia de Acs anti- CD40, 80,
86, B7-H1, B7-DC y MHCII. Como se muestra en la figura 5, la poblacion total
de CD (CDI11c") en el bazo de los ratones inoculados con células tumorales no
mostré cambios significativos (Figura 5, linea media). Sin embargo, cuando se
analizaron las CD que habian fagocitado las células tumorales (CD11c’ / CFSE")
se observaron cambios fenotipicos en CD40, CD86 y MHCII tan rapido como 2
hs luego de la inoculacion de J558. Otras moléculas de superficie como CD80, asi
como también las moléculas inhibidoras B7-DC y B7-H1, mostraron una cinética
de induccion mas lenta, comenzando a las 12 hs luego de la inoculacion de las
células tumorales (Figura 5). El efecto por las células tumorales fue muy distinto
al observado cuando se inocul6 LPS i.v., el cual indujo un aumento en todos los
marcadores examinados y en todas las CD (Figura 5).

En conclusion, la administracion de células tumorales in vivo induce la
expresion de moléculas coestimuladoras e inhibidoras pero solo en aquellas CD
que fagocitaron células tumorales, lo cual indica la necesidad de contacto entre las
CD y las células tumorales para que ocurra este efecto. Ademas, es importante
recalcar que las células tumorales indujeron in vivo cambios tempranos pero
transitorios en CD86, CD40 y MHCII en las CD fagociticas, pero cambios mas
tardios y persistentes en las moléculas inhibidoras CD80, B7-DC y B7-H1.
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FIGURA 5. Las células tumorales alteran el fenotipo de las CD endociticas in vivo. Ratones
Balb/c fueron inoculados i.v. con PBS, LPS (1 pg) o con 2 x 10’ células tumorales marcadas con
CFSE previa irradiacion. Las CD de bazo fueron obtenidas 2, 12, 24 y 48 hs luego de la
inoculacion y se realizd un andlisis por citometria de flujo. Las células fueron tefiidas con
CD11c-APC, y anticuerpos conjugados con PE anti- CD40, CD80, CD86, MHCII, B7-DC y B7-
H1. Se muestran los marcadores de superficie de la poblacién total de CD CDI1lc" de los
animales inoculados con LPS (primera hilera) o los animales inoculados con células J558
irradiadas (hilera media), asi como también la expresion de los marcadores de superficie en las
CD fagociticas (doble positivas, CD11¢” CFSE’, ultima hilera). Se muestra un experimento
representativo de tres y los numeros indican MFIL.

1.V LA DIFERENCIACION DE LAS CD EN PRESENCIA DE LAS CELULAS

TUMORALES NO INDUCE LA PRODUCCION DE CITOCINAS

Ultimamente el concepto de maduracion de las CD se malinterpreta como
cambios en los marcadores de superficie (expresion alta en superficie de
moléculas coestimuladoras, CD40 y MHCII) mé4s que un cambio funcional
(capacidad de iniciar una respuesta inmune). Sin embargo, algunas observaciones
recientes demostraron que CD maduras definidas s6lo por cambios en el fenotipo,
no siempre inducen inmunidad, sino que también pueden inducir tolerancia '*°.

Por lo tanto, otros parametros, ademas de los cambios fenotipicos superficiales,

tienen que ser medidos para observar el estado funcional de las CD. Ademas de
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los cambios fenotipicos, los estimulos de maduracion inducen la secrecion de
grandes cantidades de citocinas, las cuales juegan un papel importante en la

., . o . 214, 215
activacion y la diferenciacion de las células T “™

. En la figura 6 se puede
observar que cuando las CD derivadas de médula 6sea fueron cultivadas en
presencia del ligando de TLR4, LPS, estas producen una gran cantidad de
citocinas, incluyendo IL-12, TNF-o y IL-6. Por el contrario, a pesar de los
cambios fenotipicos observados en presencia de las células tumorales, las CD
derivadas de médula 6sea fueron incapaces de producir estas citocinas en
presencia de las células tumorales (Figura 6). Estos resultados demuestran que la
diferenciacion de las CD ocasionada por las células tumorales no induce la

produccion de citocinas, lo cual podria sugerir un defecto en el proceso de

diferenciacion de las CD en presencia de las células tumorales.

Isotype Nil LPS IrrTC-1 IrrB16

12h

24h

K CD11c .

FIGURA 6. Ausencia en la expresion de citocinas en CD cultivadas con células tumorales.
Progenitores de médula dsea de 5 dias de cultivo fueron estimuladas por 12 o 24 hs con LPS
(0.1 pg/ml) o con células tumorales irradiadas (B16 o TC-1) y luego examinadas para la
produccion de IL-12, IL-6 o TNF-a. BFA (2.5 pg/ml) fue agregada en las ultimas 12 hs de
cultivo. Los graficos son de células positivas para CD11b y son representativos de tres
experimentos con resultados similares.
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DISCUSION

Las respuestas inmunes adaptativas son inducidas, coordinadas y reguladas
por las CD **. Las CD tienen la doble funcién de inducir o suprimir la respuesta
inmune. Mientras CD maduras inducen potentes respuestas inmunes mediadas por
linfocitos Thl y son consideradas inductoras de respuestas inmunes anti-

70" las CD inmaduras pueden inducir linfocitos T incapaces de

74,212,216

tumorales

134, 205

responder o células Treg

La presencia de CD funcionalmente maduras son raras en pacientes con

cancer 210, 211 208, 209

y en animales con tumores . Inicialmente, se pens6 que la
ausencia de CD maduras en el microambiente tumoral se debia a la ausencia de
sefales de activacion. Sin embargo, recientemente, se ha observado que las
células tumorales tienen la capacidad de bloquear la maduracion de las CD
mediante varios mecanismos, los cuales incluyen la produccién o expresion de
varios factores como VEGF 208, IL-6 217, M-CSF 217, TGF-B 218, IL-10 172, 60), ¢
1 PGE2 ' 2" y gangliosidos '”. En esta parte del trabajo, a diferencia del
fenotipo inmaduro reportado anteriormente, se encontré que las CD expuestas a
varias lineas tumorales murinas adquieren un fenotipo superficial caracterizado
por la expresion predominante de moléculas inhibitorias, como B7-DC, B7-H1 y
CDS80, y la ausencia de produccion de citocinas necesarias para la activacion y
diferenciacion de linfocitos T. Estos resultados sugieren fuertemente que las
células tumorales modifican activamente la diferenciacion de las CD.

Un obstaculo considerable en el uso de las CD para las vacunas contra el
cancer puede ser la presencia de células T con funciones reguladoras. A pesar que
estas células T tienen un papel muy importante en la prevencion de las
enfermedades autoinmunes, poseen también la capacidad de inhibir la inmunidad
anti-tumoral y promover el crecimiento del tumor. Existen muchos trabajos en
este momento que apoyan este papel inhibitorio de las células Treg. Un aumento
de células T CD4" CD25" se ha observado en sangre periférica y en tejidos de
pacientes con cancer '°" **°. En particular, en raton, las células T CD4" CD25"
expresan constitutivamente CTLA4 **!' y la administracion de anticuerpos
bloqueantes anti- CTLA4 ' o0 CD25 '** en ratones con tumores disminuye el

tamafio tumoral y mejora la terapia inmune. Ademads, en ratones con melanoma

inducido por la linea tumoral B16, fue demostrado formalmente que las células
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Treg juegan un papel primordial ***. En este estudio, el cultivo de CD derivadas
de médula 6sea con alto niimero de células tumorales (1:1, CD:CT) indujo la
expresion de CD80 en las CD. Se ha demostrado que CD8O0 tiene alta afinidad por
CTLA4 ', Por lo tanto, in vivo, estas CD diferenciadas en presencia de células
tumorales podrian estimular células Treg a través de la interaccion CTLA4-CD&0.
Ademas, CTLA4 en ratones (asi como también PGE2, ***) aumenta la expresion
de la enzima indoleamina 2,3 dioxigenasa (IDO) en las CD 4 La actividad de

22

IDO resulta en la eliminacién del aminoacido esencial triptofano ** y en la

acumulacion de metabolitos toxicos, lo cual inhibe la activacidon de los linfocitos
T e induce la apoptosis de los mismos %%,

Otra molécula que se expresa en las células T reguladoras es PD-1 >, el
receptor de B7-H1 y B7-DC. En este trabajo se demostro que las CD co-
cultivadas con células tumorales expresan niveles altos de estas dos moléculas. /n
vivo, la interaccién B7-PD1 puede reducir la produccion de IL-12 por las CD '”°
disminuyendo asi su inmunogenicidad.

En conclusion, en este capitulo se demostrd que las células tumorales
inducen la diferenciacion de las CD. Este estado de diferenciacion esta
caracterizado por altos niveles de moléculas inhibidoras, bajos niveles de
moléculas coestimuladoras y la no produccién de citocinas. Las CD con estas
caracteristicas podrian estar incapacitadas para iniciar potentes respuestas
inmunes. Por el contrario, estas caracteristicas podrian estar asociadas con la

induccion de tolerancia inmune.

60



LAS IDA POR

LOS LIGANDOS DE TLR

El microambiente tumoral est4 caracterizado por la falta de moléculas que
promueven la diferenciacion y funcion de las CD (GM-CSF, IL-4 y citocinas que
inducen respuestas de tipo Thl), pero es abundante en moléculas que suprimen la
diferenciacion y funcion de las CD: VEGF, IL-6, IL-10, TGF-$3, M-CSF, PGE2,
COX2) % %! Este patron molecular aberrante afecta profundamente y
activamente la inmunidad anti-tumoral.

En este trabajo se observo el efecto directo de las células tumorales sobre
las CD (Capitulo I). Las CD en contacto con las células tumorales in vivo e in
vitro mostraron un desequilibrio en la expresion de moléculas coestimuladoras e
inhibidoras. Las CD que interactuaron con las células tumorales expresaron
niveles bajos de moléculas coestimuladoras (CD86), asi como también baja
expresion de CD40 y MHCII. Sin embargo, estas CD expresaron altos niveles de
moléculas inhibidoras (B7-DC, B7-H1 y CD80). Las CD con este patron de
expresion tienen la capacidad, in vivo, de inducir células Treg y favorecer la
induccion de tolerancia inmune '**2'°,

Es por ello que para la inmunoterapia del cancer es necesario utilizar
potentes sefiales de activacion de las CD que reviertan este fenotipo inhibidor a un
fenotipo estimulador (aumento de moléculas coestimuladoras, disminucion de
moléculas inhibidoras y secrecion de citocinas necesarias para la activacion de
linfocitos Th). Una de las sefiales de activacion que se podrian utilizar son los
ligandos de TLR. Los TLR son una familia de receptores que consisten en mas de
10 miembros proteicos tanto en raton como en humanos, los cuales han emergido
recientemente como componentes cruciales para la activacion de programas de

130 Varias caracteristicas de las CD estimuladas con TLR

maduracién en CD
hacen que estos ligandos sean atractivos para su uso en la inmunoterapia del
cancer. Primero, la union de los TLR a sus receptores estimula la maduracion de
las CD, generando CD completamente funcionales '*°. Segundo, los ligandos de
TLR3 y TLR4 tienen una funciéon importante en la presentacion cruzada y la

232

induccioén de linfocitos CTL “**. Tercero, las células NK y NKT pueden ser

activadas por CD maduras pre-tratadas con un agonista del TLR3 ***. Cuarto, la
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estimulacion con el ligando de TLR4 en las CD bloquea la actividad inhibitoria de
las células Treg CD4" CD25" ***. Por lo tanto, los ligandos de los receptores
TLR3 y TLR4 pueden ofrecer una oportunidad para activar las CD y revertir el
fenotipo inducido por las células tumorales.

Fue objetivo de este capitulo, observar la capacidad de las CD co-

cultivadas con células tumorales de responder a los ligandos de TLR.

I1.I LAS CD NO RESPONDEN A LIGANDOS DE TLR EN PRESENCIA DE LAS

CELULAS TUMORALES

Si las células tumorales poseen un mecanismo para evadir la respuesta
inmune inhibiendo la maduracion de las CD, era necesario observar si esto ocurria
también en presencia de estimulos inflamatorios que, en condiciones normales,
poseen la capacidad de activar las CD. Este punto fue importante no sélo porque
los ligandos de TLR han sido sugeridos para la inmunoterapia del cancer 2** 2,
sino también porque era necesario observar si la ausencia de expresion de
moléculas coestimuladoras en presencia de las células tumorales se debia a la
ausencia de sefiales de activacion en el microambiente tumoral (efecto pasivo) o a
un defecto en la diferenciacion / maduracion de las CD en presencia de las células
tumorales (efecto activo).

Progenitores de médula 6sea de ratones C57Bl/6 fueron cultivados con
GM-CSF por 5 dias y luego por 24 hs con los ligandos de TLR, LPS o poly IC, en
presencia o ausencia de células tumorales. Como se muestra en la figura 7, LPS y
poly IC indujeron cambios fenotipicos caracteristicos de CD maduras. Sin
embargo, la presencia de las células TC-1 irradiadas en el cultivo inhibid
parcialmente la expresion de varios marcadores de superficie necesarios para la
induccién de la respuesta inmune, incluyendo las moléculas coestimuladoras
CD40 y CD86, asi como también MHCII y CD69 (Figura 7A y B). Estos efectos
inhibitorios fueron también confirmados con otras lineas tumorales, como la linea
B16 de melanoma murino (Figura 7A y B). A pesar que las células tumorales B16
no alteraron significativamente la expresion de CD86 y CD69 en CD activadas
con LPS, el aumento en la expresion de CD40 y MHCII inducido por LPS fue
impedido en presencia de las mismas. Ademas, cuando las CD fueron incubadas

con poly IC en presencia de células B16, se observd un impedimento de la
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induccion de todos los marcadores analizados (CD40, CD86, CD80 y MHCII).
Por el contrario, las células tumorales irradiadas (B16 o TC-1) no inhibieron la
induccién de la expresion de moléculas como B7-H1 y CD80 en presencia de
ligandos de TLR (Figura 7A).

Con el objetivo de estudiar en profundidad el impacto de las células
tumorales sobre la maduracion de las CD en presencia de ligandos de TLR, se
analiz6 la produccion de citocinas. Como se muestra en la figura 7C, las células
tumorales impidieron la produccion de citocinas inducidas por LPS. Este
impedimento fue observado inclusive cuando la concentracion de LPS en el
cultivo se aumentd 10 veces de la concentracion original (Figura 7D). Sin
embargo, los efectos inhibitorios fueron observados solamente con alto nimero de
células tumorales (1:1 CT:CD, resultados no mostrados). Por otra parte, células no
tumorales (esplenocitos singénicos) no interfirieron con la maduracion de las CD
inducida por los ligandos de TLR (Figura 7D). Cabe destacar que el efecto
observado no fue consecuencia de apoptosis de las CD inducida por las células
tumorales, lo cual fue corroborado por citometria de flujo luego de tinciones con
Ioduro de Propidio (resultados no mostrados).

Las células tumorales tienen la capacidad de secretar una gran cantidad de
factores que pueden ser los potenciales causantes del efecto inhibidor. En esta
tesis se investigd la influencia del sobrenadante de cultivo de células tumorales
sobre las CD (resultados no mostrados). Sorprendentemente, se encontrd que las
células tumorales usan factores solubles y contacto célula-célula ya que el
sobrenadante de cultivo de las células tumorales tuvo un efecto inhibitorio parcial
sobre la maduracion inducida por LPS o poly IC (resultados no mostrados). Las
moléculas tumorales solubles o de superficie que participan en la inhibicion de la
maduracion de las CD inducida por TLR en este sistema permanecen
desconocidas y requieren de mas investigacion.

Estos resultados indican que las células tumorales inducen la inhibicion de
la diferenciacion / maduracion de las CD derivadas de médula 6sea en presencia

de ligandos de TLR. Este efecto no se observa con células normales.
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FIGURA 7. Inhibiciéon de la maduracion de las CD inducida por ligandos de TLR en
presencia de células tumorales. A. CD derivadas de médula 6sea (5 dias) fueron estimuladas
con 0.1 pg/ml de LPS o 25 pg /ml de poly IC en presencia o ausencia de células tumorales
irradiadas (B16 o TC-1) o esplenocitos singénicos. Luego de 24 hs, las células fueron cosechadas
y tefiidas con CD11¢c-APC, CD11b FITC y Acs conjugados con PE anti- CD40, CD86, CD69,
MHCII o B7-DC. Los histogramas son representativos de 4 experimentos con resultados
similares y los numeros representan MFI. B. Como en A, pero la induccion de CD40, CD80 y
B7-H1 fue medida por citometria de flujo y los valores medios de las MFI de tres experimentos
independientes fueron calculados como porcentaje de la induccidon de estos marcadores por el
ligando LPS (panel izquierdo) o poly IC (panel derecho). Los resultados se presentan como la
media + SE. ** No significativo. C. Como en A, pero las CD fueron estimuladas por 12 hs en
presencia de BFA (2.5 pg/ml), luego de lo cual se realizd una tincion intracelular para IL-12, IL-
6 y TNF-a. D. Como C, pero el estimulo fue por 24 hs con 0.1 pg/ml o 1 pg/ml segun se indica.
Los resultados son representativos de tres experimentos independientes.

II.LII LA DIFERENCIACION DE LAS CD INDUCIDA POR LAS CELULAS

TUMORALES NO ES REVERTIBLE

A continuacion fue importante examinar si el efecto inhibidor de las
células tumorales sobre las CD podia ser revertido eliminando las células
tumorales del cultivo. Con este objetivo, se estudio si la exposicion previa de las
CD a las células tumorales afectaba la habilidad de las mismas de activarse
posteriormente con ligandos de TLR. Las CD fueron cultivadas en presencia de
células tumorales irradiadas, TC-1 o B16, o en presencia de ligandos de TLR
(LPS o poly IC). 96 hs mas tarde, las células CD11c" fueron seleccionadas
positivamente con perlas magnéticas MACS vy cultivadas en ausencia de células
tumorales con LPS o poly IC. Como se puede observar en la figura 8 A y B, las
CD pre-cultivadas con células tumorales no respondieron posteriormente a la
estimulacion con ligandos de TLR. Ademads, como se esperaba, las CD pre-
cultivadas con LPS no respondieron a estimulos posteriores con LPS o poly IC **°.
Por el contrario, CD cultivadas con poly IC respondieron a estimulos posteriores
con poly IC o LPS (Figura 8A y B). Es importante recalcar que las CD derivadas
de médula 6sea estaban viables en el momento de la segunda estimulacion, lo cual
fue evaluado por exclusion del colorante azul tripano y por citometria de flujo
luego de la tinciéon con loduro de Propidio (resultados no demostrados).

Con el objetivo de observar si este efecto inhibidor era dependiente del

numero de células tumorales en el cultivo celular, las CD fueron pre-cultivadas
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con células tumorales en una relacion 1:1 o 1:10 (CT:CD). Sorprendentemente, se
observd que las células tumorales inhiben la expresion de moléculas
coestimuladoras inducidas por LPS solamente cuando el pre-cultivo fue realizado
con alto numero de células tumorales (relacién 1:1 CD:CT). El pre-tratamiento de
CD con un alto numero de células tumorales (relacion 1:1) inhibié completamente
la expresion de CD40 inducida por LPS (Figura 8B), mientras que un numero bajo
de células tumorales (Figura 8B) no interfirid significativamente con la expresion
de CD40 inducida por LPS (Figura 8B). Estos resultados concuerdan con los
resultados anteriores demostrando que un numero bajo de células tumorales
tampoco es eficiente en la induccion de moléculas coestimuladoras y inhibidoras
(Capitulo I, Figura 3).

Finalmente, se evalu6 la secrecion de citocinas. Como se puede observar
en la figura 8C, el pre-cultivo de CD con células tumorales (relacion 1:1) inhibid
la produccion de IL-12 (Figura 8C), TNF-a y IL-6 (resultados no mostrados)
inducida por LPS.

Es importante recalcar que este efecto inhibidor irreversible fue causado
solamente por células transformadas (células tumorales), ya que los esplenocitos
singénicos no interfirieron con la expresion de CD40 (Figura 8B) ni con la
produccion de IL-12 (Figura 8C) inducida por LPS.

En conclusion, en este capitulo se observd que las células tumorales
inducen un estado de diferenciacion de las CD caracterizado por la incapacidad de

responder a los ligandos de TLRs, LPS y poly IC.
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FIGURA 8. Las CD pre-cultivadas con células tumorales pierden la capacidad de
responder a estimulos posteriores con LPS y poly IC. A. CD derivadas de médula 6sea (5
dias) fueron cultivadas con células tumorales irradiadas (B16 o TC-1) en una relaciéon 1:1
(primer estimulo indicado en la primera linea). 96 hs luego de la estimulacion, células CD11c"
fueron seleccionadas positivamente con MACS vy cultivadas por 24 hs en presencia de 0.1
pg/ml de LPS o 25 pg/ml de poly IC (segundo estimulo, indicado en la columna izquierda).
Transcurrido el tiempo, las células fueron lavadas y tefiidas con CD11c-PE, CD11b-APC y
Acs conjugados con FITC anti CD40 y CD86. B. Las células CD11c" cultivadas con los
estimulos indicados fueron seleccionadas como se explico en A y estimuladas con LPS (0.1
pg/ml). La induccion de CD40 fue medida por citometria de flujo y los valores medios de la
MFI de tres experimentos independientes fue calculado como porcentaje de la respuesta
control del LPS. Los resultados se presentan como la media + SE. ** No significativo. C. Las
células CD11c" fueron incubadas en presencia de BFA para la evaluacion de citocinas
intracelulares 24 hs luego de agregado el estimulo. Los resultados son representativos de tres

experimentos.
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DISCUSION

La presencia de CD funcionalmente maduras es rara en pacientes y
animales con cancer. Sin embargo, como se explicd anteriormente, el cancer es
una enfermedad crénica, y en el momento que se identifica clinicamente, las
células tumorales han interactuado y modificado el sistema inmune para asegurar
su supervivencia. Los resultados de este capitulo y del capitulo I demuestran que
las células tumorales inducen primordialmente moléculas inhibidoras en las CD
derivadas de médula d6sea. Sin embargo, la expresion de estos marcadores es
transitoria, retornando a niveles basales tan pronto como 96 hs posterior a la
estimulacion. Este resultado puede ser malinterpretado como una falta de sefiales
de activacion o ignorancia de las CD en el microambiente tumoral. Por el
contrario, si estas CD expuestas al tumor por 96 hs son re-estimuladas con
ligandos de TLR, se puede observar una incapacidad de inducciéon de moléculas
coestimuladoras y produccion de citocinas. Este es el resultado relevante que
sugiere fuertemente que las células tumorales inducen la diferenciacion de las CD
a un estado de no-respuesta.

Tanto la presencia de CD inmaduras, inducida por factores tumorales,
como la ausencia de citocinas inflamatorias, han sido consideradas las causas
primordiales de la baja inmunogenicidad tumoral " ***, Dado que la activacion
de las CD puede ser inducida por estimulos pro-inflamatorios, se ha sugerido a los
ligandos de TLR en la terapia del cadncer. Sin embargo, en el presente estudio se
demostré que las células tumorales son fuertes reguladores negativos de la
maduracion inducida por TLR.

Las células tumorales inhibieron la induccion de moléculas
coestimuladoras CD86 y CD40 inducidas por el LPS (Figura 7). Estas dos
moléculas son esenciales para iniciar la respuesta T *”*. Ademés, la expresion de
MHCII inducida por LPS también fue reducida significativamente por la
presencia de las células tumorales. Las células tumorales inhiben la produccion de
citocinas inducida por el LPS. Ademas, tanto la producciéon de citocinas como la
expresion de marcadores de superficie no pudo ser inducida en presencia de
células tumorales cuando se aumento la dosis de LPS en el cultivo (1 pg, Figura 7,
o 10 pg, resultados no mostrados). Por otra parte, cuando el niimero de células

tumorales en el cultivo fue reducido (relacion 1:10, CT:CD), estas perdieron la
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capacidad de inhibir la sefal de activacion inducida por el LPS (Figura 8).
Resultados similares fueron obtenidos cuando se utilizé poly IC, ligando del
receptor TLR3. A diferencia de TLR4 (receptor de LPS) el cual senaliza via
MyD88, TLR3 sefaliza via TICAM-1 y por un camino mediado por el factor 3
regulado por IFN °. Estos resultados sugieren fuertemente que alto nameros de
células tumorales inhiben la maduracion / activacion de las CD inducida por LPS
y /o poly IC.

Por el contrario, esplenocitos singénicos no inhibieron la expresion de
moléculas coestimuladoras o la produccion de citocinas inducidas por los ligandos
de TLR. Estos resultados identifican a las células tumorales como reguladores
negativos de la maduracion inducida por los ligandos de TLR.

Estudios recientes demostraron que los ligandos de TLR pueden ser
utilizados en la induccion de inmunidad anti-tumoral, pero estos son efectivos
solamente para la prevencion **. Inclusive, en algunos modelos experimentales, el
uso de poly IC no previno el crecimiento tumoral '*°. Por otra parte, se demostré
previamente que la presencia de células B16 tumorales no inhibi6 la habilidad de
las CD de expresar moléculas coestimulatorias luego de la estimulaciéon con un
cocktail de ligandos de TLR **°. Sin embargo, esos estudios fueron realizados con

239
. Los resultados mostrados en estos dos

bajos niimeros de células tumorales
capitulos demuestran que el efecto inhibitorio se observa solamente con altos
nimeros de células tumorales. Bajos nimeros de células tumorales no poseen
habilidad de inducir la expresion de moléculas inhibitorias o de bloquear la
activacion inducida por los ligandos de TLR.

En conclusion, los dos primeros capitulos de esta tesis doctoral muestran
que las células tumorales tienen la capacidad de inducir la diferenciacion de las
CD. Estas CD diferenciadas expresan transitoriamente moléculas inhibitorias.
Importante, estas CD no poseen la capacidad de responder a ligandos de TLR.
Esto explica parcialmente la ineficacia de vacunas que utilizan a las células
tumorales como fuente de antigeno. Es importante, por lo tanto, disefiar

estrategias que eviten la utilizacion de células tumorales completas como fuente

de antigenos.
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N DE ANTIGENOS TUMORALES A LAS CD ViA EL RECEPTOR DEC205

Las células tumorales irradiadas como fuente de antigeno tienen una
capacidad limitada de inducir respuesta inmune protectora. Para lograr inmunidad
profilactica cuando estas células son la fuente de Ags, es necesaria la inoculacién
de grandes cantidades de células tumorales (20 x 10°, '°) o inclusive varias dosis
de la vacuna administrada en forma consecutiva (cuatro dosis, 2). Ademas, estas
vacunas tienen que ser administradas en presencia de potentes adyuvantes como la

aGalCer que activan a las CD via el sistema inmune innato (NKT, '*°

), 0 ser
manipuladas ex vivo para inducir la maduracion de las CD % Cabe mencionar que
no cualquier estimulo de maduracion de las CD puede ser utilizado en estas
vacunas: estimulos como el ligando de TLR4, poly IC, administrado en presencia
de células tumorales no permiten la expresion de moléculas coestimuladoras
(Capitulo II), ni tampoco la induccién de respuesta inmune protectora °°. Esto
sugiere la necesidad de elegir adyuvantes potentes que tengan la capacidad de
revertir el efecto inhibitorio de las células tumorales sobre las CD (Capitulo II).

2,195 .
77 es, sin embargo,

La limitacién mas importante de estas dos estrategias
la ausencia de respuesta inmune terapéutica (rechazo de tumores establecidos). A
pesar que la vacunacion con células tumorales irradiadas en presencia de aGalCer
o la vacunacion con CD derivadas de médula 6sea cargadas ex vivo con células
tumorales apoptoéticas, inducen considerable proteccion a desafios posteriores con
células tumorales viables (80-100 % de proteccion), estas vacunas son totalmente
ineficientes para la eliminacién de tumores establecidos. Existe otra estrategia, sin

1% Esta estrategia

embargo, que permite la eliminacién de tumores establecidos
es la direccion de Ags tumorales directamente a las CD in vivo. La diferencia
entre esta estrategia y las anteriores es el nimero de CD “cargadas” con los Ags
tumorales con capacidad de presentar los mismos a células CD4" y CDS".

En este capitulo se examind esta estrategia, la cual consiste en la direccion
de Ags tumorales a las CD maduras via Acs anti el receptor endocitico DEC205.
Esta estrategia tiene como ventaja que se evita la utilizacion de células tumorales

irradiadas o apoptoticas como fuente de Ags, evitando de esta forma las sefiales

inhibitorias producidas por estas. Ademas, luego de la inoculaciéon de los Acs anti
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DEC205, todas las CD CD11c¢" CDS8" del bazo y de LN son cargadas con el Ag.
Las desventajas de esta estrategia son la necesidad de elegir Ags proteicos
tumorales que permitan la regresion de los tumores y la necesidad de elegir el
correcto receptor endocitico en las CD para dirigir dichos Ags.

En particular, para la eleccion del Ag, hay que tener en cuenta que las
células citotoxicas juegan un papel incuestionable en la inmunologia tumoral **.
Por otra parte, se ha acumulado evidencia que sugiere que la respuesta CD4"

también tiene un papel muy importante en la inmunologia tumoral **'*%. L

as
células CD4" parecerian no jugar un papel en la induccién, pero si en la
persistencia de la respuesta CD8" 2**2*°_ Es por ello que existe un consenso del
requerimiento de la activacién de linfocitos CD4" y CDS8" para la induccién de
una respuesta inmune antitumoral **’. En este trabajo, considerando el papel
importante de las células CDS", se decidio utilizar un péptido citotéxico de la
proteina del papiloma humano (HPV16). Se ha encontrado tumorigenicidad de las
proteinas tempranas del HPV16 (E), entre ellas la proteina E7, la cual es un
candidato para vacunas contra el HPV. La proteina E7 ha sido ampliamente
estudiada y se han descrito varios epitopes que podrian mediar la regresion
tumoral, entre ellos el péptido CTL de unién a D" que involucra 8 aa (E7%7,
RAHYNIVTE, **). Este pequefio péptido solapa parcialmente con una secuencia
putativa Th (E7**, DRAHYNI**). Con el objetivo de incorporar completamente
la secuencia peptidica capaz de activar linficitos CD4", el péptido que se utilizé en
este trabajo fue un péptido de 35 aminodcidos de largo previamente utilizado en

- 43-77
ensayos clinicos: E7

. Este péptido no solo incluye la secuencia CTL descrita
por Feltkamp y col 8 sino que también incorpora una secuencia putativa Th 249 y
una secuencia peptidica de activacion de linfocitos B (E7***, QAEPD*¥).

Con respecto al receptor endocitico, las CD poseen un gran numero de

receptores para la captura de Ags. Algunos de estos receptores estan presentes

250, 251 86

también en otras células, como el receptor Fcy y el receptor de manosa ~.
Otros receptores, sin embargo, estan restringidos a las CD, como por ejemplo
Langerina '*', DC-SIGN #** % ¢] receptor de la asialoproteina **> y BDCA-2 ***,
Sin embargo, hasta el momento no se ha demostrado presentacion antigénica en
complejos MHCI y MHCII luego de la captura del Ag via alguno de estos
receptores. Por el contrario, se ha demostrado que DEC205, un receptor

99, 255

endocitico tipo C-lectina , media eficientemente el procesamiento y la
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presentacion de Ag en complejos MHCII y MHCI " "% 212 1a expresion de
DEC205 es alta en CD localizadas en las zonas T de los 6rganos linfoides *°° y
existe un Ac monoclonal anti-DEC205 que luego de ser inoculado en ratones es

CRC 4,196,212
dirigido a las CD 7* %212,

7477 en el Ac

En este capitulo, se conjugé genéticamente el péptido E
anti- DEC205. Este péptido tumoral fue colocado en el extremo C-terminal del
Ac anti- DEC205 con el objetivo de dirigirlo a las CD y asi aumentar la

eficiencia de las vacunas anti- tumores.

III.I CONSTRUCCION GENETICA DEL PEPTIDO CTL DE LA PROTEINA E7 EN LA

CADENA PESADA DEL ANTICUERPO ANTI DEC205

La cadena pesada del Ac anti-DEC205 fue conjugada genéticamente con
el péptido E77" del HPV16. Para ello la secuencia del péptido E7*7 fue
clonada en el extremo C- terminal de la cadena pesada del Ac anti- DEC205 y III-
10 7. I11-10, también llamado GL117, es el control de isotipo (ISO) del anticuerpo
anti- DEC205 (Rat IgG;a), pero no reacciona con CD u otras células. La region
E7%77 fue obtenida por trascripcion reversa de un extracto de ARN (1 pg)
obtenido de las células TC-1 tumorales. Una pequefia secuencia peptidica (20
aminoacidos) fue utilizada como “linker” entre la cadena pesada del anticuerpo y
el Ag. Este “linker” contienen un sitio proteolitico lo cual facilita el
procesamiento y la presentacion del Ag (Figura 9A). Para minimizar la unién de
los anticuerpos recombinantes a los receptores Fc de las CD y minimizar
reacciones inmunes contra el mAc (originalmente rata IgG,a, '*), la cadena pesada
original de los anticuerpos (anti-DEC205 o III-10) fue reemplazada por regiones
constantes raton IgGl, las cuales contienen mutaciones que interfieren con la
unioén a receptores Fc (Hawiger 2001).

Los anticuerpos recombinantes fueron producidos por células 293T
transfectadas transientemente (precipitacion con calcio) y analizados en un gel de
poliacrilamida al 10 % en condiciones reductivas (Figura 9B). Como se puede
observar en la figura 9B, la cadena pesada del anticuerpo de fusiéon migro con un
peso molecular aparente de ~55 kD, confirmando que el péptido E7"7 (~5 kD) se

encontraba exitosamente conjugado con la cadena pesada del anti- DEC205
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(50kD). La banda pequefia de 25 kD muestra la cadena liviana de los anticuerpos

recombinantes.

Para asegurar que los anticuerpos recombiantes mantenian la habilidad de
union al receptor DEC205, se midio la capacidad de union de los mismos a células
CHO transfectadas en forma estable con el receptor DEC205, o células
transfectadas con el plasmido vacio, CHO-NEO. Distintas dosis de anti DEC205-
E7%77(2,0.2 y 0.02 pg / ml) 0 ISO-E7*""" fueron incubadas con las células CHO.
Luego de 30 minutos de incubacion a 4° C, las células fueron lavadas, tefiidas con
anticuerpos PE anti- raton-IgG y examinadas por citometria de flujo. Como se
observa en la figura 9C, anti- DEC-E7"”" se uni6 a su receptor de manera dosis
dependiente, con dosis tan bajas como 0.02 pg/ml, a diferencia del anticuerpo
control ISO-E7*7"" (Figura 9C). Ademas, no se observo unién del anticuerpo anti-
DEC205-E777 0 ISO-E7*"" a células CHO-NEO (Figura 9C). En conclusion, el

Ac recombinante anti- DEC205-E7*"7 es capaz de unirse especificamente a su

receptor.
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FIGURA 9. Construccion genética del péptido E7%77 en la cadena pesada del Ac anti-
DEC205. A. Diagrama representativo de los Acs recombinantes. B. Anti- DEC205 (NLDC)
conjugado genéticamente con el peptido E7*7" y el control de isotipo (III-10, ISO) fueron
analizados en un gel de poliacrialmida al 10 % en condiciones reductoras (los pesos moleculares
en kilo daltones, kD, estan indicados). C. Capacidad de union de los anticuerpos recombinantes
al receptor DEC205 expresado en células CHO-DEC utilizando distintas dosis (0.02, 0.2 y 2
pg/ml). Se muestra un analisis de citometria de flujo luego de una tincion con Acs conjugados

con PE anti- raton IgGl1.
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IILII FALTA DE INMUNOGENICIDAD DEL PEPTIDO E7*77 CUANDO EL MISMO ES

DIRIGIDO A LAS CD ViA EL RECEPTOR DEC205

Con el objetivo de evaluar la capacidad de las CD de los 6rganos linfoides

de iniciar una respuesta inmune en contra del péptido citotoxico E7*7

C57Bl/6 fueron inoculados con anti- DEC205-E7*7" o el control de isotipo.

, ratones

Para la utilizacion de estos Acs recombinantes como vacunas, es necesario superar
la induccion de tolerancia mediada por CD inmaduras "**'**’_ Para esto, los Acs
recombinantes fueron inoculados en presencia de un estimulo de maduracion. El
estimulo de maduracion utilizado fue una combinacion del ligando de TLR3, poly
IC, y el agonista anti-CD40. Esta eleccion fue basada en datos preliminares que
demostraron que la combinacién de anti-CD40 y poly IC permiten la induccion de
inmunidad "> *°®,

Para detectar la respuesta inmune de linfocitos T, 21 dias luego de la
inoculacioén los ratones fueron sacrificados y se realizd una suspension celular de
bazo. Estos esplenocitos fueron re-estimulados con mezclas de 5 péptidos de la
biblioteca proteica E7 a una concentracion de 2 puM. La primera mezcla de
péptidos abarco la secuencia E7°% (pool 1) y estaba compuesta por 5 péptidos
solapados, de ~15 aminoacidos cada uno, con una diferencia de 3 aminoacidos por

5583 (pool 2), nuevamente

péptido. La segunda mezcla abarco la secuencia E7
compuesta por 5 péptidos solapados, de ~15 aminoacidos cada uno, con 3
aminoacidos de diferencia por péptido. También se utilizo para la re-estimulacion

un solo péptido que contiene la secuencia CTL (E7*%

). La respuesta inmune fue
monitoreada con una tincion de citocinas intracelulares (ICS) para IFN-y e IL-2.
En total se inocularon 6 grupos de ratones: a. PBS, b. anti-CD40 + poly IC, c.
anti- DEC205-E7%77 (1 pg) + anti-CD40 + poly IC, d. Anti- DEC205-E7"""" (10
ng) + anti-CD40 + poly IC, e. Iso-E7*77 (1 pg) + anti-CD40 + poly IC, f. Iso-
E7"77 (10 pg) + anti-CD40 + poly IC.

Como se puede observar en la figura 10A, no pudimos observar
produccion de citocinas por las células CD8" (Figura 10A). Sin embargo, la
produccion de citocinas se observéd cuando las mismas células se estimularon con
Acs anti- CD3 y CD28 (Figura 10 A), indicando que estas células se encontraban

viables y tenian la capacidad de responder. Ademas, esta falta de respuesta fue
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independiente de la cantidad de Ac recombinante inoculado, ya que no se pudo
observar produccion de citocinas por células T en animales inoculados con 1 pg o
10 pug de Acs recombinantes (Figura 10B). Resultados similares fueron
observados con células CD4" (resultados no mostrados). En conclusion, estos
resultados sugieren que luego de la direccion de Ags via Acs anti el receptor

DEC205, no es posible activar una respuesta inmune primaria en contra el péptido

E7%77 de HPV.
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FIGURA 10. Ausencia de activacién de la respuesta CD8" con Acs anti-DEC205-E7*77, en
presencia de anti-CD40 y poly IC. A. Ratones C57Bl/6 fueron inculados i.p. con PBS, el
estimulo de maduracién (25 pg anti-CD40 + 50 pg poly IC), 10 pg de Acs anti-DEC205-E7*
" o isotipo en presencia del estimulo de maduracion. 21 dias mas tarde, se observé el
porcentaje de células CD8" productoras de IFN-y o IL-2 luego de una corta re-estimulacion in
vitro en presencia de BFA con dos distintas mezclas de péptidos (pool 1 y 2) o con el péptido
CTL. Las células que se observan son CD3" y se muestra un experimento de tres con
resultados similares. B. Igual que en A, pero los ratones fueron inoculados con dos dosis
distintas de los Acs recombinantes (10 o 1 pg) y se observd la inmunidad 21 dias mas tarde
luego de una corta re-estimulacion con el peptido CTL en presencia de BFA. Se muestra

células CD3" CDS8" positivas para IFN-y o IL-2.

II1.IIT AUSENCIA DE RESPUESTA INMUNE DE MEMORIA LUEGO DE LA

INMUNIZACION CON ANTI-DEC205-E7*"7" EN PRESENCIA DE ADYUVANTE

Las respuestas de memoria son generalmente mas potentes que las
respuestas primarias. La incapacidad de detectar la respuesta inmune primaria
luego de la inoculacion del anticuerpo anti- DEC205-E7*77 podria ser
consecuencia de la baja frecuencia en el numero de células especificas para el
péptido E7*77. Con el objetivo de amplificar la respuesta inmune, el protocolo
experimental que se utilizo estuvo basado en datos recientes obtenidos en el
laboratorio del Dr. Ralph Steinman. Estos resultados muestran que la respuesta
inmune a Ags fordneos (gag p24 de HIV) puede ser incrementada
significativamente si los ratones son inmunizados inicialmente con bajas dosis de
Ac anti- DEC205-p24 en presencia de poly IC y luego re-inmunizados pero con
alta dosis del Ac anti- DEC205 en presencia de poly IC y el agonista anti-CD40

(resultados no publicados).
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Ratones C57Bl/6 fueron inmunizados con dos dosis distintas del
anticuerpo anti- DEC205-E7"7 (0.05 o 5 pg) en presencia de 50 pg de poly IC.
30 dias mas tarde los animales fueron re-inoculados con 5 pg del anticuerpo anti-
DEC205-E7*7 en presencia o ausencia de adyuvante (25 pg de anti-CD40 + 50
pg de poly IC). 10 dias mas tarde los esplenocitos fueron obtenidos y se realizd
una serie de experimentos: 1. ICS para la produccion de IFN-y y IL-12 en células
CD8" luego de una re-estimulacién con el péptido CTL (Figura 11A), 2.
Disminucion de CD62L en las células T Ags especificas y evaluacion de la
proliferacion celular por dilucion de CFSE por citometria de flujo (Figura 11B).

Como se puede observar en la figura 11, en ninguno de los grupos
estudiados se encontraron células CD8" (panel superior) o CD4" (panel inferior)
productoras de IFN-y (Figura 11A). Ademas, cuando se evalud la existencia de
células T especificas para el péptido CTL por la dilucion de CFSE, se observo la
ausencia de expansion clonal, inclusive luego de la segunda inoculacion (Figura
11B, panel superior células CD8" y panel inferior células CD4").

En conclusion, luego de una segunda inmunizaciéon, no se observod la
induccién de linfocitos de memoria, ni se logrd potenciar la respuesta inmune

CD4" 0 CDS8" contra el péptido E7*"".
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FIGURA 11. Ausencia de linfocitos de memoria luego de la inoculacion de los
anticuerpos recombinantes. A. Ratones C57BIl/6 fueron inoculados i.p. con 0.05 ug o 5 pug
de Acs anti- DEC205-E7*7 en presencia de 50 pg de poly IC. 30 dias mas tarde, los
animales fueron nuevamente inoculados i.p. con 5 pg de Acs anti-DEC205-E7*77 en
presencia de 50 pg de poly IC + 25 pg de anti-CD40. 10 dias mas tardes, los esplenocitos
totales fueron obtenidos y se realizaron ensayos de ICS para detectar células CD8" (panel
superior) o CD4" (panel inferior) productoras de IFN-y luego de una corta re-estimulacion in
vitro con el peptido CTL en presencia de BFA. B. Igual que en A, pero los esplenocitos
fueron marcados con CFSE y cultivados por 4 dias en presencia del peptido CTL.
Transcurrido el tiempo de cultivo, los esplenocitos fueron analizados por citometria de flujo
para determinar la proliferacion celular y la disminucion del marcador CD62L. El panel
superior representa las celulas CD3" CD8", mientras que el panel inferior se refiere a las
células CD3" CD4". Se muestra un experimento representativo de tres con similares

resultados.
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DISCUSION

En este capitulo, se dirigieron Ags a las CD via Acs anti el receptor
DEC205, el cual se expresa en el subgrupo de CD CD11¢" CD8" en el bazo y en
LN. Este subgrupo tiene la capacidad de producir IL-12 > *** y cuando estas
células se cargan con Ags y se inoculan en animales nuevamente, tienen la
capacidad de inducir la diferenciacion a células T productoras de IFN-y °. Sin
embargo, la correcta direccion de Ags a las CD y la maduracion de las mismas
son todavia areas muy intrincadas en la inmunologia.

Se ha demostrado, en este capitulo, que la direccion del péptido E7"7" a
las CD via Acs anti el receptor DEC205 fue incapaz de inducir la activacion de
linfocitos CD8'. Esto presenta un problema fundamental en el caso de la
inmunoterapia del cancer, ya que para induccion de respuesta inmune protectora y
terapéutica es requerimiento absoluto la activacion de células citotdéxicas con
capacidad de matar a las células tumorales *°'. Estos resultados, sin embargo, son
consistentes con resultados previamente obtenidos en el laboratorio del Dr. Ralph
Steinman *, donde se demostro la induccion de respuesta CD4", pero la ausencia
de respuesta inmune CD8" cuando el Ag tumoral “survivin” es dirigido a las CD
via Acs anti el receptor DEC205. Los resultados que aqui se muestran contrastan
con resultados previamente obtenidos con Acs anti- DEC205 conjugados
quimicamente con OVA, lo cual induce una potente y especifica respuesta anti-
OVA mediada por linfocitos T CD8". Ademas, cuando estos Acs conjugados
quimicamente se administraron en presencia de anti- CD40, se indujo el rechazo
de tumores que expresan OVA . La diferencia obvia entre estas dos estrategias
es el Ag. Es posible que el epitope CTL de la proteina OVA (SIINFEKL) sea
facilmente y eficientemente procesado y presentado en forma estable en
moléculas MHCI, induciendo asi la activacion de células CD8". Sin embargo,

4377 s un reconocido

como se menciond en la introduccion de este capitulo, E7
epitope CTL que induce respuestas CD8" y el rechazo de tumores que expresan la
proteina E7 del HPV (células TC-1, *****). Dado este resultado, una posibilidad
es que la falta de respuesta CD8" cuando se utilizé el Ag E7*7" dirigido al
receptor DEC205, sea consecuencia de la incapacidad de exportar los Ags al

citosol, proceso necesario para la presentacion cruzada.
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Con respecto a la ausencia de respuesta CD4', en teoria el péptido
conjugado genéticamente al Ac anti- DEC205 contiene un epitope Th ** y un
epitope B 9 Sin embargo, la caracterizacion del epitope Th por Tindle y col es
cuestionable. Para su descripcion, el grupo midi6 la proliferacion celular de
esplenocitos totales utilizando péptidos sintéticos solapados. Sin embargo, para
asegurar la presencia de péptidos Th, otros ensayos ademas de la proliferacion de
linfocitos Th son necesarios, como por ejemplo la secrecion de citocinas o
proliferacion de células CD4" altamente purificadas. Ademas, en 1993 otro grupo

24 7 . . .y .
¥ reporto la ausencia de proliferacion de esplenocitos totales cuando este

pequefio péptido (E7%>*

) es utilizado en la estimulacion. De acuerdo con los
resultados de este ultimo grupo, en este capitulo se demostré la ausencia de
respuesta CD4" cuando el Ag E7*7 fue dirigido a las CD via Acs anti el receptor
DEC205. Este resultado sugiere fuertemente la ausencia de un epitope Th en dicha
secuencia, ya que esta estrategia ha demostrado la activacion eficiente de
respuestas CD4 " en ratones 4264,

Debido a la ausencia de respuestas CD4" cuando el Ag E7*”" fue dirigido
al receptor DEC205, posteriormente en este estudio se clon6 toda la proteina E7
del HPV en la cadena pesada del Ac anti-DEC205. La hipdtesis fue que la
proteina entera aseguraria la presencia de epitopes Th y CTL necesarios para la
activacion de respuestas inmunes protectoras. A pesar que esta estrategia era
prometedora, se encontraron dificultades técnicas con la produccion de los Ac
recombinantes. La proteina E7 es una proteina nuclear, por lo cual posee
secuencias de transporte al ntcleo. Debido a esto, las células 293T no fueron
capaces de secretar la proteina recombiante al sobrenadante, impidiendo de esta
forma la purificacion de la misma. Ademads, las secuencias de transporte al nucleo
de la proteina E7 no pudieron ser mutadas dado que, hasta el momento, son
desconocidas.

Por lo pronto, se demostrd en este trabajo (como en otros, *) la incapacidad
del receptor DEC205 para la induccion de respuestas inmunes CDS".

A pesar que la direccion de Ags a las CD pareceria ser una potente estrategia, aun
se tiene que aprender como dirigir dichos Ags para inducir respuestas de tipo
CDS8". Es posible que la direccion de Ags a diferentes subgrupos de CD o a

diferentes receptores en las CD promueva la induccion primordial de respuestas

CDS§".
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EXPRESION DE UN NUEVO RECEPTOR ENDOCITICO, LANGERINA, ED

En el Capitulo III se demostrd la ineficiencia de inducir respuestas
inmunes contra el péptido E7**”"7 del HPV cuando el mismo es dirigido a las CD
via Acs anti el receptor DEC205. La ineficiencia de inducir respuestas de tipo
CD8" de esta estrategia ha sido repetidamente comprobada en varios modelos

experimentales * 2%,

Sin embargo, para inducir respuestas anti-tumorales
efectivas, la activacion de linfocitos T CD8” es esencial **. Es posible que otros
receptores expresados especificamente en las CD induzcan respuestas
primordialmente CD8".

Langerina (CD207) es una lectina dependiente de Ca®" de tipo II . La
porcion extracelular de este receptor posee un dominio de reconocimiento de

1y se ha

carbohidratos (CRD) con especificidad a manosa, fucosa y GlcNAc
reportado recientemente el reconocimiento de secuencias relacionadas con x-
Lewis .

Langerina, la cual se expresa en un subgrupo especializado de CD de la

piel y de los epitelios estratificados (células de Langerhans, LC, ' 1%

), se
internaliza de manera espontanea a 37° C y se localiza en granulos de Birbeck
(BG). Sin embargo, Langerina en los BG no se asocia a moléculas MHCII o a la

proteina de la membrana lisosomal especifica de CD (DC-LAMP.

), sugiriendo
que la funcion de Langerina no esta relacionada con el trafico de Ags al camino de
presentacion en moléculas MHCII. Por el contrario, Langerina podria estar
involucrada en la presentacion cruzada de Ags, es decir, la presentacion de Ags
extracelulares en complejos MHCI, lo cual induce la activacion de linfocitos
CDR* 266

Las LC capturan Ags en la piel o en las mucosas y transportan los mismos
a los ganglios linfoides de drenaje, por lo tanto se esperaria la expresion de
Langerina en estos ganglios linfoides. Ademads, la expresion de Langerina se ha
reportado en otros tejidos ademas de la epidermis, las mucosas y sus ganglios de

2 . N .
7 Recientemente, utilizando un Ac monoclonal anti-

drenaje respectivos
Langerina >’ o ratones transgénicos que expresan la proteina EGFP bajo el
promotor de la Langerina ®, se ha descrito la expresion de esta en dos subgrupos

de CD en los ganglios linfoides. Solamente uno de esos subgrupos representa LC
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derivadas de la piel. Ademas, la expresion de Langerina se ha observado en el

59, 60, 102 - : T
7% 7 El bazo, a diferencia de los ganglios linféticos, no

bazo y en el timo
posee circulacion linfoide, lo cual sugiere que esta poblacion de células
Langerina’ no esta relacionada con la poblacién emigrante de la piel o de las
mucosas.

Varios mAcs anti- Langerina han sido descritos hasta el momento. Sin
embargo, la mayoria de los Acs disponibles son anti- el domino intracelular de la
Langerina. Recientemente se ha descrito un Ac monoclonal que reconoce la parte
extracelular de la Langerina >°, pero el isotipo del mismo es IgM. Estas
caracteristicas (Ac anti- el dominio intracelular o Ac de isotipo IgM) no son
deseables cuando el objetivo es clonar el Ac para dirigir antigenos a las CD. En el
laboratorio del Dr. Ralph Steinman recientemente se desarrolld un nuevo Ac anti
el dominio extracelular de la Langerina (L31, rata IgG,a).

Fue objetivo de esta parte del trabajo utilizar el Ac anti- Langerina para
caracterizar en forma detallada las poblaciones de CD que expresan
Langerina y comparar con la expresion de DEC20S. Esta caracterizacion es
esencial para luego proceder con la clonacion del nuevo Ac para la direccion de

antigenos a las CD.

IV.I EL ANTICUERPO MONOCLONAL L.31 RECONOCE LC Y DOS POBLACIONES
DE CELULAS LANGERINA EN LOS GANGLIOS LINFOIDES PERIFERICOS DE

ANIMALES BALB/C

El nuevo anticuerpo monoclonal anti- Langerina nos permitio estudiar la
expresion de Langerina in vivo. Dos poblaciones que expresan Langerina en los
ganglios periféricos han sido detectadas previamente utilizando mAc anti-
Langerina > y animales transgénicos que expresan el gen EGFP bajo el promotor
de la Langerina ®. Aqui se aproveché la capacidad del nuevo anticuerpo de
reconocer la expresion de Langerina, in situ y por citometria de flujo.

Como se observa en la figura 12A, todas las LC en la piel, identificadas
por la expresion de MHCII, muestra alta reactividad al mAc L31. Asi también,
cuando los ganglios linfaticos periféricos (una mezcla de ganglio inguinal,
popliteo, branquial y cervical, pLN) fueron tefiidos con marcadores para la zona B

(B220), las células positivas para Langerina solo se encontraron en la zona T y

82



Copiteto 1V

fueron excluidas de las zona B (Figura 12B). En los pLN, encontramos dos
poblaciones distintas de células con expresion de Langerina, una poblacion con
alta expresion de CDl1c y otra poblacion con baja o inclusive negativa en la
expresion de CDl11c. Por el contrario, en el bazo, solamente encontramos una
poblacion con alta expresion de CDI11c en la zona rica en linfocitos T, pero

excluida de la zona B (Figura 12B).
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FIGURA 12. L31 reconoce la expresion de Langerina en CD residentes o migratorias de
ratones Balb/c. A. LC en laminas epidermicas. Las LC fueron tefiidas con L31 + anti- rata
Alexa 488, MHCII Biot + Sva Alexa 555 y DAPI para la identificacion del nucleo. B. Secciones
de ganglios linfaticos periféricos (primeras dos hileras) o bazo (segunda dos hileras) de ratones
Balb/c fueron marcados con L31 + Anti rata Alexa 488, CD11c-PE y B220-Biot + SVA AMCA.
Los cortes fueron observados en microscopio de fluorescencia.

También se caracterizd en forma detallada la expresion de Langerina en
las CD de estos pLN, en el bazo, timo y ganglios linfoides mesentéricos (mLN)
por citometria de flujo (Figura 13). Se observo que en el caso de los pLN las
células Langerina’ pueden ser divididas en dos subgrupos dependiendo de la
expresion de CD1l1c, una poblacion con alta expresion de CD1lc (1) y la otra
poblacion con baja expresion o inclusive negativas para el marcador CD11c (2,
Figura 13A). El primer subgrupo represento un 70 % +/- 5 % de la poblacion total
Langerina’, mientras que el segundo grupo represento 25 % +/- 7 % de la
poblacién total Langerina’. Solamente la poblacion CD1lc alta es la que se
observa en bazo, mLN y timo (1, Figura 13A).

Las dos poblaciones de CD Langerina’ en los pLN también fueron
caracterizadas por la expresion de MHCII, CD8 y DEC205: la poblacion CDl11c
alta expresa bajo contenido de MHCII, alta expresion de CD8 y baja expresion de
DEC205 (Figura 13C). Por el contrario, la poblacion CDI11c baja expres6 alto
contenido de MHCII, baja expresion de CD8 y alta expresion de DEC205.
Ademas se detecto alta expresion de Langerina en la poblacion CD1l1c baja
(Figura 13B). En el caso del bazo, mLN y timo, solamente se encontr6 una
poblacion de células Langerina® por citometria de flujo. Esta poblacion
correspondié a la poblacion que expresa alto contenido de CDI11c y posee un
fenotipo MHCII bajo, CD8 alto, DEC205" (Figura 13C) y baja expresion de
Langerina (Figura 13B).

Se ha demostrado previamente que las células Langerina’ de los pLN son
derivadas de LC provenientes de la piel > °°. Con el objetivo de confirmar estos
resultados, las orejas de ratones Balb/c fueron pintadas con isotiocianato de
fluoreceina (FITC) y los ganglios que drenan las orejas (ganglios retro-
auriculares) fueron cosechados 4 dias mas tarde ®. Solamente las células con baja
expresion de CDl1lc contenian sefial FITC, comprobando que estas células

corresponden a LC migratorias de las piel (Figura 13D).
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Todos estos resultados demuestran que el anticuerpo anti- Langerina L31

reconoce de forma eficiente dos subgrupos de CD que expresan Langerina en

ganglios periféricos, mientras que en el bazo, ganglios mesentéricos y timo

solamente una poblacion de CD que expresan Langerina fue reconocida por L31.

Solamente el subgrupo con baja expresion de CD11c en ganglios de drenaje de la

piel corresponde a las LC. Ademds, las CD CDI1lc" CD8" DEC205" de bazo,

pLN, mLN y timo expresan el receptor endocitico Langerina. Por lo tanto,

Langerina no puede ser utilizado como un marcador de LC, ya que varias

poblaciones de CD también lo expresan.
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FIGURA 13. Expresion de Langerina en los érganos linfoides. pLN, timo, bazo o mLN fueron
tratados con Colagenasa D y las células de baja densidad fueron obtenidas luego de un colchon
de albtimina al 30 %. Las células grandes no autofluorescentes fueron analizadas para la
expresion de CD11c y Langerina. A. Los histogramas muestran la expresion de CD11c en los
distintos organos linfoides. Dos poblaciones se pueden distinguir en pLN: una poblacion con alta
expresion de CD11c y otra poblacion con baja expresion o negativa para CD11c. El histograma
negro muestra el control de isotipo. B. Las células Langerina positivas encontradas en pLN,
bazo, timo y mLN fueron analizadas para la expresion de CD11c. En pLN se pueden observar
dos poblaciones de células Langerina positiva basado en la expresion de CD11c. La poblacion
con baja expresién de CDI1c expresa alta cantidad de Langerina. C. Las celulas Langerina”
fueron analizadas para varios marcadores de superficie como CD8, DEC205 y MHCII. Los
resultados se muestran como diagramas de puntos y son representativos de tres experimentos. D.
Las orejas de animales Balb/c fueron pintadas con FITC y cuatro dias mas tarde los ganglios
linfoides de drenaje (LN auriculares) fueron cosechados y se estudi6 la expresion de FITC en
celulas Langerina positivas. Se muestran las celulas Langerina® y se puede observar que
solamente las células con baja expresion de CDI11c poseen considerable cantidad de FITC,
indicando que son LC.

IVII LASLC ES UNA POBLACION DE CD PRESENTE EN PLN, CUYO FENOTIPO

SUPERFICIAL ES MADURO

El nuevo anticuerpo anti- Langerina permitié analizar la expresion de los
marcadores de superficie en las células que Langerina”. La expresion de
moléculas coestimuladoras, por ejemplo CD40 y CD86, como asi también la
expresion de MHCII y la expresion de moléculas inhibidoras como CD80, B7-DC
y B7-H1 fue analizada por citometria de flujo. En estado de reposo, las dos
poblaciones encontradas en los pLN poseen un fenotipo superficial muy distinto
(Figura 14). Mientras la poblacion con baja expresion de CD1lc en los pLN
expresan alta cantidad de CD40, CD86 y MHCII (Figura 14), la poblacion
Langerina’ con CD11c elevado en el pLN, asi como también las poblaciones en el
bazo, timo y en los ganglios linfoides mesentéricos mostraron baja expresion de
estas moléculas, lo cual corresponde a un fenotipo inmaduro (Figura 14). Pocas de
las células Langerina” en los pLN expresan las moléculas inhibidoras B7-H1 y
B7-DC y corresponden solamente a la poblaciéon con baja expresion de CDl1lc
(Figura 14).

Muchas lineas de evidencia han demostrado que las CD cambian la
expresion de los receptores de quimocinas durante el proceso de maduracién %,
Se sabe que las LC migran a los ganglios linfoides periféricos cuando han sido

activadas o inclusive en ausencia de inflamacion como consecuencia de un
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209271 Resultados anteriores ** sugieren que el

recambio constante en reposo
receptor de quimocinas, CCR7, esta involucrado tanto en la migracion inducida
por inflamacion como en el recambio de las células en estado de reposo. Debido a
esto, se evalud la expresion de CCR7 en las dos poblaciones de células que
expresan Langerina en los pLN. En estos ganglios observamos que la poblacion
con baja expresion de CD11c (la cual corresponde a LC) expresa CCR7, mientras
que la poblacion con alta expresion de CD11c no expresan CCR7 (Figura 14).
Como se esperaba, en el bazo, los ganglios mesentéricos y el timo, el subgrupo de
células Langerina” no expresan el receptor de quemocinas CCR7 (Figura 14).

Por lo tanto, nuestros resultados demuestran que las LC derivadas de la
piel, ubicadas en los pLN, poseen un fenotipo superficial de CD maduras
caracterizado por la alta expresion de CD40, CD86 y MHCII. Ademas, como se
habia observado anteriormente *°*, CCR7 se expresa en las LC derivadas de la piel
en ausencia de sefiales inflamatorias. Por el contrario, las células Langerina’ con
alta expresion de CD11c no presentan un fenotipo maduro y no expresan CCR7.
Estas ultimas son CD residentes de los o6rganos linfoides secundarios, las cuales

expresan el receptor endocitico Langerina.
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FIGURA 14. Fenotipo de las células Langerina® en ratones Balb/c en estado de reposo. El
fenotipo de las células Langerina encontradas en los pLN, el bazo, timo y mLN fue estudiado
en ratones en estado de reposo. Los niveles de MHCII, CD40, CD86, CD80, B7-DC, B7-H1 y
CCR7 en las CD con alta expresion de CD11c (histograma oscuro) se compara con la expresion
en el subgrupo con baja expresion de CD11c (histograma claro) en los ganglios periféricos. El
histograma negro muestra los controles de isotipos respectivos. Se muestra un experimentos
representativo de tres.

IV.III LA MISMA POBLACION CD8" CD11c' DE CD EXPRESA LANGERINA Y

DEC205 EN RATONES BALB/C

En las secciones anteriores se demostrd que la expresion de Langerina no
esté restricta a LC, sino que Langerina se expresa en CD CD11¢*™ CD8" del bazo
y pLN en ratones Balb/c. Se ha demostrado que estas células también expresan el

receptor endocitico DEC205 %2

. En esta parte del trabajo decidimos realizar un
analisis detallado comparando la expresion de Langerina y DEC205 en los pLN y
en el bazo. Para ello, estos tejidos fueron tratados con Colagenasa D y las células
de baja densidad de un colchon de albamina al 30 % fueron tefidas

simultdneamente con Acs anti- CD1l1c, anti- Langerina (L31) y anti- DEC205
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(NLDC). Las células fueron luego analizadas por citometria de flujo. Como se
observa en la figura 15, en ratones Balb/c, las células CD11c¢” CD8" son positivas
tanto para DEC como para Langerina, tanto en el bazo como en los ganglios
linfaticos periféricos. Por otra parte, las LC también poseen doble expresion de
Langerina y DEC205, siendo la expresion de ambos marcadores alta (Figura 15 y
Figura 13C). Sin embargo, hay una poblacion de células que expresa DEC205 en
pLN, pero que no expresa Langerina. Esta poblacion corresponde a la poblacion
de CD dermales. En conclusion, en ratones Balb/c, Langerina y DEC205 se
expresan en las mismas poblaciones de CD en bazo y pLN, ha excepcion de la
expresion de DEC205 y la ausencia de Langerina en las CD dermales. La
expresion de estos dos marcadores en las CD CD11¢" CD8" de bazo de ratones
Balb/c permite estudiar las consecuencias de la direccion de Ags a la misma

poblacion pero utilizando diferentes receptores endociticos.
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FIGURA 15. CD de bazo y pLN de animales Balb/c co-expresan Langerina y DEC205.
Suspensiones celulares de bazo y pLN de animales Balb/c fueron analizados para la expresion
de Langerina y DEC205. Las células fueron tefiidas con CD11c, DEC205, Langerina y CD8, y
luego fueron analizadas por citometria de flujo. En la columna izquiera se muestra la ventana
realizada para el analisis de FACS. En la columna derecha se detalla la expresion de todos los

marcadores analizados y el nombre de la poblacion.

IV.IV EXPRESION DIFERENCIAL DE CELULAS LANGERINA POSITIVAS EN LAS
CEPAS C57BL/6 Y BALB/C

El mAc L31 mostr6 ser muy eficiente en el reconocimiento de Langerina
en ratones Balb/c. Nuestro préximo objetivo fue observar la expresion de
Langerina en ratones C57Bl/6. En ratones C57Bl/6 se observo alta expresion de
Langerina en células con baja expresion de CDI11c (LC). Por el contrario, las
células con alta expresion de CD11c en esta cepa de ratones, es decir las células
CD11c¢'/CDS8", fueron bajas o negativas en la expresion de Langerina (Figura 16).
Esta diferencia en la expresion solo se observd en C57Bl/6, ya que cuando se
analizaron los ratones F1 (primera generacion de la cruza entre ratones Balb/c y
C57BIl/6) se observd la recuperacion en la expresion de Langerina en las células
CDI11c¢"/CD8" (Figura 16). En conclusion, en el bazo de ratones C57Bl/6, las
células DEC205", son bajas/negativas para Langerina. Mientras que en los pLN
solo las LC expresan alta cantidad de Langerina. La poblacion CD11c¢” CD8" de
los pLN y el bazo expresan baja cantidad (casi indetectable) de Langerina. Estos
resultados sugieren expresion diferencial de Langerina en estas dos cepas de

ratones.
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FIGURA 16. CD CD11c¢" CD8" en ratones C57Bl/6 no expresan Langerina. Suspensiones
celulares de bazo y pLN de animales C57Bl/6 fueron analizados para la expresion de
Langerina. Las células fueron tefiidas con CD1l1c, Langerina y CD8 y fueron analizadas por
citometria de flujo. Se compara la expresion de Langerina en ratones Balb/c, C57B1/6 y ratones
F1 (primera generacion luego de la cruza de ratones C57Bl/6 x Balb/c). Se puede observar baja
expresion de Langerina en CD CD11c¢” en ratones C57B1/6, lo cual corresponde a las células
CD8" CDllc".

IV.V EL Ac L31 PUEDE SER CAPTADO POR CD LUEGO DE SU INOCULACION IN

vivo

Con el objetivo de determinar si el Ac L31 es capturado especificamente
por las CD Langerina’ luego de su inoculacién in vivo, ratones Balb/c fueron
inoculados subcutaneamente con el Ac L31 marcado con Alexa 647, o con I1I-10-
Alexa 647, control de isotipo el cual no reacciona con las CD o con otras células.
Los ratones inoculados fueron sacrificados a distintos tiempos y el bazo o pLN
fueron analizados por citometria de flujo. Como se observa en la figura 17, el
anticuerpo L31 fue detectado en las CD de bazo y pLN tan rapido como 3 hs
luego de su inoculacion (Figura 17 A). Sin embargo, el numero de células
positivas para L31 aumentd con el tiempo en los pLN. Ademas, el Ac L31 fue
detectado en las células Langerina” con alta expresion de CD11c y en las células

Langerina” con baja expresion de CD11c (Figura 17 A). El control de isotipo, I1I-
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10-Alexa 647, no pudo ser detectado en CD de bazo o pLN u otras células del
sistema inmune.

La expresion diferencial de Langerina y DEC205 en ratones C57Bl/6
sugiere que la captacion de los Acs en esta cepa ocurre en distintas poblaciones.
Para corroborar esto, ratones C57Bl/6 o Balb/c fueron inoculados
simultaneamente con L31-Alexa 647 y DEC205-Biot o con los controles de
isotipos correspondientes (III-10-Alexa 647 o NLDC-Biot). 16 hs mas tarde, los
animales fueron sacrificados y se analiz6 la captacion de Acs en pLN o bazo
luego de un enriquecimiento de CD con un colchén de albumina al 30 %. Como
se observa en la figura 17B, en el bazo de ratones Balb/c, la misma poblacién de
CD capta L31 y NLDC. Sin embargo, en ratones C57Bl/6, la poblacion de CD
que captura DEC205, captura muy poca cantidad de Langerina. Esta poblacion
corresponde a la poblacion CD11c” CDS" del bazo. Por otra parte, en pLN de
Balb/c y C57Bl1/6 una poblacion de CD solamente captura DEC205, pero no
Langerina. Esta poblacion corresponde a CD dermales.

Con este resultado concluimos que L31 se une efectivamente a su receptor

en las CD y el mismo puede ser utilizado como herramienta para la direccion de

Ags a las CD Langerina".
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FIGURA 17. L31 es captado por CD en el bazo y pLN. A. Animales Balb/c fueron inoculados
con 10 pg de L31 conjugado con Alexa 647 o el control de isotipo I1I-10-Alexa 647 en forma
subcutanea. A los tiempos indicados, las CD fueron enriquecidas con un colchén de albamina
al 30 % y se evaluo por citometria de flujo las CD que capturaron el Ac anti-Langerina. Las
frecuencias de células que capturaron el Ac se muestran en bazo y en pLN. Se muestra un
experimento representativo de tres con resultados similares. B. Animales Balb/c o C57Bl/6
fueron inoculados con 10 pg de L31-Alexa 647 + NLDC-Biot o los control de isotipo III-10-
Alexa 647 + III-10 Bioti en forma subcutdnea. 16 hs mas tarde, las CD fueron enriquecidas
con un colchdn de albtimina al 30 % y se evalud por citometria de flujo las CD que capturaron
los Ac anti-Langerina y Ac anti-DEC205. Se muestra un experimento representativo de tres

con resultados similares.
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DISCUSION

A pesar que la expresion de Langerina disminuye luego de la maduracion,
las LC retienen niveles detectables cuando llegan a los pLN *°. Esta baja
expresion de Langerina ha sido detectada de manera ineficiente por los Ac anti-

273 El nuevo Ac anti dominio extracelular

Langerina descritos hasta el momento
de la Langerina, L31, permiti6 resolver este problema de sensibilidad debido a la
alta afinidad por su ligando. Teniendo en cuenta estudios anteriores, la expresion
de Langerina se esperaba en dos subgrupos de CD en pLN ** °. El nuevo
anticuerpo L31 permitio distinguir estas dos poblaciones a pesar que en promedio
la expresion de Langerina en una de ellas es bastante menor.

Estudios previos demostraron la expresion de transcriptos de Langerina en
LN mesentéricos y en el bazo '°* ?*”. Debido a que el bazo no tiene circulacion
linfoide, es probable que esta poblacion no derive de la poblacion emigrante de la
piel o mucosas. El analisis de esta poblacién mostré que estas células Langerina”
tienen un fenotipo CD11¢” CD8" y expresion de DEC205. Este resultado sugiere
fuertemente que la expresion de Langerina no esta limitada a las LC en la piel o
las LC que migraron a los pLN. La mayoria de las CD CD11c¢” CD8" en ratones
Balb/c expresan Langerina. A diferencia de esto, la expresion de Langerina en la
cepa C57Bl/6 casi esta restricta a la poblacion de LC. La poblacion de CD11c”
CDS8" de pLN y de bazo tiene baja expresion de Langerina.

El estudio de las poblaciones de CD en bazo y pLN permiti6 demostrar la
expresion de DEC205 y Langerina en la poblacion CD11c” CD8", ademas, de la
expresion de Langerina en las CD derivadas de LC de la piel. Por el contrario, las
CD dermales se caracterizan por la expresion de DEC205 y la ausencia de
Langerina. En ratones C57Bl/6 la expresion de Langerina esta casi restricta a la
poblacion de LC.

Las LC en estado de reposo en la piel muestran un fenotipo maduro, con
expresion de MHCII intracelular (Figura 12 y resultados no mostrados). Estas
células en estado de reposo migran constantemente a los pLN. En pLN las CD
derivadas de LC expresan altos niveles superficiales de moléculas
coestimuladoras y MHCII, asi como también CCR7. Este fenotipo en estado de

reposo es muy similar al fenotipo de las LC que llegan a los pLN en condiciones

de inflamacion . Las CD en estado de reposo migran a los pLN y presentan Ags
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propios para la induccion de tolerancia periférica. Este rol de las CD es
inconsistente con el fenotipo superficial maduro de las LC en pLN. Sin embargo,
algunos datos recientes ayudan a explicar la paradoja: el fenotipo maduro de las
CD definido por alta expresion de MHCII y moléculas coestimuladoras no
equivale a un estado maduro funcional, definido como la habilidad de inducir
linfocitos T efectores. Este fenotipo maduro de las LC que llegan a los pLN en
estado de reposo esta asociado con la produccion de niveles bajos de IL-12 27,
Esto puede explicar la falta de activacion de los linfocitos T cuando LC
fenotipicamente maduras presentan Ags.

Langerina es un receptor endocitico que participa de manera importante en
la captura y el procesado de Ags por las CD. Sin embargo, muy poco se sabe de
los organismos patogénicos que se unen a este receptor > . Aqui, se demostro que
L31 es captado especificamente por las CD que expresan Langerina cuando es
administrado en forma s.c. L31 es, por lo tanto, una herramienta potente para la
direccion de Ags a las CD de varios 6rganos linfoides in vivo, como pLN, bazo,

timo y LN mesentéricos.
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A ES UN RECEPTOR ENDOCITICO QUE PERMITE LA PRESEN
ANTIGENOS EN MHCI Yy MHCII

En el capitulo IV se observo la expresion de Langerina en dos poblaciones
de CD: LC y células CD11¢™ CD8" en pLN y bazo de ratones Balb/c. También
se observo que el nuevo Ac anti-Langerina es capturado eficientemente por las
poblaciones luego de su inoculacion in vivo. Estos resultados sugieren que el
nuevo Ac anti-Langerina puede ser utilizado para dirigir Ags a las CD.

Langerina es un receptor endocitico poco estudiado hasta el momento.
Resultados preliminares sugieren que este es rapidamente endocitado y localizado
en BG en las LC, pero no se encontr6 relacion con el procesamiento de Ags en la
via MHCII. Algunos resultados, sugieren que este receptor podria estar
involucrado en la presentacion cruzada a moléculas MHCI, pero nuevamente,
estos estudios son preliminares. Por otra parte, en los pLN, las CD derivadas de
LC en la piel tienen alta expresion de Langerina, pero estas células poseen un
fenotipo superficial maduro. Uno de los eventos que ocurre en el proceso de
maduracion es la disminucion de la capacidad de captar Ags y procesar los
mismos. Por lo tanto, es cuestionable la capacidad de estas células derivadas de
LC de la piel de captar los Ags y presentarlos en complejos MHC. El objetivo de
esta parte de la tesis doctoral fue observar si Langerina podia ser utilizada
como un receptor endocitico para la presentacion de Ags en complejos MHCI
y/o MHCII. Debido a la dificultad que representa la eleccion del “correcto” Ag
tumoral, ya que muchos de ellos son Ags propios levemente modificados que
sufren tolerancia central, se decidio utilizar un Ag modelo: ovalbimina (OVA).

OVA es un modelo util para estudiar la capacidad del receptor Langerina
de captar Ags y presentar los mismos en MHCI y MHCII ya que existen ratones
transgénicos que poseen un TCR especifico para péptidos de OVA. Por lo tanto,
en esta parte de la tesis doctoral se conjugd genéticamente OVA al extremo C-
terminal de la cadena pesada del Ac anti- Langerina, con el objetivo de estudiar la

capacidad de este receptor de mediar la presentacion en MHCI y MHCII.
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Vi CONSTRUCCION GENETICA DE OV A EN LA CADENA PESADA DEL

ANTICUERPO ANTI- LANGERINA

Con el objetivo de examinar el papel potencial de Langerina como un
receptor endocitico para el procesamiento de Ags y su presentacion en MHCI y
MHCII, el Ag modelo ovalbumina (OVA) fue clonado en el extremo C-terminal
de la cadena pesada del anticuerpo anti- Langerina. Se sabe que OVA es
presentado en complejos MHCI H-2K"® a células CD8", incluyendo las células T

276 como asi también a células CD4” incluyendo las células T

transgénicas OT-I
con un TCR transgénico OT-II.

Ademas de clonar OVA en el Ac anti- Langerina, como control positivo se
clon6 OVA en la cadena pesada del anticuerpo anti- DEC205, cuya inoculacion

+ 74, 212 s 7
74212 También se

induce la proliferacion de linfocitos transgénicos CD4" y CD8
construy6 la cadena pesada del Ac control de isotipo, I1I-10, el cual no reacciona
con las CD. Los anticuerpos de fusion fueron producidos por células 293T
transfectadas transientemente. Con el objetivo de observar la integridad de los
anticuerpos recombinantes, los mismos fueron analizados en un gel de
poliacrilamida al 10 % en condiciones reductoras (Figura 18). Como se puede
observar en la figura 18, la cadena pesada del anticuerpo recombinante migr6 con
un peso molecular aparente de ~100 kD, confirmando que OVA (~54 kD) se
encontraba exitosamente conjugada con la cadena pesada del Ac anti- Langerina,
anti- DEC205 o el control de isotipo, ISO-OVA (50kD). Por otra parte,
Langerina- OVA fue analizada también por Western Blotting usando Ac

especificos anti- OVA o anti- ratébn IgG1 (isotipo de la cadena pesada de los

anticuerpos recombinantes, Figura 18C).
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FIGURA 18. Conjugacién genética de OVA en la cadena pesada del Ac anti- Langerina o
DEC205. A. Diagrama representativo de los Ac recombinantes. B. Los anticuerpos recombiantes
fueron resueltos en un gel de poliacrilamida al 10 % en condiciones reductoras y revelado con el
colorante Coomassie Blue. C. Western Blotting con Ac anti- [gG1 de raton (gel superior) o Ac
anti- OVA (gel inferior). Se puede observar que los Ac recombinantes son isotipo IgG1 y que

poseen OVA conjugada genéticamente.

Para asegurar que los anticuerpos recombinantes retenian la habilidad de
union al receptor Langerina o DEC205, células CHO transfectadas en forma
estable con los receptores, asi como también las células CHO transfectadas con el
plasmido vaci6 (CHO-NEO), fueron incubadas con distintas concentraciones de
los anticuerpos recombinantes (0.02, 0.2 o 2 ug/ml). Luego de 30 min en hielo, las
células fueron lavadas y tefnidas con anticuerpos anti- raton IgG marcado con PE.
Como se muestra en la figura 19A, ninguna de las dos proteinas recombinantes
perdieron la afinidad por su ligando. Por otra parte, ninguno de los dos
anticuerpos recombinante se unieron a las células CHO-NEO (Figura 19A).
Ademas, se analizé la capacidad de union del Ac anti- Langerina-OVA a la
Langerina soluble. Para ello, Langerina-FLAG murina o humana en forma soluble

o SIGNR1-FLAG soluble (otro receptor tipo C-lectina) fueron corridos en un gel

98



Copiterlo V°
de poliacrilamida al 10 %. Luego de la transferencia, se incubo la membrana de

nitrocelulosa con Acs anti Langerina-OVA o con Acs anti-FLAG. Para revelar la

membrana se utilizd Acs anti- IgG1l de raton (membrana incubada con anti-

Langerina-OVA) o anti- IgG de rata (membrana incubada con anti- FLAG). Como
se puede observar en la figura 19B, el anticuerpo anti- Langerina-OVA tiene la
capacidad de union a Langerina soluble murina, pero no a SIGNR1 (Figura 19B).

También se puede observar que el Ac anti-Langerina reconoce levemente

Langerina humana soluble.
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FIGURA 19. Ac anti- Langerina-OVA reconoce eficientemente su receptor. A. Ensayos de
unioén a células CHO-mDEC, CHO-mLang o células control NEO, utilizando dosis graduales (2,
0.2 y 0.02 pg/ml) de Acs recombinantes. B. Western Blotting donde se muestra que el Ac anti-
Langerina-OVA se une eficientemente a su receptor soluble. La membrana de nitrocelulosa se
reveld con Ac anti-FLAG y se puede observar la sefial en todas las calles ya que las formas
solubles de estas proteinas estan conjugadas genéticamente con FLAG. El segunda membrana

fue revelada con Ac anti- Langerina-OVA y se observa sefial solo en la forma soluble de

Langerina murina.
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V.II PRESENTACION DE OVA LUEGO DE LA INOCULACION DE LANGERINA-

OVA INVIVO

Con el objetivo de determinar si las CD pueden presentar OVA in vivo
luego de la direccion del mismo a CD via el Ac anti- Langerina, se aprovecharon
los ratones transgénicos OT-I, OT-II y DOI11.10. Para poder observar la
proliferacién de células T in vivo, los animales B6 (OT-1 y OT-II) o Balb/c
(DO11.10) recibieron 3-5 x 10° células transgénicas marcadas con CFSE. Un dia
después de la transferencia adoptiva, los animales recibieron 10 pg anti- DEC-
OVA, Langerina-OVA o ISO-OVA. La proliferacién celular fue analizada por
citometria de flujo 3 dias después de la administracion del Ag, para lo cual los
animales fueron sacrificados y la suspension celular de bazo fue tefiida con Acs
anti- CD8 (OT-I) o CD4 (OT-II y DO11.10) conjugados con APC y Acs anti-
Va2 (OT-I y OT-II) o Acs anti- KJ1-26 (DO11.10) marcados con PE. Como se
muestra en la figura 20, a pesar que un numero significativo de células
transgénicas fueron recuperadas de los bazos de los animales transferidos, 96 hs
luego de la transferencia adoptiva no se observo division de las células T en
ausencia de los anticuerpos recombinantes DEC o Langerina. Por el contrario,
cuando los Ags fueron dirigidos a las CD via Acs anti estos receptores tipo C-
lectina, la division celular de las células transgénicas fue inducida (Figura 20).
Esto demuestra fehacientemente que la expansion de las células T se induce
cuando el Ag es dirigido eficientemente a las CD via Acs anti el receptor

Langerina.
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FIGURA 20. Presentacion de OVA en complejos MHCI y MHCII luego de la direccién al
receptor Langerina. Ratones C57Bl/6 (A) o Balb/c (B) fueron inyectados i.v. con 3-5 x 10°
células OT-I, OT-II (A) o DO11.10 (B) marcadas con CFSE. 24 hs mas tarde, los animales
recibieron 10 pg de Ac recombinante anti- Langerina-OVA, DEC205-OVA o ISO-OVA. 3 dias
mas tarde, se evaluo la proliferacion celular en pLN y en bazo por citometria de flujo. Se muestra

un experimento representativo de tres con resultados similares.
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DISCUSION

La direccion de Ags a las CD via Acs anti el receptor endocitico Langerina
tiene varias ventajas las cuales fueron evaluadas a lo largo de esta tesis doctoral.
Primero, Langerina en ratones Balb/c se expresa abundantemente en CD y en LC.
Segundo, el Ac L31 anti- Langerina tiene alta afinidad y especificidad por su
ligando. Ultimo, in vivo, el Ac anti-Langerina es dirigido eficientemente a las CD
y la conjugacion de éste a OVA induce el procesamiento y la presentacion a
linfocitos T CD4" y CDS§".

La presentacion de antigenos a las células CD8" es un requerimiento
absoluto para iniciar respuestas citotoxicas anti- tumorales. El receptor Langerina
mostré ser capaz de presentar el Ag OVA a células CDS8". Estos resultados
sugieren el potencial de este receptor para dirigir Ags a las CD e inducir

respuestas anti-tumorales efectivas.
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Uno de los desafios mas grandes de la inmunoterapia es la eliminacion de
tumores establecidos. Para esto, el campo de la inmunologia tumoral se ha
enfocado en dos estrategias: el uso de células tumorales o el uso de antigenos
tumorales definidos *%. Estas dos estrategias dependen, sin embargo, en el
encuentro de las vacunas con las CD del huésped. La falta de encuentro resulta en
la ausencia de respuesta inmune, mientras que el encuentro inapropiado, por
ejemplo con CD inactivadas o con algunos subgrupos de CD, puede silenciar o

tolerizar la respuesta inmune

. CD maduras funcionalmente son potentes
adyuvantes que permiten la estimulacion de linfocitos T "** 2”7, Por lo tanto, en
esta tesis se han examinado estos dos principios a) la forma en la cual se dirigen
Ags (células tumorales o Ags tumorales definidos) a las CD, y b) el estado de
activacion / maduracion de las CD.

El uso de células tumorales irradiadas como fuente de Ags tiene varias
ventajas comparado con el uso de Ags tumorales definidos. Primero, las células
tumorales poseen un amplio espectro de Ags para inducir la activacion de varias
clonas de linfocitos T. Ademads, la captura de células tumorales por las CD
permite la presentacion de Ags en MHCII *™®, MHCI ?”° y CD1 ?*. Sin embargo,
hay limitaciones esenciales en el uso de células tumorales como fuente de Ags.
Aqui se demostrd que las células tumorales inducen la expresion de moléculas
inhibitorias en las CD (Capitulo I), las cuales tienen la capacidad de inducir
tolerancia de los linfocitos T o inclusive expandir los linfocitos Treg. Ademas,
estas CD estas incapacitadas para producir citocinas necesarias para la activacion
de respuestas tipo Th1 (Capitulo I). Para la induccion de respuestas inmunes anti-
tumorales es necesario, sin embargo, la activacion funcional de las CD. Varios
adyuvantes han sido considerados en la inmunoterapia del cancer, entre ellos los
ligandos de TLR. En esta tesis, las CD fueron estimuladas con los ligandos de
TLR, LPS y poly IC, en presencia de las células tumorales irradiadas.
Sorprendentemente, los resultados presentados aqui demuestran la incapacidad de
las CD de responder a estos estimulos en presencia de las células tumorales. Este
resultado tiene implicaciones severas en el uso de células tumorales como fuente

de antigenos y sugiere la imposibilidad de lograr CD funcionalmente activas en
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presencia de células tumorales inclusive en presencia de los ligandos de TLR
(Capitulo II).

Estos resultados son los que persuadieron la necesidad de buscar otras
formas de dirigir Ags a las CD. Para esto, Ags definidos fueron elegidos y
dirigidos a receptores endociticos en las CD. Las limitaciones de esta estrategia
son la correcta eleccion de Ags que induzcan la regresion tumoral y la correcta
eleccion del receptor endocitico que permita la presentacion del Ag en MHCI y
MHCII para la activacion de linfocitos T CD8" y CD4". Con respecto a esta
ultima estrategia, en este trabajo se observd que el receptor DEC205 posee una
incapacidad de presentar Ags en moléculas MHCI. Este resultado fue previamente
reportado por otros trabajos en el laboratorio del Dr. Ralph Steinman * ***. Esto
sugiere que DEC205 no es un buen receptor para la direccion de Ags y su
presentacion a células CDS". Es por ello que aqui empezamos la busqueda y
descripcion de nuevos receptores endociticos en las CD, que potencialmente
permitan la presentacion de Ags en MHCI. Entre ellos Langerina es un receptor
endocitico altamente expresado en LC y CD del bazo y LN de animales Balb/c
(Capitulo IV). La direccion de Ags via anticuerpos anti- Langerina mostrd
eficientemente presentacion a células CD8", sugiriendo la posibilidad de utilizar
este receptor para la direccion de Ags tumorales (Capitulo V).

En conclusion, de esta tesis doctoral, quisiera sugerir la necesidad de evitar
la utilizacion de células tumorales irradiadas como fuente de antigeno en las
vacunas anti- tumorales. Al contrario, la direcciéon de Ags a las CD via Acs anti-
el receptor Langerina tiene el potencial de mejorar la inmunoterapia tumoral. Los
Ags dirigidos a las CD utilizando esta estrategia, en presencia del estimulo de
maduracién adecuado, provee una herramienta alternativa que potencialmente

puede ser utilizada para la eliminacion de tumores establecidos.
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ABREVIATURAS

CTL
DMEM
EDTA
FBS
FITC
GM-CSF
IFN-y
IL

LC
LN
LPS
MHC
NK
NKT
PE
PBS
pCD
pLN
Thl
Th2
TCR
TLR
Treg
TNF-a
VEGF

Anticuerpo / Anticuerpos

Antigeno / Antigenos

Célula Presentadora de Antigenos

Célula Dendritica derivada de médula 6sea
Células Dendriticas
Carboxifluoresceina-diacetato-succinimidil-ester
Dominio de reconocimiento de carbohidratos
Linfocitos T citotoxicos

Dulbeco’s Modified Eagle Medium

Acido etileno diamino tetra acético

Suero Fetal Bovino

Isotiocianato de Fluoresceina

Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos y Macrofagos
Interferéon gamma

Interleucina

Células de Langerhans

Ganlio linfatico

Lipopolisacaridos Bacterianos

Complejo Mayor de Histocompatibilidad
Células Natural Killer

Célula T Natural Killer

Ficoeritrina

Buffer fosfato

Célula dendritica plamocitoide

Ganglio linfatico periférico

Linfocito T de ayuda de tipo 1

Linfocito T de ayuda de tipo 2

Receptor de Célula T

Receptor de tipo Toll

Célula T reguladora

Factor de Necrosis Tumoral

Factor de crecimiento vascular
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