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Resumen

RESUMEN

Clusterina es una glicoproteina de 70 kDa, secretada por diferentes tipos
celulares y presente en casi todos los tejidos y fluidos corporales. Nuestro grupo de
investigacion demostré anteriormente que la clusterina presente en el semen se une a
la molécula DC-SIGN, un receptor expresado por las células dendriticas (CDs),
inhibiendo su interaccién con el HIV. Esta propiedad no es compartida por la clusterina
sérica debido a que clusterina del plasma seminal expresa un patron inusual de
glicosilacién, caracterizado por la presencia de abundantes motivos fucosilados que le
confieren la habilidad de unirse a DC-SIGN. De esta forma, la clusterina fucosilada
presente en el semen representa una nueva glicoforma con propiedades biol6gicas
diferentes a la clusterina sérica, la cual se encuentra glicosilada principalmente con
motivos sialidados.

Clusterina fue la primera chaperona extracelular descripta. La principal
propiedad de las chaperonas exiracelulares es su capacidad de interactuar con
proteinas estresadas previniendo su agregacién e inhibiendo el desarrollo de las
enfermedades por depdsito de proteinas. Posteriormente, los complejos chaperona-
proteina son endocitados por diferentes tipos celulares y degradados.

En la presente tesis demostramos que clusterina fucosilada aislada del plasma
seminal, de igual forma que su contraparte sérica, acta como chaperona extracelular
interactuando con proteinas estresadas y previniendo su agregacién. Demostramos la
capacidad de clusterina fucosilada de dirigir proteinas estresadas hacia DC-SIGN
presente en CDs, promoviendo la endocitosis de las mismas y su posterior degradacion.
Este proceso podria modular la funcién de las CDs y favorecer la presentacion de los
péptidos derivados de estas proteinas estresadas a los linfocitos T. En este sentido,
demostramos que la unién de clusterina fucosilada a las CDs a través de DC-SIGN
ejerce un importante efecto modulatorio ya que es capaz de estimular la expansion

células T CD4+FOXP3+CD25+ promoviendo la tolerancia inmunolégica. Estos



Resumen

hallazgos sugieren que clusterina fucosilada presente en el semen podria promover la
tolerancia hacia antigenos paternos y de esta forma, la tolerancia materno-fetal.
Numerosos trabajos demuestran que la produccién de clusterina se encuentra
incrementada en diferentes tumores malignos. Mas aun, la produccién exagerada de
clusterina suele asociarse a una mayor agresividad tumoral y a un peor pronéstico. Sin
embargo, la naturaleza de esta asociacion no ha sido aun definida. En una segunda
parte de la tesis, nos preguntamos si la clusterina producida por tumores podria
expresar, tal como lo hace la clusterina seminal, un patrén de glicosilacion que le
permitiese interactuar con DC-SIGN vy, de este modo, modular la funcionalidad de las
CDs promoviendo la tolerancia hacia antigenos tumorales. Para contestar esta
pregunta, realizamos una serie de ensayos utilizando muestras de tumores de mama de
tipo Luminal. Los principales hallazgos luego de realizar estos ensayos fueron los
siguientes: a) Clusterina presente en los tumores mamarios presenta motivos
fucosilados; b) es capaz de unirse a DC-SIGN; c) DC-SIGN es expresado por células
mieloides intratumorales. Estos resultados sugieren que clusterina fucosilada podria

actuar como un mecanismo de escape tumoral a la respuesta inmune.



Abstract

Fucosylated Clusterin: a novel clusterin glycoform able to interact

with dendritic cells and modulate their functions.

ABSTRACT

Clusterin is a secreted glycoprotein of 80 kDa present in almost all tissues and
body fluids. Our group previously showed that semen clusterin binds to DC-SIGN, a C-
type lectin receptor present on dendritic cells (DCs), inhibiting the interaction of HIV. This
activity was dependent on fucosylated Lewis X and Lewis Y type glycans that confer
clusterin the ability to bind with high affinity to DC-SIGN. Interestingly, in contrast with
seminal plasma clusterin, serum clusterin does not interact with DC-SIGN.

Clusterin was the first extracellular chaperone described. Extracellular
chaperones bind to stress-damaged proteins, preventing the formation and deposition of
insoluble aggregates and promoting the clearance of extracellular stressed proteins by
receptor-mediated endocytosis followed by lysosomal degradation. Failure of these
mechanisms contributes to the development of the so-called protein deposition diseases.

In this thesis, we showed that fucosylated clusterin from seminal plasma, as its
serum counterpart, acts as an extracellular chaperone interacting with stressed proteins
and preventing their aggregation. We proved that fucosylated clusterin targets stressed
proteins to DC-SIGN present on DCs, promoting their endocytosis and degradation. This
process could modulate DC function favoring the presentation of stressed protein derived
peptides to T lymphocytes. We demonstrated that fucosylated clusterin binding to DC-
SIGN on DCs promotes the expansion of CD4+FOXP3+CD25+ T-cells. These findings
suggest that fucosylated clusterin present in semen could promote tolerance to paternal
antigens favoring fetomaternal tolerance.

Several works have shown that clusterin production is increased in malignant
tumors. Moreover, the over-expression of clusterin is associated with more aggressive

tumors and bad prognosis. Nevertheless, the nature of this association has not been
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defined. In the second part of this thesis, we analyzed the properties of clusterin
expressed on Luminal breast cancer samples. The main results were the following: a)
clusterin produced by breast tumors bears fucosylated motifs; b) it is able to bind to DC-
SIGN; c) DC-SIGN is expressed by intra-tumoral macrophages. We propose that
fucosylated clusterin could be a novel mechanism of tumor escape from the immune

response.
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Introduccién General

1.1. CLUSTERINA

La clusterina es una glicoproteina identificada en el afo 1983 como un
componente del fluido proveniente del testiculo de ratas'?. Luego, fue descripta por
diferentes grupos de investigacién en una gran variedad de contextos donde adquirid
una serie de nombres alternativos®. Entre ellos, el mas utilizado fue el de Apolipoprotein
J, el cual fue acufiado luego de encontrarla fisicamente asociada con particulas de
lipoproteina de alta densidad en el plasma humano*. Fue recién en el afio 1992 donde

se acordo adoptar universalmente el nombre de clusterina.

Se han encontrado homdélogos de la clusterina en diversas clases de vertebrados
incluyendo peces, anfibios y reptiles. En mamiferos, la clusterina es una proteina de
expresion ubicua y constitutiva en casi todos los tejidos y conserva en un 70-80% su
secuencia anminoacidica entre las diferentes especies®. Sin embargo, no se encuentra
conservada en insectos u organismos invertebrados, lo que sugiere, junto con su amplia
distribucion filogenética, que la clusterina ha evolucionado en los vertebrados

adquiriendo funciones biolégicas de fundamental importancia.

1.1.1. Estructura de la clusterina

El gen que codifica la clusterina en humanos es de copia uUnica. EI mismo
contiene 9 exones y esta localizado en el cromosoma 8p21-p12 codificando un ARN
mensajero de aproximadamente 2kb. El gen de la clusterina produce tres isoformas
mayoritarias (isoforma 1, isoforma 2 e isoforma 11036), cada una con un fragmento
Unico del exon 1 (Figura 1). La isoforma 1 es el producto de los nueve exones, pero
contiene solo el fragmento 1a del exén 1 y corresponde a la forma nuclear de la
clusterina®. La isoforma 11036 contiene el fragmento 1c del exén 1 y corresponde a la
forma citoplasmatica de la clusterina 7. La isoforma 2, correspondiente a la forma

secretoria de la clusterina, contiene la fraccion 1b del exdn 1y el codén de inicio principal
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esta localizado en el exdén 2 &', Otras variantes e isoformas han sido descriptas aunque

el significado funcional de las mismas no esta claro (ej.: '213).

A

Gen de clusterina

1a 1c ib 2 8 4 5 6 7 8 9O
B

Transcripto de clusterina

Isoforma 1
(Nuclear)
Isoforma 2
(Secretoria)
Isoforma 11036
(Citoplasmatica)

Figura 1 | Estructura del gen de la clusterina y sus productos de transcripcion. En (A) se
muestra el gen de la clusterina con las posiciones de los exones (barras negras) e intrones
(barras blancas). En (B) se muestran las variantes exénicas del ARNm de la clusterina. Exén 1a
de la isoforma 1 (gris oscuro); exon 1b de la isoforma 2 (gris intermedio); y exén 1c¢ de la isoforma
11036 (gris claro). (Adaptado de Rizzi & Betuzzi®).

La forma secretoria de la clusterina es un heterodimero de 75-80 kDa. El mensajero
maduro corresponde a una cadena polipeptidica primaria de 449 aminoacidos que
contiene un péptido senal de 21 aminoacidos. El procesamiento proteolitico cliva la
proteina en dos subunidades generando una cadena a de 204-206 aminoacidos y una
cadena B de 219-222 aminodacidos unidas por cinco puentes disulfuro (Figura 2). Casi
el 30% del peso de la proteina madura se compone de N-glicanos anclados en seis
sitios de glicosilacion®®'. La clusterina secretoria se encuentra en diferentes fluidos
biolégicos incluyendo el plasma, liquido cefalorraquideo, leche materna, suero y

semen3®.
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péptido
senal

Figura 2 | Representacion esquematica de la clusterina humana. La cadena polipeptidica
precursora (arriba) es clivada para remover el péptido sefal (violeta) y luego entre los residuos
227/228 para generar las cadenas a (amarillo) y B (celeste). Estas cadenas son ensambladas en
sentido antiparalelo para generar una molécula heterodimérica (abajo) en donde los centros ricos
en cisteina (rojo) son unidos por cinco puentes disulfuro (elipses rojas) y son flanqueados por
dos a-hélices (verde) y tres a-hélices anfipaticas (azul). Los seis sitios de N-glicosilacion estan
indicados con puntos amarillos. (Adaptado de Jones & Jomary?)

1.1.2. Actividad bioldgica de la clusterina

Desde que fue descripta inicialmente, descifrar la funcidn la clusterina ha sido un
desafio para los investigadores. La clusterina media un conjunto heterogéneo de
funciones entre las cuales se destacan la regulacion de la actividad del sistema
complemento'®, la modulacion de la apoptosis'®'’ y la actividad como chaperona

extracelular’®.

La capacidad de inhibir el sistema de complemento fue una de las primeras
funciones descriptas para la clusterina'. La clusterina circula normalmente en el plasma
humano siendo capaz de inhibir la formacion del complejo de ataque a la membrana. La

inhibiciéon de la citdlisis es mediada por la capacidad de la clusterina de interactuar con
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los sitios hidrofébicos de anclado en la membrana de los componentes C5b-7. En este
sentido, se ha demostrado que la secuencia de aminoacidos de la clusterina contiene
un dominio estructural en la porcion amino terminal apto para interactuar con segmentos
hidrofébicos. Por otro lado, han sido detectados sitios de unidn de alta afinidad entre la
clusterina y los componentes C7, C8 y C9 del complemento?. Sin embargo, estas
interacciones son inhibidas cuando C9 esta polimerizado, lo que sugiere que solo las
formas activadas de los componentes terminales del sistema de complemento exponen
estos sitios de union, evitando asi, la unidn de la clusterina a los componentes del

complemento que circulan normalmente en el plasma?.

En relacion a la capacidad de la clusterina de modular la apoptosis, se ha
observado que mientras la forma citoplasmatica de la clusterina media una actividad
antiapoptotica, la clusterina nuclear promueve la muerte celular???, La forma
citoplasmatica de la clusterina es capaz de estabilizar complejos proteicos en el
citoplasma que contienen a Bax, una proteina proapoptética, impidiendo su
translocacion hacia la mitocondria, mientras que la forma nuclear interactia con Bcl-XL,
proteina inhibidora de la apoptosis, promoviendo la liberacion de Bax y la consecuente

muerte celular'®,

1.1.3. Clusterina y su rol como chaperona extracelular

Tanto in-vivo como in-vitro, la agregacion proteica ocurre cuando un estimulo,
como el calor, el estrés oxidativo o agentes quimicos entre otros?®?4, generan
alteraciones en el normal plegamiento de las proteinas, las cuales pueden comenzar a
exponer porciones hidrofobicas en su superficie. Suspendidas en un ambiente acuoso,
estas regiones hidrofébicas se unen a zonas similares en las proteinas que las rodean.
Este proceso culmina con la formacion de agregados proteicos de alto peso molecular,

que se organizan de manera amorfa o bien formando estructuras fibrilares?*. Una de las
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funciones mas importantes de las chaperonas extracelulares es, precisamente, la de
interactuar con proteinas mal plegadas inhibiendo su agregacion y promoviendo la
remocion de las mismas del espacio extracelular por endocitosis mediada por receptor
seguida de degradacion lisosomal®>?® (Figura 3). La falla en los mecanismos de
remocion de las proteinas estresadas conduce a la agregacion y el posterior depdsito
de proteinas, procesos que subyacen a la patogenia de numerosas enfermedades, tales
como la enfermedad de Alzheimer, la Ateroesclerosis, la Enfermedad de Creutzfeldt—

Jakob y la Amiloidosis, entre otras.

Clusterina fue la primera chaperona extracelular descripta’. Otras chaperonas
extracelulares son la haptoglobina y la a-2 microglobulina?®?’. La actividad de la
clusterina como chaperona extracelular es independiente del ATP?. Luego de su
secrecion, la clusterina es capaz de unirse a las regiones hidrofébicas expuestas por
proteinas estresadas mediante dominios anfipaticos, proceso que resulta en la
formacion de complejos solubles de alto peso molecular?® (Figura 3). En este sentido,
ha sido demostrada la capacidad de la clusterina de interactuar con diferentes proteinas
(apolipoproteian Al, receptores | y Il para TGF-B y fibras 3 amiloides) a través de uniones
de alta afinidad®®. In-vitro, la clusterina es capaz de inhibir la agregacion amorfa,
inducida por estrés térmico o quimico, de proteinas tales como glutation-S-transferasa,
catalasa, alcohol dehidrogenasa, albumina bovina, lactoalbumina, lisosima vy
ovotransferrina?83%-32, Sin embargo, la clusterina no es capaz de restaurar la actividad
de las proteinas estresadas. Esto implica que la clusterina no posee la habilidad de
volver a plegar y devolver las proteinas a su estado original?®, funcion que si puede ser
llevada adelante por las proteinas de estrés térmico, las chaperonas mas
estudiadas?*?. La clusterina puede ser reconocida por los receptores de lipoproteinas
Megalina, Receptor de ApoE y por el Receptor de VLDL®*%. Estos receptores
expresados en diferentes tipos celulares son los responsables de mediar la remocion de

los complejos proteina estresada-clusterina.
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Proteina Proteina Agregado
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Endoc}tosis y
degradacion lisosomal

Figura 3 | Representacion esquematica del estrés proteico. (A) Cuando las proteinas se
estresan exponen regiones hidrofébicas en su superficie (regiones amarillas) que pueden unirse
entre ellas generando agregados proteicos. (B) Si no son degradados, los agregados proteicos
generan estructuras amorfas o fibrilares de alto peso molecular (i). Las chaperonas
extracelulares, como la clusterina, inhiben la agregaciéon y promueven la remocién de las
proteinas mal plegadas del espacio extracelular por endocitosis mediada por receptor, seguida
de degradacion lisosomal (ii).

Numerosos autores concuerdan que la clusterina podria jugar un rol importante
en el desarrollo de trastornos asociados al depdsito anémalo de proteinas?3¢3". En este
sentido, es interesante destacar que la clusterina ha sido encontrada asociada a

depdsitos proteicos en biopsias o necropsias de numerosas enfermedades generadas
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por el depdsito de proteinas®-°. Por ejemplo, Matsubara y col. demostraron que la
clusterina es capaz de unirse al péptido AB-amiloide con una alta afinidad*', siendo este
péptido el componente mas importante de las placas seniles asociadas a la enfermedad
de Alzheimer, ayudando a su remocion a través de la barrera hematoencefalica
mediante el receptor de Megalina expresado en tejidos vasculares del sistema nervioso

central*?43,

1.1.4. Clusterina Fucosilada, una nueva glicoforma de la clusterina

El patron de glicosilacién de la clusterina sérica fue descripta previamente por
Kapron y colaboradores: contiene 6 sitios de N-glicosilacion, siendo las mas abundantes
estructuras mono y bi-antenarias sialiladas, con bajos niveles de fucosa y algunos
motivos sialil-Lewis' (Figura 4A). En el afio 2007, nuestro grupo de trabajo demostrd
la presencia en el plasma seminal humano de un componente capaz de interactuar con
alta afinidad con el receptor de reconocimiento de patrones (RRP) DC-SIGN. Esta
interaccion mostro inhibir notoriamente la capacidad de las células dendriticas (CDs) de
reconocer al virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), reconocimiento que es
mediado, en gran medida, por el receptor DC-SIGN*. Continuando en esta linea
tematica, en el afo 2011 identificamos al componente inhibitorio como clusterina.
Estudios de resonancia de plasmon en superficie permitieron definir que la clusterina
presente en el plasma seminal, pero no la clusterina sérica, se une a DC-SIGN con alta
afinidad. Esta capacidad mostré6 asociarse a un peculiar patrén de glicosilacion,
caracterizado por estructuras bi, tri y tetra-antenarias altamente fucosiladas, revelado
por estudios de espectrometria de masa (Figura 4B). En dicho estudio concluimos que
la clusterina seminal, pero no la clusterina sérica, merced a su particular patron de
glicosilacién rico en motivos fucosilados de tipo Lewis X y Lewis Y, representa un nuevo
ligando enddgeno de DC-SIGN*®. Describimos, de esta manera, una nueva glicoforma
de la clusterina presente en el plasma seminal humano, con abundantes residuos

fucosilados.
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Posteriormente, en un trabajo dirigido a identificar ligandos enddgenos de DC-
SIGN presentes en el plasma seminal, Clark y colaboradores encontraron a la clusterina
como uno de los ligandos mayoritarios en este fluido y demostraron la presencia de
abundantes motivos Lewis X y Lewis Y evidenciados por espectrometria de masa“*t. En
el mismo sentido, recientemente, Saraswat y colaboradores caracterizaron diversas
glicoproteinas presentes en el plasma seminal detallando sus sitios de N-glicosilaciéon
junto con la composicion y estructuras glucidicas presentes en cada uno de ellos. Los
autores sefnalan a la clusterina como la proteina con mayor numero de glicoformas con
abundantes estructuras fucosiladas de tipo Lewis en cada uno de ellos*’. Estos
resultados, en consonancia con los observados previamente por nuestro grupo,

confirman el hallazgo de una nueva glicoforma fucosilada de clusterina.
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Figura 4 | Analisis de los glicanos de la clusterina. Analisis de espectrometria de masa
(MALDI-MS) de los glicanos de la clusterina sérica (A) y la clusterina seminal (B). Las
anotaciones estan basadas en la informacién de la composicién provista por los pesos
moleculares por MALDI, complementado con la secuencia por MALDI TOF/TOF luego del
tratamiento con hexoglicosidasas, tratamiento con acido hidrofluoridrico y analisis de uniones
(datos no mostrados). Solo se muestra un patrén de glicosilacion para estructuras triatenarias.
Galactosa (circulos abiertos), manosa (circulos cerrados), N-acetilglucosamina (cuadrados
cerrados), fucosa (triangulos abiertos) y acido sialico (rombos cerrados). (Figura adaptada de

Sabatte*?)

1.2. CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas convencionales o mieloides (CDs) cumplen un papel

central en el desarrollo de la inmunidad adaptativa no sélo por su capacidad de activar

linfocitos T virgenes, sino también por su capacidad de orientar la diferenciacién de los
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linfocitos T CD4+ en diferentes perfiles funcionales. A fin de orquestar una respuesta T
adecuada, las CDs inmaduras presentes en mucosas y piel no soélo endocitan antigenos,
sino que censan cuidadosamente las propiedades del proceso infeccioso en la periferia.
A tal efecto, cuentan con un complejo sistema de receptores, capaces de reconocer
moléculas microbianas, citoquinas, quimiocinas, opsoninas y diversos mediadores
bioldgicos (péptidos y lipidos bioactivos, hormonas, etc.)*®%°. Las CDs son generadas a
partir de precursores presentes en la medula ésea que aun no han sido bien
caracterizados. Los precursores circulantes de las CDs, entre ellos los monocitos, se
extravasan en tejidos periféricos, fundamentalmente en piel y mucosas, diferenciandose
a CDs inmaduras. Las CDs inmaduras poseen una gran capacidad para detectar,
capturar y procesar antigenos y microorganismos, pero expresan una pobre capacidad
para activar linfocitos T virgenes. La deteccion de ciertos productos microbianos,
citoquinas proinflamatorias, y sefales indicativas de estrés o dafio celular denominadas
colectivamente “danger associated molecular patterns” (DAMPs), suelen conducir a la
activacion de las CDs. Al activarse, las CDs inmaduras experimentan un conjunto
notable de cambios: a) disminuyen la expresién de E-cadherina, molécula de adhesion
que media su interaccién con queratinocitos en la piel y células epiteliales en las
mucosas, permitiendo de este modo a las CDs liberarse de “ataduras” que las mantienen
en la periferia; b) aumentan la expresion del receptor de quimiocinas CCRY7, lo que
permite a las CDs censar la presencia de las quimiocinas CCL19 y CCL21, producidas
en los vasos y ganglios linfaticos, y migrar hacia los mismos siguiendo un gradiente
creciente de concentracion de estas dos quimiocinas (quimiotaxis); c¢) disminuyen
dramaticamente su capacidad de endocitar antigenos y procesarlos, asegurando de
este modo que las CDs sélo puedan presentar a los linfocitos T virgenes, en los ganglios
linfaticos, antigenos endocitados en la periferia; d) incrementan notoriamente la
expresion de moléculas coestimulatorias y moléculas del CMH de clase | y I, de modo
de poder activar a los linfocitos T virgenes en el area paracortical de los ganglios
linfaticos*®%'. Las CDs maduras poseen la capacidad Unica de activar a los linfocitos T
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virgenes impartiéndoles dos sefnales: la sefal 1 involucra el reconocimiento del péptido
antigénico presentado por la molécula del CMH de clase | o |l, al receptor T (TCR). La
sefnal 2 involucra el reconocimiento de las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86
expresadas por las CDs, por la molécula CD28 expresada por los linfocitos T. La correcta
recepcion/induccion de las sefiales 1y 2 conduce a la activacién del linfocito T virgen, y
a su expansion clonal*®%°, En relacion a las células T CD4+, su activacion conduce su
diferenciacion en distintos perfiles dependiendo, fundamentalmente, del patrén de las
citoquinas producido por las CDs, y también por otras poblaciones leucocitarias. Estas
citoquinas modulan el perfil de activacion T CD4+ a través de su interaccion con
receptores especificos para las mismas, expresados por la célula T CD4+. Algunos
autores se refieren a la sefial inducida por estas citoquinas como sefial 330, En la

Figura 5 se presentan las principales propiedades de las CDs inmaduras y maduras.
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Figura 5 | Maduracion de las CDs y activacion de linfocitos T. En la izquierda se observa una
CD inmadura capaz de endocitar antigenos mediante fagocitosis, endocitosis mediada por
receptor y macropinocitosis. Se detallan diferentes sefiales capaces de activar a las CDs e inducir
su maduracién. A la derecha se puede observar una CD madura y la naturaleza de las senales
aportadas por la CD que median la activacién del linfocito T virgen.
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La percepcion, por parte del linfocito T CD4+ recientemente activado, de
diferentes patrones de citoquinas determina, en ultima instancia, su perfil particular de
activacion. La Figura 6 brinda una primera aproximacion a este fendmeno. Se indican
en la misma los requerimientos de citoquinas asociados a la induccién de los diferentes
perfiles T CD4: Th1, Th2, Th17, Tfh y T regulador (Treg). Se indica también el papel de
cada uno estos perfiles en la respuesta inmune anti-infecciosa y en los procesos

alérgicos y autoinmunes.
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Respuesta humoral

Figura 6 | Induccién de diferentes perfiles efectores en las células T CD4+. Se muestran en
la figura las citoquinas involucradas en la diferenciacion de los distintos perfiles efectores y las
funciones asociadas a cada uno de ellos.

1.2.1 Células dendriticas tolerogénicas

Las CDs no solo son capaces de activar y orientar la respuesta inmune
adaptativa, sino que también son capaces de silenciarla. En efecto, las CDs

denominadas genéricamente tolerogénicas o regulatorias son capaces de inhibir o
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suprimir tanto la respuesta inmune dirigida a antigenos propios, que subyace a los
fendmenos de autoinmunidad, como también la respuesta inmune anti-tumoral y anti-
infecciosa. Lo que determina el comportamiento tolerogénico de las CDs es la ausencia
de citoquinas inflamatorias, en primer lugar la IL-12 y el interferon-y (IFN-y), y la
presencia de citoquinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-B como asi también la
presencia de galectina-1, prostaglandina E2 (PGEZ2), acido retinoico, el péptido
vasoactivo intestinal (VIP) y la vitamina D34%5"-%3, |Las CDs tolerogénicas median su
actividad principalmente induciendo la diferenciacién de linfocitos T CD4 en un perfil
regulatorio (Treg) mediante la produccién de mediadores anti-inflamatorios y/o
supresores. Se destacan entre ellos los siguientes: IL-10, TGF-B, acido retinoico,

galectina-1 y la enzima IDO (indolamina dioxigenasa)?*9:51:54%5,

1.3. RECEPTORES DE RECONOCIMIENTO DE PATRONES (RRPS)

Los RRPs comprenden, basicamente, cinco familias de receptores: los
receptores de tipo Toll (TLR), los receptores lectina tipo C (RLC), los receptores
“scavenger”, los receptores tipo NOD (NLR) (“Nucleotide-binding oligomerization
domain-NOD-like receptors”) y la familia de ARN helicasas, familia que comprende a los
receptores RIG- 1 (“retinoic acid-inducible gene 1) y MDA5 (“melanoma differentiation-
associated gene 5”)%-%°. Estos receptores difieren en los ligandos que reconocen y en
su distribucion celular. Los RRPs reconocen, en primer lugar, ciertas moléculas
microbianas llamadas colectivamente “patrones moleculares asociados a patégenos”
(PAMPs), tales como LPS, lipoproteinas, acido lipoteicoico, peptidoglicano, flagelina,
motivos CpG presentes en el ADN microbiano, arreglos de manosa y/o fucosa. Los
PAMPs presentan un conjunto de propiedades: a) se expresan en los microorganismos,
pero no en las células del hospedadero; b) son esenciales para la viabilidad o
patogenicidad de los microorganismos y c¢) son compartidas por diferentes

microorganismos, por ejemplo, el LPS es expresado por todas las bacterias Gram (-),
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mientras que la flagelina es expresada por todas las bacterias flageladas. De este modo,
mientras que los receptores propios a la inmunidad adaptativa (receptores antigénicos
B y T) reconocen a los microorganismos a través de motivos sumamente particulares
denominados epitopes antigénicos, empleando para ello centenares de millones de
receptores diferentes expresados en forma clonal, los RRP reconocen estructuras
conservadas y compartidas, permitiendo de este modo a las células de la inmunidad
innata, entre ellas a las propias CDs, reconocer la diversidad de microorganismos a
través de un numero relativamente reducido de receptores (RRP)%*. Los RRPs
constituyen la columna vertebral de los sistemas de reconocimiento propios a la
inmunidad innata. Son ellos quienes permiten a las CDs inmaduras presentes en la
periferia reconocer procesos infecciosos. La identidad de los RRPs que se activen en el
tejido infectado determina, en gran medida, la calidad de la respuesta inmune que estas
CDs, ya como CDs maduras, ponen en marcha en los o6rganos linfaticos
secundarios*®°¢€_ | as principales propiedades de las diferentes familias de RRPs son
presentadas en la Tabla1. Algunos RRPs, aun siendo capaces de reconocer estructuras
microbianas, parecen haber evolucionado de modo de adquirir una notable capacidad:

reconocer sefiales indicativas de estrés o injuria celular (DAMPs)®'.
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ARN
TLR CLR Scavenger NLR Helicasas
Miembros TLR 1-11 RM (receptor de CD36 Mas de 20 RIG-1
manosa) SR-A1 proteinas MDA5
DC-SIGN SR-A2 diferentes
DEC-205 Marco
BCDA-2 LOX-1
DECTIN-1
DCIR
DCAL-1
C-LEC
langerina
Ligandos Peptidoglicano Diferentes LPS, acido Productos ARN viral
reconocidos (TLR2) motivos teicoico, bacterianos:
Porinas (TLR2) glucidicos CpG DNA, | peptidoglicano,
ARN viral dc presentes lipoproteinas | LPS, ARN viral
(TLR3) principalmente en de baja y bacteriano
LPS (TLR4) | microorganismos. | densidad
Manano (TLR4) (LDL) Alarminas o
HSP 60/70 DAMPs:
(TLR4) cristales de
Flagelina acido urico y
(TLR5) ATP
ARN viral sc
(TLR7/8)
ADN CpG
(TLR9)
Ubicacién Membrana Membrana Membrana Citosol Citosol
celular: TLR 1, celular celular
2,4,5,6,10, 11
Endosomas:
TLR3,7,8,9

Tabla 1 | Principales caracteristicas de las diferentes familias de RRPs.

1.3.1. Células dendriticas y receptores lectina tipo C (RLC)

Las CDs expresan los siguientes miembros de la familia RLC: el receptor de
manosa (CD206), DEC205 (CD205), DC-SIGN (CD209), BDCA2, Dectin1, DCIR,
DCAL1, CLEC1 vy langerina (CD207)%2. La mayoria de las RLC son proteinas de
transmembrana tipo I, a excepcion del receptor de manosa y de DEC205, que son
proteinas de transmembrana tipo 1%3. Los RLC suelen expresar un sélo dominio de
reconocimiento de carbohidratos (DRC), salvo el receptor de manosa y DEC205, que
expresan ocho y diez respectivamente®®. El reconocimiento de ligandos por parte de
estos receptores es dependiente de la presencia de calcio. Todos ellos poseen dos
dominios de union al calcio en un “rulo” que protruye por fuera de la superficie de la
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proteina. La mutacion de estos sitios provoca que estos receptores pierdan su
capacidad de reconocer ligandos®. La presencia de la secuencia Glu-Pro-Asn en el
DRC explica su especificidad por residuos manosa, mientras que la secuencia GInPro-
Asp explica la union a galactosa®®. Es interesante destacar que, aunque DC-SIGN, el
receptor de manosa, langerina y BDCA2 reconocen estructuras con residuos de manosa
presentes en diferentes posiciones y ramificaciones, todos ellos contienen la secuencia
Glu-Pro-Asn en sus DRC®. La principal funcion de los receptores Lectina tipo C es
mediar la endocitosis de microorganismos y componentes microbianos, permitiendo asi
su posterior procesamiento y presentacion a los linfocitos T CD4+ a través de moléculas
del CMH de clase Il. Los ligandos endocitados a través de DC-SIGN suelen ser
conducidos hacia los lisosomas y endosomas tardios, que ya contienen en su interior

moléculas del CMH de clase 117,

1.3.2. DC-SIGN: contribuyendo al escape inmune

Al igual que la mayoria de las lectinas tipo C, DC-SIGN es una proteina de
transmembrana tipo Il que se expresa en CDs presentes en la dermis y en las mucosas
de vagina, cérvix, placenta, recto, intestino y pulmones®25¢, También se la ha encontrado
en CDs presentes en los ganglios linfaticos. Como ocurre con la mayoria de las lectinas
tipo C, la expresion de DC-SIGN es alta en CDs®°. DC-SIGN también es expresado por
subpoblaciones de linfocitos B y macrofagos’™. La region extracelular de DC-SIGN esta
compuesta por un DRC, el cual presenta dos sitios de union a calcio. El DRC se
encuentra separado del domino transmembrana mediante una regién “cuello” implicada
en la formacion de oligémeros’'. En efecto, DC-SIGN se expresa en la membrana de
las CDs en forma de tetramero, y se ha comprobado que esta conformacion es requerida
a efectos de reconocer efectivamente a sus ligandos. Finalmente, el receptor posee una
cola citoplasmatica, la cual contiene motivos de internalizacion y motivos relacionados
con la transduccion de sefiales’. Ensayos de glicomica, en los cuales se analizo la

union de paneles de glicoconjugados a diferentes lectinas, han revelado los motivos
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glucidicos reconocidos por diferentes RLC. DC-SIGN presenta alta especificidad por
estructuras que contienen residuos de manosa y fucosa. DC-SIGN reconoce residuos
de manosa ramificada con un minimo de tres manosas y residuos de dimanosa
terminales, a diferencia del receptor de manosa, que reconoce residuos individuales de
manosa o residuos de dimanosa no terminales’. Los residuos fucosilados reconocidos
por DC-SIGN corresponden a los motivos Lewis X, Y, Ay B, y a los motivos fucosilados
de los grupos sanguineos A y B. Resulta interesante que la sialidacién de estas
estructuras, como ocurre en el caso del motivo sialil-Lewis X, disminuye notablemente
la capacidad de unién a DC-SIGN™ (Figura 7). Cabe destacar que la clusterina

fucosilada interactua con DC-SIGN a través de motivos Lewis X y Lewis Y.

Los microorganismos patdogenos han desarrollado una amplia variedad de
mecanismos, no solo para evadir la respuesta inmune del hospedadero, sino también
para coptarla en su propio beneficio. En este marco conceptual y contrastando con la
vision tradicional, que asignaba a los RLC un papel restringido a la mediacion de la
endocitosis de patdgenos y componentes microbianos, observaciones recientes han
demostrado que los RLC, particularmente DC-SIGN, al interactuar con sus ligandos,
ponen en marcha en las CDs vias de sefializacion que modulan su funcionalidad. DC-
SIGN interactta con una gran variedad de microorganismos patdgenos, tanto
intracelulares como extracelulares mediante el reconocimiento de estructuras que
contienen manosa y fucosa. Entre ellos se encuentran virus (tales como HIV, Herpes
Simplex, Ebola, citomegalovirus, hepatitis C y Dengue), bacterias, parasitos y hongos
(M. tuberculosis, Leishmania y C. albicans, respectivamente)®7276  Estos
microorganismos no solo inducen la activacion de DC-SIGN, sino que simultdneamente
disparan la sefalizacion de otros RRPs. La cooperacién entre estas vias es la que
promueve las diferentes respuestas inmunes hacia los microorganismos patégenos. De
esta manera, aunque el reconocimiento de carbohidratos por DC-SIGN no induce por si

solo la expresién de citoquinas, es capaz de modular las vias de sefalizacion inducidas
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por otros RRPs.

Lewis X Lewis Y Sialil-Lewis X
o2 a3
34
a3 i a3 B o3 |
?BC‘» 3 p3
R R R
Lewis A Lewis B Sialil-Lewis A

o2 o3
a4 B3 o4 2 a4 2
?[5 3 ?B 3 p3
R R

O Galactosa A Fucosa

. N-Acetilglucosamina . Acido Sialico

Figura 7 | Esquema de los motivos fucosilados de tipo Lewis. Se representan los motivos
fucosilados de tipo Lewis con sus respectivas uniones de la galactosa terminal en B 1-4 (panel
superior) o 3 1-3 (panel inferior), junto con las uniones de fucosa a la N-acetilglucosamina interna
en a 1-3 (panel superior) o a 1-4 (panel inferior). R representa N- u O- glicanos. (Adaptado de
Varki’®).

Llamativamente, el impacto funcional que imponen los ligandos de DC-SIGN a
la funcionalidad de las CDs parece depender de su particular patrén de glicosilacion;
mientras que los ligandos ricos en manosa promueven un fenotipo pro-inflamatorio en
las CDs, aquellos ligandos ricos en fucosa promueven un fenotipo anti-inflamatorio o
tolerogénico. En este sentido, estudios realizados en el patégeno gastrico Helicobacter
pylori confirman que las variantes isogénicas que expresan estructuras de tipo Lewis X

y Lewis Y en sus lipopolisacaridos inducen tolerancia en la mucosa gastrica humana’”-
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® promoviendo respuestas de tipo Th2%, efecto dependiente de la sefializaciéon mediada
por DC-SIGN a través de estos lipopolisacaridos’®'. Por el contrario, la infeccién con
variantes isogénicas de H. pylori que no poseen estructuras terminales de tipo Lewis X

y Lewis Y inducen efectos patoldgicos severos asociados con respuestas de tipo Th17.

El reconocimiento a través de DC-SIGN de motivos que contienen manosa o
fucosa activa distintas vias de sefalizacion en las CDs®®. DC-SIGN se une
constitutivamente a RAF1 como parte del lamado RAF1-sefalosoma. Cuando DC-SIGN
reconoce PAMPs conteniendo manosa, la activacién simultanea de DC-SIGN vy otros
RRPs resulta en la activacion de RAF1 y la subsecuente fosforilacion de la subunidad
p65 en Ser276 de NF-kB. Esta fosforilacion permite la acetilacidon de p65, que finalmente
resulta en el incremento de la transcripcion de IL-12 e IL-6 inducida por TLRs, resultando
en una produccién incrementada de IL-12p70 promoviendo de este modo una respuesta
de tipo Th18. En contraste con lo que pasa con PAMPs que contienen manosa, el
reconocimiento de PAMPs fucosilados por DC-SIGN genera cambios conformacionales
que desplazan a RAF-1 del sefalosoma de DC-SIGN. Esto genera una via de
sefnalizacion diferente que culmina con la activacion y translocacion al ndcleo de BCL-
3, un miembro atipico de la familia de NF-kB, que mediante la formacion de complejos
proteicos con dimeros de p50 culminan en la represion en la expresion de IL-12p70,
desviando la respuesta Th1 hacia una Th2%. La sefializacion especifica por fucosa a
través de DC-SIGN también puede llevar a la expresion de IL-27, promoviendo la
diferenciacion a un perfil Tfh®. De esta manera los PAMPs que contienen fucosa
contribuyen a una fuerte respuesta humoral. Finalmente, es interesante destacar que la
senalizaciéon por fucosa puede ser muy importante en la tolerancia inmune.
Recientemente Conde y colaboradores han demostrado en ratones, que macréfagos
que expresan DC-SIGN regulan positivamente la expresion de IL-10 en respuesta a

ligandos que contienen fucosa, resultando en la induccion de células T regulatorias®’.
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1.4. RELEVANCIA FISIOLOGICA DE LA CLUSTERINA FUCOSILADA

Como fue explicado anteriormente, las CDs cumplen un papel critico tanto en el
desarrollo de la respuesta inmune como en el mantenimiento de la tolerancia. Por otra
parte, numerosos trabajos han demostrado que la interaccion de DC-SIGN con sus
ligandos es capaz de modular el perfil de activacion de las CDs. En este sentido, el
descubrimiento de una nueva glicoforma de clusterina capaz de unirse a DC-SIGN en
el plasma seminal plantea diferentes interrogantes: en primer lugar, ¢ La clusterina, es
capaz de modular la funcionalidad de las CDs? En la primera parte de esta tesis, nos
abocaremos al estudio de las propiedades biolégicas de la clusterina fucosilada aislada
del plasma seminal. En segundo lugar, cabe preguntarnos si la glicoforma fucosilada de
clusterina es producida exclusivamente en tracto genital masculino o si se expresa en
otros organos, tanto en situaciones fisioldgicas como patoldgicas. Teniendo en cuenta
que los tumores frecuentemente presentan alteraciones en su glicosilacion, y que la
clusterina se encuentra sobre-expresada en diferentes tipos de cancer, en la segunda
parte de esta tesis, analizaremos las caracteristicas de la clusterina expresada en el

cancer de mama.
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INTRODUCCION - PARTE I

2.1. EL ROL DE LA CLUSTERINA EN LA REPRODUCCION

Como fue mencionado anteriormente, la clusterina fue identificada originalmente
como un componente del fluido proveniente del testiculo de ratas. En efecto, la
clusterina es la principal proteina producida por las células de Sertoli?®888° y sy
concentracién puede alcanzar hasta los 10mg/ml en el plasma seminal, niveles 100
veces superiores a los encontrados en la sangre. En el tracto genital masculino la
expresion de la clusterina ha sido detectada en diferentes 6rganos?®. Mediante
inmunohistoquimica es posible detectar grandes cantidades de clusterina en el testiculo,
principalmente en el citoplasma de células de Sertoli, pero también en la cabeza y cola
de espermatides y espermatozoides liberados®. La clusterina parece ser endocitada por
células de la rete testis y los conductos deferentes, mediante el receptor LRP-2 presente
en células epiteliales®?2. La clusterina es también encontrada en prostata. Mediante
estudios de inmunohistoquimica, Tenniswood y colaboradores detectaron la presencia
de clusterina en el citoplasma de células epiteliales en la region proximal del conducto
prostatico®®. De acuerdo a Sensibar y colaboradores, la glicosilacion de la clusterina
producida en la prostata seria diferente respecto de la presente en la clusterina
testicular, atendiendo a su diferente movilidad electroforética en geles de 2
dimensiones®. Sin embargo, no hemos definido aun la fuente celular de la clusterina

que presenta capacidad de unirse a DC-SIGN.

A pesar de su llamativa concentracion en el semen, poco se conoce de la
relevancia de la clusterina en la reproduccion. En forma similar a lo que ocurre en otros
tejidos, se ha reportado que la clusterina posee actividad anti-apoptética en las células
germinales®. Tanto su rol en la espermatogénesis como su influencia en la fertilidad son

controversiales, y resultados encontrados han sido publicados por diferentes grupos®-

98
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2.2. TOLERANCIA MATERNO-FETAL

Como el feto y la placenta logran evitar el rechazo del sistema inmune de la
madre constituye uno de los interrogantes mas interesantes de la inmunologia. En
efecto, el embrion semialogeneico crece en el organismo materno sin despertar una
respuesta inmunolégica agresiva, en contraste con la observada contra los tejidos u
organos trasplantados. Inicialmente, la explicacion de esta aparente paradoja recayo en
teorias que postulaban la separacién anatémica de los tejidos maternos respecto de los
tejidos fetales, que el utero representaba un sitio de privilegio inmunolégico, o un estado
de inmunosupresion que acompaiia al embarazo®'°. Actualmente, sabemos que las
mujeres son capaces de desarrollar linfocitos T especificos contra aloantigenos
fetales'™!, sin embargo, un conjunto de mecanismos de proteccion actian
coordinadamente para evitar el rechazo. Por ejemplo, el trofoblasto (el tejido en la
interfase entre feto y madre) no expresa MHC clasicos excepto del tipo HLA-C, asi como
las CDs de la decidua no pueden migrar a los ganglios maternos'%21%, Adicionalmente,
los tejidos de la placenta expresan la enzima IDO en gran cantidad'®'%, estan
protegidos de la accion del complemento’® y se caracterizan por presentar HLA-G, un
tipo no clasico de MHC de clase | que posee propiedades tolerogénicas'®-1%  Sin
embargo, la tolerancia materno-fetal pareceria sostenerse, en primer lugar, en los

linfocitos T regulatorios™®.

Si bien la “inactividad” de los linfocitos T especificos hacia aloantigenos paternos
se habia descripto con anterioridad'®, la importancia de los linfocitos T regulatorios fue
determinada de manera concluyente con los estudios de Aluvihare et al. En estos
estudios, utilizando modelos murinos, se establecié que los fetos alogeneicos son
inviables si se eliminan los linfocitos T regulatorios de la madre'®. Mas adelante, se
determiné que la inviabilidad de los fetos alogeneicos podia ser revertida por

transferencia de linfocitos T regulatorios desde otra ratona prefiada''. Finalmente, se
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demostré que los linfocitos T regulatorios necesarios para la viabilidad del feto no son
de origen timico, sino que son periféricos, y especialmente, son especificos de
antigenos paternos''?"'4. Otras investigaciones respaldan la idea de que un fendémeno
similar tiene lugar en seres humanos, donde se ha visto que el embarazo aumenta la
cantidad de linfocitos T regulatorios reactivos contra aloantigenos paternos''®'¢. Por
otra parte, numerosos estudios han asociado bajos niveles de linfocitos T
CD4+CD25+FoxP3+, fenotipo presente en los linfocitos T regulatorios, con abortos
espontaneos recurrentes y otras complicaciones del embarazo como la pre-
eclampsia'”2, Llamativamente, la expansién de los linfocitos T regulatorios debe
ocurrir en el periodo anterior a la implantacién, ya que su aparicion tardia no alcanza a
salvar al feto alogeneico del ataque inmunoldgico'®121122 Este requisito temporal
explica la aparicién de linfocitos T CD4+CD25+FoxP3+ en el utero incluso antes de la
concepcion, un fendmeno que requiere de la expresion uterina de CCL19 inducida por

el plasma seminal'?®124,

2.2.1. El semen en la tolerancia materno fetal

El esperma y el plasma seminal actian en conjunto para completar los varios
pasos de la fertilizaciéon, mucho de los cuales aun no son comprendidos en su totalidad.
El plasma seminal es un fluido biolégico muy complejo que contiene una gran diversidad
de componentes incluyendo lipidos, carbohidratos, numerosos péptidos y proteinas.
Contiene también una gran variedad de citoquinas y quimiocinas. Estos componentes
son secretados principalmente por los siguientes 6rganos: el testiculo, el epididimo y la
prostata. La concentracion de proteinas en el plasma seminal varia normalmente entre
35 a 55 mg/ml, y estudios de protedmica han revelado la existencia de mas de 900
proteinas diferentes en dicho fluido'?. El rol de las proteinas del plasma seminal en el
éxito de la fertilizacion no es claro y, aunque algunos trabajos en la literatura postulan
que la glicosilacion de estas proteinas podria jugar un rol importante en este proceso'?*

128 poco se sabe sobre los glicanos presentes en el plasma seminal, en que proteinas
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estan presentes y su rol especifico en el proceso de fertilizacién y la tolerancia materno

fetal.

La vision predominante en la literatura cientifica considera al semen un mero
reservorio y/o vehiculo de transmisién de patégenos, asignandole de este modo un
papel simplemente pasivo. Sin embargo, ha sido ya demostrado que el semen es capaz
de inducir un conjunto de cambios a nivel de las mucosas receptivas que podrian
modular el curso temprano de los procesos infecciosos y la respuesta inmune generada
por patdgenos transmitidos sexualmente: a) neutraliza el pH de la mucosa vaginal'?®; b)
opsoniza microorganismos’®’; c) promueve la quimiotaxis de células de langerhans via
secrecion de la quimiocina CCL20 por células del epitelio vaginal’™' y d) estimula la
produccién de un conjunto de citoquinas y quimiocinas en el ectocervix, con la
consecuente induccidon de una reaccion inflamatoria local, infiltrado leucocitario e
induccién de microabrasiones en la mucosa cervical'?. Mas aun, el semen contiene un
conjunto de elementos con un alto potencial inmunomodulatorio3'%, Recientemente,
se ha comprobado que esta accion inmunomodulatoria depende, en gran medida, de
las altas concentraciones de TGF-B seminal'®'¥’  Sin embargo, la funcion
inmunomodulatoria mas relevante del plasma seminal tal vez sea la induccién de una
poblacion de linfocitos T regulatorios especificos frente a aloantigenos paternos. A
través de una extensa sucesion de trabajos, el grupo de Sarah Robertson ha confirmado
la capacidad del plasma seminal de promover la expansiéon de los linfocitos T
CD4+CD25+FoxP3+ reactivos contra aloantigenos paternos en los ganglios linfaticos
que drenan el aparato genital femenino y su migracion al utero para ejercer funciones

tolerogénicas'24138-140,

El mecanismo a través del cual el plasma seminal promueve la expansién de
estos linfocitos T regulatorios no ha sido aun definido claramente, aunque algunos
detalles han sido revelados en un estudio realizado por Moldenhauer et al.’®°. En primer
lugar, este estudio demostré que las CDs de origen materno presentes en la mucosa
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genital son las responsables de capturar y presentar aloantigenos presentes en el
semen. A continuacion, utilizando hembras deficientes en los transportadores TAP, se
confirmd que la proliferacion de linfocitos CD8+ reactivos frente a aloantigenos paternos
requiere de la presentacién cruzada por parte de estas CDs, sugiriendo que los

aloantigenos paternos son endocitados'.
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HIPOTESIS I

La clusterina fucosilada presente en el plasma seminal, merced a su actividad de
chaperona extracelular, induce la endocitosis de antigenos “estresados” por CDs
a través de DC-SIGN. A su vez, la interaccion de clusterina con DC-SIGN,

modaularia el perfil de activacion de las CDs y su capacidad de activar linfocitos T.

En este sentido es interesante destacar que:

La posible accion inmunomodulatoria ejercida por la clusterina fucosilada sobre
la funcionalidad de las CDs se sustenta, no sélo en su capacidad de interactuar con alta
afinidad con DC-SIGN, sino también con las notables acciones biolégicas descritas para
la clusterina sialidada presente en el suero y que, suponemos, serian también mediadas
por la clusterina fucosilada. Aun hoy, 30 anos luego de su inicial caracterizacion, la
clusterina es definida como una proteina “enigmatica”. Es una proteina altamente
conservada expresada por diferentes tejidos, capaz de mediar un conjunto de funciones,
entre la cuales se destaca su capacidad de actuar como chaperona extracelular. La
clusterina, de un modo similar a las proteinas de shock térmico (HSP), interactia con
regiones hidrofébicas de una amplia diversidad de proteinas “estresadas”, formando
complejos de altos peso molecular e inhibiendo su precipitacion?'41-144 Considerando
que DC-SIGN media la internalizacién de sus ligandos, y que el reconocimiento de
motivos que contienen fucosa esta asociado con la inhibicién de respuestas tipicamente
inflamatorias, es légico suponer que la clusterina fucosilada pueda modular la capacidad
de las CDs de internalizar antigenos presentes en su entorno. Al respecto, es interesante
destacar que la clusterina ha mostrado la capacidad de reconocer motivos presentes en
la superficie de células propias induciendo su agregacion, interactuar con
microorganismos y reconocer complejos inmunes formados por anticuerpos IgG*141-144,
Esto sugiere que la clusterina fucosilada podria mediar un efecto “osponizante”, merced

a su capacidad de actuar como puente entre las diversas estructuras reconocidas y el
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receptor endocitico DC-SIGN. Es decir, la posible actividad inmunomodulatoria de la
clusterina fucosilada se sustenta, no sélo en su condicion de ligando natural de alta
afinidad para DC-SIGN, sino también en su actividad de chaperona y su posible
actividad “opsonizante”. Cabe mencionar que no existen trabajos en la literatura
cientifica que hayan examinado una posible accidon modulatoria ejercida por la clusterina

sobre la funcionalidad de las CDs.
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OBJETIVO GENERAL I

Estudiar las consecuencias funcionales de la interaccion entre la clusterina

fucosilada y DC-SIGN en las CDs.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la capacidad de la clusterina fucosilada de actuar como chaperona

extracelular.

2. Evaluar la capacidad de la clusterina fucosilada de dirigir proteinas

estresadas hacia DC-SIGN.

3. Evaluar la capacidad de CDs de endocitar proteinas estresadas dirigidas

hacia DC-SIGN por la clusterina fucosilada.

4. Analizar la accion inmunomodulatoria de la clusterina fucosilada sobre

CDs.

- Analizar el fenotipo de CDs tratadas con la clusterina fucosilada.

- Analizar la capacidad de la clusterina fucosilada de modular el fenotipo
inducido por el LPS en CDs.

- Evaluar la capacidad de CDs tratadas con la clusterina fucosilada de

expandir linfocitos T CD4+CD25+FOXP3+ en un cultivo mixto linfocitario.
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RESULTADOS - PARTE 1

4.1. La clusterina fucosilada presente en el plasma seminal actiia como

chaperona extracelular

La capacidad de la clusterina del suero de evitar la formacion de complejos de
alto peso molecular actuando como chaperona extracelular ha sido ampliamente
estudiada'®2338.144 Al estresarse, las proteinas exponen regiones hidrofobicas mediante
las cuales pueden establecer interacciones de baja afinidad entre ellas, agregandose y
precipitando. Este proceso, en solucion, genera un aumento en la turbidez que puede
ser medido analizando la absorbancia a 360 nm. Al actuar como chaperona extracelular,

la clusterina interactua con proteinas estresadas evitando la agregacion de las mismas.

En primer lugar, evaluamos si la clusterina del plasma seminal, a pesar de
presentar un patrén de glicosilacion diferente al de la clusterina sérica, posee actividad
de chaperona extracelular. Para esto, clusterina fue purificada a partir de muestras de
plasma seminal o suero de dadores sanos mediante cromatografia de afinidad, tal como
se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Para estos experimentos, como
blanco de la actividad de la clusterina, utilizamos diferentes proteinas disponibles
comercialmente que fueron utilizadas por otros autores para tales fines: catalasa,
glutatién S-transferasa (GST) o alblimina sérica bovina (BSA)?42830-32145 Para algunos
experimentos utilizamos suero bovino fetal. Como estimulos estresantes utilizamos el
tratamiento con calor (60°C) o el tratamiento con sustancias reductoras (ditiotreitol),
como fue descripto previamente?®3':32145 Soluciones de catalasa (200 ug/ml), GST (400
pg/ml) y suero normal (diluido 1 en 10 en PBS) fueron incubadas a 60°C durante 20
minutos, y la absorbancia a 360 nm fue medida cada 1 minuto. Como se observa en la
Figura 8, cuando este tratamiento fue realizado en presencia de clusterina fucosilada

del plasma seminal (100 pg/ml) o clusterina sérica (100 pg/ml) la agregaciéon de las
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proteinas fue inhibida y, por lo tanto, la turbidez de las soluciones fue menor en cada
punto medido (Figura 8 A-C y G, n=6, p<0,01). Posteriormente, estresamos GST (400
pg/ml) y BSA (500 pg/ml) en condiciones reductoras con una solucién de DTT 20mM
durante 120 minutos a 37°C. La absorbancia a 360 nm fue medida cada 8 min. Cuando
se estresaron estas proteinas en presencia de clusterina (a 200, 400 o 500 ug/ml, para
catalasa, GST y BSA respectivamente), nuevamente la turbidez de las soluciones fue
menor que los controles (Figura 8 D-F y H). Estos resultados indican que, en forma
similar a la clusterina sérica, la clusterina fucosilada del plasma seminal inhibe la
agregacion de las proteinas analizadas (n=3-6, p<0,01). Estos experimentos nos

permiten concluir que la clusterina fucosilada posee actividad de chaperona extracelular.
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Figura 8 | La clusterina fucosilada tiene actividad de chaperona extracelular. (A-C) Catalasa
(200 pg/ml), GST (400 pg/ml) o suero humano (diluido 1 en 10 en PBS), fueron incubados durante
20 min a 60°C en presencia o0 ausencia de clusterina fucosilada del plasma seminal (CLU) (100
pg/ml) o clusterina sérica (suero-CLU) (100 pyg/ml). La absorbancia a 360 nm fue medida cada 2
min. (D-F) Catalasa (200 pg/ml), GST (400 ug/ml) o BSA (500 ug/ml), fueron incubadas durante
120 min a 37°C en una solucién que contiene 20mM de DTT, en presencia o ausencia de CLU o
suero-CLU, a las concentraciones de 200, 400 o 500 pg/ml para catalasa, GST y BSA
respectivamente. La absorbancia a 360 nm fue medida cada 8 min. Los cuadrados representan
controles, los triangulos representan proteinas incubadas con CLU y los circulos representan
proteinas incubadas con suero-CLU. Se muestran experimentos representativos (n = 3-6). (G y
H) Los experimentos en (G) y (H) fueron realizados como se describe arriba para (A) — (C) (20
min a 60°C), y (D) — (F) (120 min a 37°C con DTT 20 mM), respectivamente. Los resultados se
expresan como la media + DS de 3-6 experimentos realizados por duplicado. La absorbancia de
las proteinas estresadas incubadas con CLU o suero-CLU es expresada como el porcentaje de
absorbancia de proteinas estresadas en ausencia de clusterina (CONTROL). *p<0,01 versus
CONTROL.
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4.2. La clusterina fucosilada induce la unién de proteinas extracelulares

estresadas a DC-SIGN

Teniendo en cuenta que la clusterina fucosilada se une a proteinas estresadas
inhibiendo su agregacion y, como fue descripto previamente, se une con alta afinidad a
DC-SIGN, proponemos que podria inducir la union de proteinas estresadas a DC-SIGN,
promoviendo su endocitosis por CDs. Para verificar esta hipotesis realizamos ensayos
de unién de catalasa, GST y BSA biotiniladas a células que expresan el receptor DC-
SIGN. En un primer conjunto de experimentos, utilizamos la linea celular Raji
(proveniente de un linfoma B) transfectada en forma estable con DC-SIGN. La expresion
de DC-SIGN por las células Raiji fue evaluada por citometria de flujo y se muestra en la
Figura 9A. Catalasa biotinilada (200 ug/ml) fue estresada durante 20 minutos a 60°C
en presencia o ausencia de clusterina fucosilada (100 ug/ml). Luego, los complejos
estresados fueron incubados con células Raji-DC-SIGN positivas durante 1 hora a 4°C
para permitir su union a las células. Finalmente, las células fueron lavadas y tefiidas con
estreptavidina conjugada con FITC durante 20 minutos a 4°C. La habilidad de la
clusterina fucosilada de inducir la unioén de catalasa estresada a DC-SIGN fue revelada
por citometria de flujo. Como se observa en la Figura 9B, la clusterina fucosilada induce
la unién de catalasa estresada a las células Raji-DC-SIGN. Esta union es debida a la
capacidad de chaperona de la clusterina fucosilada, ya que este resultado no fue
observado cuando la catalasa fue incubada con clusterina durante 20 minutos a 4°C, y
por lo tanto no fue estresada (Figura 9B y E). Cuando realizamos el mismo ensayo
utilizando células Raji que no expresan DC-SIGN, no observamos la unién de catalasa
estresada en presencia de clusterina fucosilada a las células (Figura 9C). Este resultado
demuestra que efectivamente la union de catalasa en presencia de clusterina fucosilada
a las células Raji-DC-SIGN positivas es debida a la expresion de dicho receptor. Mas
aun, la union de catalasa estresada a estas células fue completamente inhibida cuando

se realiz6 el ensayo de union incubando las células previamente con concentraciones
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saturantes de manano (1 mg/ml) durante 30 minutos a 4°C. El Manano es un ligando de
alta afinidad de DC-SIGN y en consecuencia impide la uniéon de otro ligando a este
receptor (Figuras 9D y E). No solo la union a DC-SIGN de catalasa estresada sino
también de GST y BSA fue inducida por clusterina fucosilada (Figuras 9F y G). Como
fue reportado previamente, la clusterina sérica no interactia con DC-SIGN* y en
consecuencia no induce la unién de proteinas estresadas hacia células Raji-DC-SIGN-

positivas (Figura 9E-G).

En un segundo conjunto de experimentos, analizamos la capacidad de la
clusterina fucosilada de inducir la interaccion de proteinas estresadas con células
dendriticas que expresan DC-SIGN. Las CDs fueron obtenidas a partir de monocitos
cultivados durante 5 dias en presencia de IL-4 y GM-CSF tal como se describe en la
seccion de materiales y métodos. La expresion de DC-SIGN por las CDs se muestra en
la Figura 10A. En los ensayos de unién realizados con CDs utilizamos catalasa como
proteina modelo. Nuevamente, al igual que lo descripto previamente, incubamos
catalasa biotinilada (200 pg/ml) durante 20 minutos a 60°C o a 4°C como control
negativo de estrés proteico, en presencia o ausencia de clusterina fucosilada del plasma
seminal (100 pg/ml) o clusterina sérica (100 ug/ml). Luego, las soluciones fueron
enfriadas e incubadas con CDs. Como era esperado, la clusterina del plasma seminal
induce la interaccién de proteinas estresadas con CDs (Figura 10B y D) y el tratamiento
previo de las CDs con manano (1 mg/ml) inhibe fuertemente la unién de catalasa

estresada en presencia de clusterina del plasma seminal a estas células (Figuras 10C

y D).
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Figura 9 | La clusterina fucosilada dirige proteinas estresadas hacia DC-SIGN. (A) Células
Raji-DC-SIGN positivas fueron tefiidas con anticuerpos anti-DC-SIGN conjugados a FITC y
analizadas por citometria de flujo. El histograma negro representa el control de isotipo. (B-D)
Catalasa biotinilada (Cat) (200 pg/ml) fue incubada por 20 min a 60°C o 4°C con o sin clusterina
fucosilada del plasma seminal (CLU) (100 ug/ml). La union de catalasa a células Raji-DC-SIGN
positivas (B) o células Raji-DC-SIGN negativas (C) fue analizada incubando las células con los
complejos estresados durante 60 min a 4°C. Luego, las células fueron lavadas y la unién de los
complejos estresados fue revelada por citometria de flujo usando estreptavidina-FITC. En (D),
células Raji-DC-SIGN positivas fueron pre-tratadas durante 30 min a 4°C con manano (1 mg/ml)
para bloquear DC-SIGN. Luego, la unién de los complejos estresados fue analizada como se
describe para (B) y (C). Se muestran histogramas representativos (n = 4). (E y F) Catalasa (200
pg/ml) o GST biotiniladas (400 pg/ml) fueron incubadas durante 20 min a 60°C o0 4°C en ausencia
o presencia de CLU (100 pg/ml). Luego, catalasa y GST fueron incubadas durante 60 min a 4°C
con células Raji-DC-SIGN positivas, pre-tratadas o no con manano (1 mg/ml). La unién de
Catalasa o GST biotiniladas fue revelada por citometria de flujo usando estreptavidina-FITC. La
union de catalasa estresada a 60°C en presencia de CLU fue considerada como 100%. Los
resultados muestran la media + DS de 3 experimentos independientes (*p < 0,01). (G) BSA
biotinilada (500 pg/ml) fue incubada durante 60 min a 37°C con DTT (20 mM) en ausencia o
presencia de CLU (500 ug/ml). La unién de BSA-biotinilada fue analizada como se describe para
(E) y (F). Los resultados se expresan como la media + DS de 3 experimentos (*p < 0,01).
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Figura 10 | La clusterina fucosilada transporta proteinas estresadas hacia células
dendriticas. (A) Células dendriticas (CDs) fueron tefiidas con anticuerpos anti-DC-SIGN
conjugados a FITC y analizadas por citometria de flujo. El histograma negro representa el control
de isotipo. (B-D) Catalasa biotinilada (Cat) (200 pug/ml) fue incubada en presencia o en ausencia
de clusterina fucosilada del plasma seminal (CLU) (100 pg/ml) durante 20 min a 60°C o0 4°C. La
union de catalasa a CDs fue analizada incubando las células con los complejos estresados
durante 60 min a 4°C. Luego, las células fueron lavadas y la unién de catalasa-biotinilada a CDs
fue analizada por citometria de flujo usando estreptavidina-FITC. En (C), antes de realizar el
ensayo detallado anteriormente las CDs fueron pre-tratadas con manano (1 mg/ml) durante 30
min a 4°C para bloquear DC-SIGN. Se muestran histogramas representativos (n=3-6) en (B) y
(C), y la media £ DS de 3-6 experimentos independientes en (D) (*p<0,01).

A diferencia de las células Raji DC-SIGN positivas, las CDs poseen una amplia
variedad de receptores capaces de reconocer glucidos. La inhibicibn con Manano
observada previamente sugiere que DC-SIGN esta involucrado en la unién de catalasa
estresada a las CDs. Para confirmar que DC-SIGN es el receptor al cual se une catalasa
estresada en presencia de clusterina fucosilada a las CDs, utilizamos 3 anticuerpos
bloqueantes de DC-SIGN. Estos anticuerpos reconocen el sitio de union a carbohidratos

de DC-SIGN inhibiendo la unién de sus ligandos. Las CDs fueron incubadas durante 30
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min a 4°C con los anticuerpos bloqueantes de DC-SIGN, lavadas y el ensayo de union
con catalasa estresada en presencia de clusterina fucosilada se realizé tal como fue
descripto previamente. La unién de catalasa estresada a CDs fue fuertemente inhibida
por los anticuerpos bloqueantes de DC-SIGN (Figura 11A y B, n=3, p<0,01),
confirmando que DC-SIGN es el principal receptor involucrado en este proceso.
Finalmente, verificamos que la unién de las proteinas estresadas a las CDs, se debe al
contenido de motivos fucosilados presentes en la clusterina del plasma seminal. Para
esto, la clusterina fucosilada del plasma seminal fue tratada durante 30 minutos a 37°C
con a0-1-3,4 fucosidasa (1 mg/ml) o con a-1-2 fucosidasa (1 mg/ml). Estas enzimas
cortan los residuos de fucosa contenidos en los motivos Lewis X y Lewis Y presentes
en la clusterina fucosilada. Consistente con observaciones previas de nuestro grupo de
trabajo que indican que la clusterina fucosilada se une a DC-SIGN a través de motivos
glucidicos que contienen residuos de fucosa terminal de tipo Lewis*°, el tratamiento de
la clusterina fucosilada con fucosidadas inhibe su habilidad de inducir la interaccion de
catalasa estresada con CDs (Figura 11C y D, n=3, p<0,01). Como era esperado, la
clusterina sérica mostré ser completamente incapaz de promover la uniéon de catalasa

estresada hacia DC-SIGN en CDs (Figura 11E y F).
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Figura 11 | La clusterina fucosilada dirige proteinas estresadas hacia DC-SIGN en células
dendriticas a través de sus motivos fucosilados. (A-D) Catalasa biotinilada (Cat) (200 ug/ml)
fue incubada en presencia o en ausencia de clusterina fucosilada del plasma seminal (CLU) (100
pg/ml) durante 20 min a 60°C o 4°C. La union de catalasa a CDs fue analizada incubando las
células con los complejos estresados durante 60 min a 4°C. Luego, las células fueron lavadas y
la unién de catalasa-biotinilada a CDs fue analizada por citometria de flujo usando estreptavidina-
FITC. En (A) y (B), las CDs fueron pre-tratadas o no, con 3 anticuerpos diferentes que bloquean
DC-SIGN (de izquierda a derecha en B: clon 120507, 120526 y 120612). Se muestran
histogramas representativos en (A) y en (B) la media + DS de 3 experimentos independientes (*p
< 0,01). En (C) y (D), el ensayo fue realizado usando catalasa-biotinilada (200 pg/ml) estresada
en presencia de CLU (100 pg/ml), previamente tratada o no con a-1-3,4 fucosidasa (1 mg/ml) o
con a-1-2 fucosidasa (1 mg/ml). En (C) se muestran histogramas representativos (n = 3) y en (D)
la media + DS de tres experimentos independientes (*p<0,01). (E y F) Catalasa-biotinilada (200
pg/ml) fue incubada en ausencia (Control) o presencia de CLU (100 pg/ml) o clusterina del suero
(suero-CLU) (100 pg/ml) durante 20 min a 60°C. La unién de catalasa a CDs fue analizada
incubando las células con los complejos estresados durante 60 min a 4°C. Luego, las células
fueron lavadas y analizadas por citometria de flujo usando estreptavidina-FITC. En (E) se
muestran histogramas representativos (n=3) y en (F) la media + DS de tres experimentos
independientes (*p<0,01).
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4.3. La clusterina fucosilada induce la endocitosis de proteinas estresadas por

células dendriticas

Teniendo en cuenta que DC-SIGN es un receptor endocitico®” 7146, decidimos
analizar si las proteinas estresadas unidas a clusterina son internalizadas por las CDs.
En primer lugar, estresamos catalasa-biotinilada (200 ug/ml) durante 20 min a 60°C en
presencia de clusterina fucosilada (100 ug/ml). Incubamos las proteinas estresadas con
CDs durante 60 min a 4°C. Luego de este periodo, las células fueron lavadas y tefiidas
con estreptavidina conjugada a FITC. Estos pasos fueron realizados a 4°C.
Posteriormente las CDs fueron incubadas por un periodo adicional de 30 minutos a 37°C
para permitir la endocitosis o0 mantenidas a 4°C para impedir este proceso. Finalmente,
la endocitosis de los complejos estresados por las CDs fue evaluada por citometria de
flujo. Para poder diferenciar los complejos internalizados por las CDs de los que quedan
unidos en el exterior de la membrana plasmatica aprovechamos la capacidad del
colorante azul tripan de enmascarar la fluorescencia de membrana'’ agregandolo en
una dilucidon 1/3 antes de analizar cada muestra por citometria de flujo. De esta manera
se enmascara solo la fluorescencia que se encuentra en el exterior de las células,
mientras que la fluorescencia que se encuentra en el interior de las mismas es
detectada. Cuando las células fueron incubadas a 4°C luego del proceso de union de
los complejos estresados en presencia de clusterina fucosilada, la catalasa no fue
internalizada y en consecuencia el colorante azul tripan enmascaro casi completamente
la fluorescencia de las células (Figura 12A). En cambio, cuando las células fueron
incubadas a 37°C el colorante solo enmascaré levemente la fluorescencia de las células,

indicando que la mayor parte de la catalasa fue internalizada (Figura 12B).

Posteriormente llevamos adelante estudios por microscopia confocal para
visualizar la endocitosis de catalasa estresada en presencia de clusterina fucosilada.
Realizamos el ensayo descripto anteriormente utilizando CDs adheridas sobre vidrios

para microscopia. Las CDs fueron adheridas a lamelas previamente tratadas con poli-
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L-lisina como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Catalasa biotinilada
fue estresada por 20 min a 60°C en presencia de clusterina fucosilada y luego incubada
durante 60 min a 4°C con las CDs adheridas, las células fueron lavadas y tefidas con
estreptavidina-Alexa647. Finalmente, las células en las lamelas fueron incubadas
durante 15 min a 37°C para permitir el proceso de endocitosis, fijadas y tefidas con
anticuerpos anti-clusterina. Se analizo la localizacidon conjunta de clusterina fucosilada
y catalasa en las CDs por microscopia confocal. Como se observa en la Figura 12C,
catalasa y clusterina fucosilada colocalizan dentro de las CDs luego de 15 min de
endocitosis. De esta manera pudimos concluir que la clusterina fucosilada induce la

endocitosis de proteinas estresadas por CDs.

Luego analizamos los compartimentos a los cuales las proteinas estresadas son
dirigidas dentro la CD. Realizando el mismo ensayo de endocitosis descripto
anteriormente, estudiamos los compartimentos que contienen los complejos de catalasa
y clusterina a diferentes tiempos de internalizacion. En primer lugar confirmamos, como
era esperado, la localizaciéon conjunta de catalasa-biotinilada con el receptor DC-SIGN
(Figura 13). Esta localizacion conjunta se observa a tiempos tempranos de endocitosis

(15 min) pero no a tiempos tardios (30 min).
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Figura 12 | Endocitosis de proteinas estresadas y clusterina por CDs. Catalasa-biotinilada
(200 pg/ml) fue incubada durante 20 min a 60°C con clusterina fucosilada del plasma seminal
(CLU) (100 pg/ml). Luego, esta solucién fue enfriada e incubada con CDs durante 60 min a 4°C.
Las células fueron lavadas y tefiidas usando estreptavidina-FITC. Luego de lavarlas, las células
fueron incubadas por un periodo adicional de 30 min a 4°C (A) (para prevenir la endocitosis) o a
37°C (B) (para permitir la endocitosis). Finalmente, las células fueron analizadas por citometria
de flujo en presencia o ausencia del colorante azul tripan, que enmascara la fluorescencia de
membrana. Se muestran histogramas representativos (n=3). En (C), la endocitosis de catalasa
estresada por las CDs inducida por CLU fue analizada por microscopia confocal. Catalasa-
biotinilada (200 ug/ml) fue estresada durante 20 min a 60°C en presencia de CLU (100 pg/ml).
La catalasa estresada fue incubada con CDs, previamente adheridas a cubreobjetos de vidrio,
durante 60 min a 4°C. Luego de lavarlas, las células fueron tratadas con estreptavidina-Alexa647
durante 30 min a 4°C. Finalmente, las células fueron lavadas, incubadas por 15 min a 37°C para
permitir la endocitosis, fijadas y tefidas usando anticuerpos anti-CLU. La localizacién conjunta
de catalasa y CLU fue analizada por microscopia confocal. Se muestran imagenes
representativas en una magnificacion de 300 x (n=5).
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Figura 13 | La clusterina fucosilada induce la endocitosis de catalasa a compartimentos
positivos para DC-SIGN. Catalasa-biotinilada (200 pg/ml) fue estresada durante 20 min a 60°C
con clusterina fucosilada del plasma seminal (CLU) (100 pg/ml). Los complejos estresados fueron
luego incubados durante 60 min a 4°C con CDs, lavados y tefiidas con estreptavidina-FITC.
Luego de este periodo, las células fueron incubadas a 37°C durante 5 min (A) o 30 min (B) para
permitir la endocitosis, fijadas y tefidas usando anticuerpos dirigidos contra DC-SIGN vy
anticuerpos secundarios conjugados a fluorocromos. La localizacion conjunta de catalasa

biotinilada con DC-SIGN fue analizada por microscopia confocal. Se muestran imagenes
representativas en una magnificacion de 300x (n=3).

DC-SIGN

Posteriormente analizamos la expresidon de marcadores de endosomas

tempranos vy tardios, EEA1 y Lamp-1 respectivamente, en las CDs que endocitaron
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clusterina y catalasa. La localizacion conjunta de catalasa con EEA1 fue observada a
los 15 minutos de endocitosis y con Lamp-1 a los 30 minutos de endocitosis (Figura
14A y B). Estos resultados sugieren que la catalasa, estresada en presencia de
clusterina fucosilada, sigue una via clasica de endocitosis, encontrandose primero en
endosomas tempranos y siendo luego llevada a endosomas tardios para su

degradacion.

Figura 14 | Andlisis de la endocitosis. Catalasa-biotinilada (200 ug/ml) fue incubada durante
20 min a 60°C con clusterina fucosilada del plasma seminal (100 pg/ml). Los complejos proteicos
estresados fueron luego incubados durante 60 min a 4°C con CDs, lavados y tefiidas con
estreptavidina-FITC. Luego de este periodo, las células fueron incubadas a 37°C durante 15 min
(A y B, panel superior) o 30 min (A y B panel inferior), fijadas y tefiidas usando anticuerpos
dirigidos contra EEA-1 (A) o Lamp-1 (B). La localizacion conjunta de catalasa biotinilada con los
diferentes marcadores endosomales fue analizada por microscopia confocal. Se muestran
imagenes representativas en una magnificacion de 300 x (n = 3).
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4.4. La clusterina fucosilada promueve la expansion de células T

CD4+FOXP3+CD25+ inducida por CDs

Considerando observaciones previas que indican que la sefalizacion mediada
por DC-SIGN, luego del reconocimiento de motivos fucosilados, promueve la
diferenciacién de CDs en un perfil tolerogénico®+'48-154 analizamos si ademas de inducir
la endocitosis de proteinas estresadas, la clusterina fucosilada podria también ser capaz
de modular el fenotipo y funcién de las CDs. En primer lugar, evaluamos la habilidad de
la clusterina fucosilada de modular la maduracion de CDs inducida por el
lipopolisacarido (LPS). Las CDs (1 x 10° /ml) fueron cultivadas durante 24 horas en
presencia o ausencia de LPS (10 ng/ml) y clusterina (40 pg/ml). El fenotipo de las CDs
fue analizado por citometria de flujo. La Figura 15 muestra que la clusterina del plasma
seminal no modifica la expresion de HLA-DR, CD83, CD80, CD86, CD40 y DC-SIGN
tanto en CDs tratadas o no con LPS. Por lo tanto, concluimos en que la clusterina
fucosilada no induce la maduracién fenotipica de las células dendriticas y tampoco

modula la maduracion fenotipica inducida por el LPS.

Las células dendriticas son las encargadas de iniciar la respuesta inmune
adaptativa interactuando con los linfocitos T virgenes y diferenciandolos en diferentes
perfiles. Considerando datos descriptos previamente en la literatura, que la senalizacion
por DC-SIGN promueve la diferenciacion de las CDs en un perfil tolerogéico®?%? nos
preguntamos si seria capaz de modificar la funcién de las CDs modulando la expansién
de células T regulatorias (células T CD4+FOXP3+CD25+). Para esto, las CDs fueron
incubadas con LPS (10 ng/ml) en presencia o ausencia de clusterina fucosilada (40
pg/ml) durante 24 horas, lavadas y co-cultivadas con células T CD4+ alogenéicas
durante 5 dias. Finalmente, la presencia de linfocitos T CD4+CD25+FOXP3+ fue
analizada por citometria de flujo. Como se muestra en la Figura 16, la clusterina
fucosilada estimula la expansion de linfocitos T CD4+CD25+FOXP3+ en el cocultivo

alogeneico (n=4, p<0.05). Estos resultados sugieren que la clusterina fucosilada
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estimula la expansion de células T CD4+FOXP3+CD25+ por las CDs.

Control LPS

v

DC-SIGN

- Control de Isotipo [:] CDs ...... ‘ CDs tratadas con CLU

Figura 15 | La clusterina fucosilada no modula la maduracién fenotipica de las células
dendriticas. CDs (1 x 106 /ml) fueron cultivadas durante 24 h en ausencia (histogramas grises)
o presencia de clusterina fucosilada del plasma seminal (CLU) (40 pug/ml) (histogramas de linea
punteada), con o sin LPS (10 ng/ml). La expresion de HLA-DR, CD80, CD86, CD83, CD40 y DC-
SIGN fue analizada por citometria de flujo. Los histogramas negros representan los controles de
isotipo. Se muestran histogramas representativos (n=5).
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Figura 16 | La clusterina fucosilada estimula la habilidad de las CDs de expandir células T
CD4+CD25+FOXP3+. CDs (5 x 10%/100 pl) fueron incubadas con LPS (10 ng/ml) en presencia o
ausencia de clusterina fucosilada del plasma seminal (CLU) (40 ug/ml) durante 24 h, lavadas y
cultivadas con células T alogeneicas (relacion CD:célulasT = 1:4), como se describe en la seccién
de materiales métodos. Luego de 5 dias el porcentaje de células T CD4+CD25+FOXP3+ fue
determinado por citometria de flujo. En (A), se muestra un diagrama de puntos representativo.

En (B), se muestran los resultados de 4 experimentos independientes usando diferentes dadores
de células (*=p< 0,05).
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INTRODUCCION - PARTE II

5.1. INMUNIDAD Y CANCER: ELIMINACION, EQUILIBRIO Y ESCAPE TUMORAL

En 1909 Paul Ehrlich propuso por primera vez la idea de que el sistema inmune
podia protegernos frente al cancer'®. Posteriormente Burnet y Thomas propusieron la
hipotesis de la inmunovigilancia, de acuerdo a la cual, el sistema inmunitario seria capaz
de detectar y eliminar células transformadas antes de que el tumor pueda crecer lo
suficiente y evidenciarse clinicamente'™®'%. Décadas luego de los pioneros
experimentos de Ehrlich, nuevas herramientas permitieron generar numerosas
evidencias experimentales y clinicas que demostraron la importancia del sistema

inmune para prevenir y limitar el crecimiento neoplasico.

Actualmente sabemos que el sistema inmune establece un dialogo dinamico con
el tumor, en el cual la presion ejercida por la inmunidad puede seleccionar células
tumorales poco inmunogénicas, capaces de evadir la respuesta inmune. Esta
interaccion dinamica entre sistema inmune y tumor constituye el fundamento de la teoria
de la “inmunoedicién”. La teoria de la “inmunoedicion” propone tres fases en la
interaccion sistema inmune — tumor: la fase de “eliminacion”, durante la cual el sistema
inmune reconoce y destruye células tumorales; la fase de “equilibrio”, durante la cual el
sistema inmune ejerce su presion de seleccion sobre la poblacion de células tumorales;
y finalmente la fase de “escape” en la cual las variantes tumorales capaces de escapar
eficientemente a la respuesta inmune emergen y contintian su crecimiento en presencia

de un sistema inmune incapaz de eliminarlas'® (Figura 17).

De acuerdo a la teoria de la inmunoedicion, cuando los tumores se hacen
clinicamente evidentes ya han superado las fases de eliminacién y equilibrio, y han
logrado desarrollar una serie de mecanismos que le permiten evadir con eficiencia la

respuesta inmune. En esta etapa es posible detectar linfocitos T especificos contra
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antigenos tumorales. Sin embargo, estos linfocitos T se encuentran en un estado de
anergia, y son incapaces de eliminar las células neoplasicas'®'®'. Estudios recientes
han permitido observar que una fraccién importante de los linfocitos T especificos contra
antigenos tumorales poseen un fenotipo regulador y secretan citoquinas

inmunomoduladoras capaces de inhibir la respuesta inmune'®.

Numerosos trabajos se han abocado al analisis de los mecanismos a través de
los cuales las células tumorales logran modular la actividad de los linfocitos T a fin de
evadir la respuesta inmune. En este sentido, se ha demostrado que los tumores modulan
la activacién de linfocitos T actuando sobre las CDs, células encargadas de la activacion
de los linfocitos T virgenes en los ganglios linfaticos'®®'%2, Las CDs expresan la
capacidad no sélo de activar linfocitos T virgenes, sino también de imponerles un
particular perfil de activacion, e incluso de generar anergia clonal. La actividad pro-
inflamatoria o tolerogénica de las CDs se encuentra determinada principalmente por la
influencia que generan sobre éstas diferentes estimulos provenientes del microambiente
donde endocitan los antigenos, en este caso el microambiente tumoral. Diferentes
compuestos producidos por tumores, tales como el VEGF, IL-10, PGE2, y la galectina-
1, son capaces de comprometer la capacidad inmunoestimuladora de las células

dendriticas, promoviendo el escape tumoral®':551%8,
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Figura 17 | Inmunoedicién en cancer. La inmunoedicion del cancer consiste en tres fases
secuenciales: eliminacion, equilibro y escape. En la fase de eliminacidn la respuesta inmune
innata y adaptativa trabajan en conjunto para eliminar tumores en desarrollo antes de que sean
clinicamente evidentes. Si esta fase se completa, el hospedador permanece libre de cancer y la
fase de eliminacion representa entonces todo el proceso de inmunoedicion en su extension. Si
alguna variante tumoral no es eliminada en esta primera etapa, comienza la fase de equilibrio,
en donde el crecimiento es prevenido por mecanismos inmunogénicos que dependen
Unicamente de la inmunidad adaptativa. Es en esta etapa se produce la edicion de la
inmunogenicidad del tumor y puede prolongarse hasta por toda la vida del hospedador. Como
consecuencia de la presion de seleccién inmune en esta fase, pueden aparecer variantes que (i)
ya no son reconocidas por la respuesta inmune adaptativa por la pérdida de antigenos, (ii) se
convierten insensibles a los mecanismos inmunes efectores, o (iii) inducen un microambiente
inmunosupresor. Estas variantes tumorales entran en la fase de escape donde su crecimiento
ya no es bloqueado por el sistema inmune, causando finalmente el cancer como enfermedad
clinicamente evidente. (Adaptado de Schreiber'63).
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5.2. EL CANCER DE MAMA:

El cancer de mama es el segundo tipo de cancer mas comun en el mundo y el
mas frecuente entre mujeres, con un numero estimado de 1,67 millones de nuevos
diagnosticos en el 2012 (correspondientes al 25% de todos los tipos de tumores)
(http://globocan.iarc.fr/). En la Argentina, el cancer de mama es el de mayor incidencia
y mortalidad en mujeres, con una tasa de 71 casos por cada 100.000 mujeres

(http://www.msal.gob.ar).

Los tumores de mama invasivos constituyen un grupo heterogéneo de lesiones
que difieren tanto en su comportamiento biolégico, como en sus caracteristicas
patoldgicas y su presentacién clinica. Existen una serie de marcadores pronésticos,
los cuales brindan informacion sobre la evolucion clinica que tendra el paciente
(sobrevida global, sobrevida libre de enfermedad, etc.), independientemente del
tratamiento dado. Dentro de éstos marcadores se encuentran: (i) el tamaio
tumoral’®'5; (ii) el estado de los ganglios linfaticos'%®'%7; (iii) el grado histolégico,
que representa el grado de pérdida de diferenciacién celular del tumor y correlaciona
con mayor agresividad'®®1%%; (iv) la expresion de receptores hormonales de estrogenos
y progesterona, debido a que correlacionan con una mayor sobrevida libre de
enfermedad'®'’!; (v) el indice de proliferacion, medido por marcacién
inmunohistoquimica de la molécula Ki67'"%; (vi) la sobre-expresiéon de HER-2,
correspondiente a un protooncogen que codifica una proteina de membrana que tiene
funcion de receptor de factores de crecimiento y representa un factor de riesgo de
recurrencia de la enfermedad'”®'74; y (vii) la edad del paciente, debido a que las
observaciones indican que pacientes con CM jovenes (35 afios o menos) tienen peor
prondstico que pacientes mayores, tendiendo a ser de mayor grado, con menor
frecuencia de receptores hormonales positivos y mayor probabilidad de tener invasién

de ganglios linfaticos'"576,
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Historicamente, los tumores se han clasificado sobre la base de dos criterios: su
localizacién (lugar de ocurrencia) y su apariencia (histologia). Estos criterios también se
utilizan actualmente como determinantes primarios de prondstico y para establecer los
mejores tratamientos. En las ultimas décadas, el término “perfiles de expresion génica”
se ha introducido en la literatura clinica dado que comenzé a ser posible evaluar la
expresion de multiples genes en una muestra tumoral reflejando, por ejemplo, la

expresion de diferentes genes junto con las alteraciones en el ADN y asi predecir el

comportamiento del tumor.

Los destacados trabajos de los grupos de los Dres. Perou y Sorlie fueron los
primeros en clasificar subtipos de cancer de mama sobre la base de patrones de
expresion génica utilizando un analisis de agrupamiento jerarquico que denominaron
"retratos moleculares” del cancer de mama'’"'’®, Entre las categorias que definieron se
encuentran los tipos de tumores luminal A y B (tipicamente de RH positivos), tumores
gen HER-2-ampilificado, y una clase recientemente reconocida denominada tipo-basal
debido a la expresion de citoqueratinas (CK) basales, también conocida como triple
negativa, ya que la mayor parte de los casos no expresan receptores hormonales ni
HERZ2. La definicidon exacta de los subtipos moleculares es un area de debate activo, sin
embargo, esta claro que estos subtipos son reproducibles en varios conjuntos de datos

no relacionados, validandose su impacto prondstico en estos entornos'”.

Si bien la clasificaciéon molecular implica el estudio de la expresion de numerosos
genes, con el uso de marcadores tumorales de rutina se puede hacer una aproximacion
y ubicar a los tumores en los diversos subtipos moleculares mediante
inmunohistoquimica (Figura 18). En esta tesis utilizamos muestras de tumores de tipo

Luminal A, el grupo mas frecuente de estos tumores.
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Figura 18 | Perfil de marcadores que permite distinguir entre los distintos subtipos
moleculares de cancer de mama. (A) Dendrograma del agrupamiento jerarquico codificado con
color por subtipo de cancer de mama donde se muestran los 4 genes/proteinas utilizados en la
clasificacion inmunohistoquimica. (B) Microarreglo de tejidos donde se muestran imagenes de
inmunohistoquimica representativas de los distintos subtipos. (Adaptado de Schneider'8).

5.3. LA CLUSTERINA Y CANCER: SU RELACION CON EL CANCER DE MAMA

La sintesis de clusterina se encuentra alterada en numerosos tipos de cancer en
humanos, como el cancer de préstata, mama, pulmon, colon, melanoma, higado y vejiga
entre otros®'®-184 Mas aun, se ha demostrado que la producciéon de clusterina en su
forma citoplasmatica y/o secretoria, se encuentra incrementada en estadios avanzados
de diferentes tipos de cancer incluyendo préstata, riidn, vejiga, mama, ovario, colon,
pancreatico, hepatocarcinomas, melanoma y linfomas, en donde parece jugar un papel

en la progresion del crecimiento tumoral y la generacién de metastasis'-'92, Por otro
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lado, se ha demostrado que la expresion de clusterina esta relacionada con la
resistencia a drogas quimioterapéuticas como el docetaxel, doxorubicina, cisplatino,
etoposido y campotecina'®'%, En particular, en cancer de préstata se ha reportado una
relacién entre la sobreexpresion de clusterina y la resistencia al tratamiento por ablaciéon
de androgenos??'%4, radioterapia y quimioterapia’>'®’. En cancer de mama, se ha
demostrado que la clusterina es una molécula clave en la induccion de resistencia hacia
terapias adyuvantes y su sobreexpresion ha sido asociada con la resistencia a

trastuzumab o paclitaxel'98-200,

La expresion de clusterina ha sido estudiada in-vitro e in-vivo en el cancer de
mama con el objetivo de identificar nuevos marcadores prondsticos en la recurrencia del
cancer y en el desarrollo de nuevas terapias. Llamativamente, la sobreexpresion de
clusterina en cancer de mama ha sido asociada con marcadores de agresividad, como
la ausencia de receptores hormonales'” %, Numerosos estudios histopatoldgicos de
biopsias humanas han descripto la presencia de clusterina en tumores de mama por
inmunohistoquimica, asociandose la expresién de clusterina con la tumorigénesis y
progresion tumoral'®201.202. Ademas, se demostro que la clusterina esta expresada en
el epitelio maligno mamario desde estadios tempranos hasta tardios. En el estudio de
una cohorte de cancer de mama, por ejemplo, solo el 19% de las lesiones benignas
presentaron una tincién positiva para clusterina. En cambio, la frecuencia de muestras
clusterina-positivas incremento en hiperplasias atipicas (47%), carcinomas intraductales
(49%), y carcinomas invasivos (53%)'®’. Por otro lado, ha sido reportada una menor
sobrevida en pacientes con alta expresion de clusterina en biopsias de cancer mama,
en comparacion con aquellos con expresion de clusterina no detectable?°'2°2, En suero,
la clusterina se encontré significativamente mas elevada en pacientes con cancer de
mama que en pacientes sanos?®. Flanagan y colaboradores han reportado que la linea
celular MCF7, derivada de un carcinoma mamario de tipo Luminal A, adquieren una

mayor capacidad proliferativa y de generar metastasis cuando se sobreexpresa
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clusterina?®.

Teniendo en cuenta que la forma nuclear de clusterina tiene funciones pro-
apoptoticas y la forma citoplasmatica anti-apoptéticas, se ha propuesto que durante la
progresion tumoral ocurre una relocalizacion de la clusterina desde el nucleo hacia el
citoplasma. Recientemente, Zhou y colaboradores han descripto un mecanismo por el
cual la clusterina citoplasmatica estaria involucrada en la generacion de resistencia
hacia drogas quimioterapéuticas?®. En particular, demostraron que la proteina nuclear
HMGBH1, liberada durante la apoptosis generada por tratamiento de células de cancer
de prostata con docetaxel, actia como un DAMP activando el sistema inmune?°6-212,
HMGB1 es un ligando de TLR4 que no solo se expresa en células inmunes, sino que
también puede expresarse en células tumorales, y la unidon a este receptor induce la
expresion de clusterina citoplasmatica que finalmente inhibe la apoptosis celular,

promoviendo la sobrevida y la resistencia hacia el tratamiento quimioterapéutico®®.

Es interesante destacar que la inhibicién de la actividad anti-apoptética de la
clusterina ha sido la base de ensayos clinicos actualmente en fase | y Il, dirigidos al
tratamiento de tumores de prostata, pulmoén, colon y mama?'3. Estos ensayos se basan
en la utilizacion de un ARN antisentido dirigido contra clusterina denominado OGX-011.
El mismo presentd propiedades farmacocinéticas favorables y actividad biologica
clinicamente demostrable cuando fue combinado con dosis estandares de docetaxel en
pacientes con cancer de prostata, puiméon y mama?'4. Luego, en un ensayo en fase |l
aunque se observo actividad clinica en pacientes con cancer de mama metastatico, las
respuestas no alcanzaron el criterio necesario para continuar con una segunda etapa

del estudio?'®.

A pesar de estas numerosas evidencias en relacion a la expresion de clusterina
en el cancer de mama, la comprension del rol de la clusterina en la carcinogénesis, la

progresion tumoral y la generacion de metastasis, asi también como su asociacién a
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una mayor agresividad tumoral y peor prondstico, no resulta claro aun. Se considera
que tanto la forma citoplasmatica como secretoria juegan un rol en promover la
tumorigenesis y progresiéon del cancer de mama, aunque su utilidad clinica como un
factor pronéstico de sobrevida aun debe ser confirmado. La presencia de muchas
formas de la proteina con funciones opuestas y diversas constituye un obstaculo para
definir mejor la utilidad de la clusterina como un biomarcador o un blanco posible para

el cancer de mama.
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HIPOTESIS II

La clusterina producida por tumores de mama, en forma similar a los que ocurre
con la clusterina del plasma seminal, expresa un patrén de glicosilacién rico en

motivos fucosilados que le permite interactuar con las CDs a través de DC-SIGN.

En este sentido es necesario destacar que:

Si bien la clusterina se expresa en alta frecuencia en diferentes tipos de tumores,
su actividad biolégica ha sido pobremente caracterizada y no hay trabajos que estudien
el rol de la clusterina en el espacio extracelular o como afecta el microambiente tumoral.
Mas aun, el patron de glicosilacion de la clusterina secretada por células tumorales no
ha sido estudiado. Teniendo en cuenta las observaciones en tumores donde se
incrementa la expresion de antigenos fucosilados de tipo Lewis X y Lewis Y, cabe
suponer que la clusterina secretada por los tumores cambia también su patron de
glicosilacién, pudiendo adquirir uno similar al expresado por la clusterina del plasma
seminal que le permita interactuar con DC-SIGN en CDs inhibiendo la respuesta inmune
montada contra antigenos tumorales. Mas aun, hemos demostrado que la capacidad de
unirse a DC-SIGN de la clusterina del plasma seminal no es compartida por su
contraparte sérica, resultados que demuestran que la clusterina puede presentar

diferentes patrones de glicosilacién de acuerdo al tejido donde es sintetizada.

Teniendo en cuenta los resultados presentados en la primera parte de esta tesis,
donde demostramos que la clusterina fucosilada presenta actividad de chaperona,
promoviendo la endocitosis de proteinas estresadas por DC-SIGN?'®, sumada a su
capacidad de promover la expansion de células T regulatorias, es posible pensar que la
clusterina tumoral también podria actuar como chaperona extracelular, uniéndose a
antigenos mal plegados en el microambiente tumoral promoviendo su endocitosis por

CDs DC-SIGN positivas, montando en consecuencia una respuesta tolerogénica hacia
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los mismos.
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OBJETIVO GENERAL II

Analizar las propiedades de la clusterina producida por tumores de mama en el

humano y estudiar su posible participacion en el universo de los mecanismos que

permiten a los tumores evadir la respuesta inmune.

6.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la expresion de la clusterina en tumores de mama.
- Evaluar la presencia de la clusterina en tumores de mama de tipo Luminal A
por inmunohistoquimica y ELISA.
2. Analizar el patron de glicosilacion de la clusterina producida por tumores
de mama
- Analizar la presencia de motivos fucosilados la clusterina aislada de
muestras de tumores de mama de tipo Luminal Ay de tejido sano mediante
ELISA.
- Analizar la capacidad de la clusterina tumoral de unirse a DC-SIGN.
3. Analizar expresiéon de DC-SIGN en muestras de tumores de mama
- Analizar la presencia de células mieloides DC-SIGN positivas en muestras

de cancer de mama de tipo Luminal A.
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RESULTADOS - PARTE 11

7.1. Expresion de clusterina en muestras de tumores de mama

En esta segunda parte de la tesis nos propusimos estudiar las propiedades de la
clusterina expresada en el cdncer de mama. Con ese fin, utilizamos un conjunto de
muestras biolégicas humanas de tumores de mama de tipo Luminal A, obtenidas luego
de la reseccion quirurgica realizada como parte del tratamiento de dicha enfermedad.
La cohorte de pacientes fue reclutada en el Hospital Marie Curie de Paris, Francia,
teniendo en cuenta las recomendaciones de salvaguarda ética vigentes en dicho pais.
Los pacientes estudiados no recibieron tratamiento quimioterapico previo a la cirugia.
De cada paciente se obtuvo una muestra de tejido tumoral y, como control, una muestra
de tejido no invadido obtenido de los margenes de reseccion de la pieza, que

llamaremos tejido yuxtatumoral.

En primer lugar, analizamos la expresién de clusterina por inmunohistoquimica
en cortes histoldgicos de muestras de tumores de mama de tipo Luminal A conservados
en tacos de parafina. La inmunomarcacion, los cortes histolégicos y el andlisis de los
mismos se realizaron en colaboracién con el servicio de Patologia Experimental del
Hospital Marie Curie. Los cortes fueron tefidos con anticuerpos primarios anti-clusterina
seguido de anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa. Los nucleos fueron
tefidos con hematoxilina. En los cortes analizados observamos un patrén heterogéneo
de expresion de clusterina, incluso dentro de las mismas muestras. En la Figura 19 se
muestran dos imagenes representativas de los patrones de expresion de clusterina en
los tumores: en la Figura 19 A, la clusterina se encuentra expresada en el estroma
tumoral, mientras que en la Figura 19 B la clusterina se encuentra expresada

principalmente en el citoplasma de las células tumorales.
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Figura 19 | Expresiéon de clusterina en muestras de tumores de mama de tipo Luminal A.
Se analizd la expresion de clusterina por inmunohistoquimica en secciones de tejido
correspondientes a muestras tumorales conservadas en bloques de parafina. La tincion se
realiz6 como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Los cortes fueron tefiidos con
anticuerpos anti-CLU y luego con anticuerpos secundarios conjugados a biotina. DAB fue usado
como cromogeno y se realizé tincion con hematoxilina para marcar los nucleos. En (A) se
muestra una imagen donde la clusterina se expresa principalmente en el estroma tumoral. En
(B) se muestra una imagen donde la clusterina se expresa principalmente en el citoplasma de
las células tumorales. Las imagenes mostradas corresponden a dos sectores de una misma
seccion de tejido. Magnificacion 40X (n = 3).

Posteriormente cuantificamos la expresién de clusterina en las muestras de
tejido tumoral y yuxtaumoral, luego de procesarlas tal como se describe en la seccion
de Materiales y Métodos, determinando la concentracién de clusterina total mediante
ELISA y la concentracion de proteinas totales. En la Figura 20 se muestra la cantidad
de clusterina, en relacion a la cantidad de proteinas totales, de cada muestra (ug de
clusterina /mg de proteinas totales). No se encontraron diferencias significativas en la
expresion de clusterina entre el tejido tumoral y el tejido yuxtatumoral (p=0.3105, n =

21).
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Figura 20 | Cuantificacion de clusterina en muestras de tumores de mama de tipo Luminal
A. La expresion de clusterina (CLU) en las muestras tumorales y yuxtatumorales se cuantificd
mediante un ensayo de ELISA. La concentracion de clusterina fue normalizada a la expresion de
proteina total en cada muestra. No se observan diferencias significativas entre el tumor y tejido
sano (p = 0.3105, n = 21).

7.2. Expresion de clusterina con motivos fucosilados en muestras de tumores de

mama

En el siguiente paso evaluamos si la clusterina presente en las muestras
tumorales presentaba una glicosilacion con motivos fucosilados, en forma similar a lo
que ocurre con la clusterina presente en el plasma seminal. Para esto desarrollamos un
ensayo de ELISA, el cual se detalla en la seccién de Materiales y Métodos, donde
utilizamos la habilidad de la lectina Ulex-europaeus de unirse a residuos de fucosa
terminal?'’. Como control positivo y para realizar una curva de calibracién utilizamos
clusterina del plasma seminal y clusterina sérica como control negativo. En la Figura 21
A se expresa la cantidad de clusterina fucosilada, reconocida por la lectina Ulex
europaeus, relativa a la cantidad de proteinas totales de cada muestra y en la Figura

21 B se muestra la cantidad de clusterina fucosilada relativa a la cantidad de clusterina
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total en cada muestra. Cada muestra tumoral fue analizada en relacion a su control
pareado de tejido yuxtatumoral. Como se observa en la Figura 21, las muestras
tumorales expresan mayor cantidad de clusterina fucosilada que sus controles. Este
resultado se observa tanto en relacion a la cantidad de proteina total (p=0,0071, n=21)

como en relacién a la cantidad de clusterina total (p=0,0274, n=21).
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Figura 21 | Expresion de clusterina fucosilada en muestras de tumores de mama de tipo
Luminal A. La expresion y cuantificacion de clusterina (CLU) fucosilada en las muestras
tumorales y yuxtatumorales se analiz6 por un ensayo de ELISA, como se describe en la seccion
de Materiales y Métodos, donde se utilizd la lectina Ulex Europaeus biotinilada que reconoce
motivos terminales de fucosa. La concentracion de CLU fucosilada fue normalizada en cada
muestra a la expresion de proteinas totales (A) o a la expresion de CLU total (B). Se observan
diferencias significativas en la expresion de CLU fucosilada en los tejidos tumorales respecto a
los yuxtatumorales, tanto en relacion a la cantidad de proteinas totales (P=0,0071 n=21) como
en relacion a la cantidad de CLU total (P=0,0274 n=21).

Luego decidimos analizar la expresion de clusterina y de motivos fucosilados en
células tumorales. Con este fin, células tumorales fueron aisladas de las muestras de
acuerdo a la expresion de la molécula de superficie Epcam-1, mediante separacion
celular por citometria de flujo?'®2'°, Estas células fueron cultivadas y tefidas con

anticuerpos anti-clusterina y anticuerpos dirigidos contra el motivo fucosilado Lewis X,
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fuertemente expresado por la clusterina fucosilada aislada del plasma seminal, de
acuerdo a nuestros estudios de glicomica previos*. Las células fueron analizadas
mediante microscopia confocal. Como se observa en la Figura 22, |a clusterina y los
motivos fucosilados colocalizan fuertemente en el citoplasma de algunas células. Estos
resultados sugieren que las células tumorales podrian ser la fuente de clusterina

fucosilada presente en el microambiente tumoral.

Figura 22 | Expresién de clusterina fucosilada en células derivadas de un tumor de mama
de tipo Luminal A. Se evalud por microscopia confocal la localizacion conjunta de clusterina
(CLU) y motivos Lewis X en células tumorales aisladas de una muestra de cdncer de mama de
tipo Luminal A. Las células fueron crecidas sobre portaobjetos de vidrio, fijadas y tefidas con
anticuerpos primarios anti-CLU y anti-Lewis X. Luego fueron lavadas y tefiidas con anticuerpos
secundarios conjugados a fluorocromos. Los nucleos se marcaron con el colorante DAPI. Se
muestra una imagen representativa. Magnificacion de 60X (n=5).

7.3. La clusterina fucosilada presente en tumores de mama de tipo Luminal A se

une a DC-SIGN

Evaluamos la capacidad de la clusterina presente en las muestras tumorales y
sus controles de unirse a DC-SIGN mediante ensayos de western blot, utilizando a la
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molécula quimérica DC-SIGN/fc, compuesta por el receptor DC-SIGN acoplado a la
porcion fc de la inmunoglobulina G. Tres pares de muestras, de tumor y tejido
yuxtatumoral, fueron analizadas, sembrando la misma cantidad de clusterina para cada
par. La membrana fue revelada en primer lugar con la molécula quimérica DC-SIGN/fc
y en segundo lugar con anticuerpos anti- clusterina. Como controles positivo y negativo
de unién a DC-SIGN se utilizaron clusterina fucosilada del plasma seminal y clusterina

sérica respectivamente.

En el panel inferior de la Figura 23 se observa que sélo la clusterina presente en
el tumor, y no la clusterina presente en el tejido yuxtatumoral, es capaz de unirse a DC-
SIGN. En el panel superior, la membrana fue revelada con anticuerpos anti-clusterina,
podemos observar que las cantidades analizadas eran equivalentes en cada par de

muestras.
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Figura 23 | La clusterina fucosilada se une a DC-SIGN. La habilidad de unirse a DC-SIGN de
la clusterina (CLU) expresada por las muestras tumorales y yuxtatumorales fue analizada
mediante western-blot. Se analizaron 3 pares de muestras sembrando la misma cantidad de
clusterina total para cada par. La membrana fue revelada en primer lugar con la molécula DC-
SIGN/fc (panel inferior) y posteriormente con anticuerpos anti-clusterina (anti-CLU) (panel
superior). Se utilizaron CLU fucosilada del plasma seminal y CLU del suero como control positivo
y negativo de unién a DC-SIGN respectivamente.
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7.4. Andlisis de la expresion de DC-SIGN en muestras de tumores de mama de

tipo Luminal A

La hipétesis central de la segunda parte de esta tesis consiste en que la
clusterina secretada por células tumorales interacciona con DC-SIGN en células
mieloides, favoreciendo un perfil tolerogénico y contribuyendo al escape tumoral a la
respuesta inmune. La presencia de DC-SIGN en células dendriticas intratumorales ha
sido descripta en diversos tipos de cancer®°223, En este sentido, nos propusimos
analizar la expresién de DC-SIGN en células dendriticas y macréfagos intratumorales

en las muestras de cancer de mama Luminal A, mediante citometria de flujo.

En la Figura 24A se muestra la estrategia utilizada para diferenciar las
subpoblaciones de células. Luego de eliminar del andlisis los dobletes y las células
muertas, en primer lugar, seleccionamos a los leucocitos utilizando el marcador CD45.
Luego seleccionamos la poblacion CD19/CD56/CD3 negativa para excluir del analisis
linfocitos y células NK. Utilizando los marcadores HLA-DR, CD11¢c, CD123, CD14 y
BDCA1 identificamos las poblaciones de CDs plasmacitoides (pCDs, CD123+), CDs
inflamatorias (HLADR+ BDCA1+ CD14+), CDs “clasicas” (HLADR+ BDCA+ CD14-),
CDs cross-presentadoras (HLADR+ BDCA1- CD14-) y macréfagos (HLADR+ BDCAT1-
CD14+), segln las descripciones de Segura y colaboradores??*2%. Finalmente,
analizamos la expresién de DC-SIGN en cada una de estas poblaciones celulares.
Cémo puede observarse en la Figura 24B, en las muestras analizadas, la expresién de
DC-SIGN se encuentra restringida a la poblacién de macréfagos, tanto en el tejido

tumoral como en el yuxtatumoral. Se muestra una imagen representativa (n=5).
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Figura 24 | Presencia de células DC-SIGN positivas en tumores de mama de tipo Luminal
A. Muestras de tumores de mama y sus correspondientes controles fueron disgregados como se
describe en la seccién de Materiales y Métodos. La expresién de DC-SIGN fue analizada por
citometria de flujo en las subpoblaciones de CDs y macréfagos. En (A) se muestra la estrategia
de separacion de las subpoblaciones celulares. En (B) se observa la expresion de DC-SIGN en
las subpoblaciones de células dendriticas y macréfagos. pCDs: CDs plasmacitoides (HLA-DR+
CD123+); BDCA1+ CDs: CDs “clasicas” (HLA-DR+ BDCA1+ CD14); las BDCA1- CDs: CDs
cross-presentadoras (HLA-DR+ BDCA1- CD14-); CD14+ CDs: CDs inflamatorias (HLA-DR+
BDCA1+ CD14+) y MAC: macréfagos (HLA-DR+ BDCA1- CD14+). Los histogramas grises
representan el control de isotipo, los histogramas rojos corresponden a los tejidos tumorales y
los histogramas verdes tejidos yuxtatumorales. Se muestra un dador representativo (n=5).
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8.1. Reactivos y medios de cultivo

Para los cultivos celulares utilizamos RPMI-1640 (Invitrogen) o DMEM
(Invitrogen) suplementados con 50 U/ml penicilina (Invitrogen), 50 ug/ml estreptomicina
(Invitrogen) y 10% v/v de suero fetal bovino inactivado (Gibco) (medio completo). La
cuantificacion de proteinas fue determinada mediante un test colorimétrico (Thermo
Scientific). Los siguientes reactivos fueron obtenidos de SIGMA-Aldrich: LPS de
Escherichia coli, manano, Catalasa, GST y BSA. Los anticuerpos anti-DC-SIGN fueron
obtenidos del AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS,
National Institute of Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health, MD,
USA (clone 120612). Los anticuerpos policlonales anti-clusterina, el ELISA de
clusterina, la molécula quimérica DC-SIGN/fc y la clusterina recombinante fueron

obtenidos de R&D System (USA).

8.2. Purificacion de Anticuerpos anti-clusterina

Los anticuerpos monoclonales IgG1 anti-clusterina fueron obtenidos a partir de
un hibridoma desarrollado en ratdn cedido gentilmente por el Dr. lves Charnay (Division
of Neuropsiquiatria, Departamento de Psiquiatria, Hospitales Universitarios de Geneva,
Suiza)'3. Las células fueron cultivadas a 37°C en medio RPMI-1640 completo
suplementado con 1 mM de piruvato de sodio y glutaMax (Sigma Aldrich). El
sobrenadante del cultivo fue recolectado bajo condiciones de esterilidad cada 48 hs
hasta obtener un litro. Luego, fue recirculado durante 24 h a 4°C por una columna de
proteina G unida a sefarosa (volumen 5 ml, GE Healthcare) ajustando el flujo a una
velocidad de 1 ml/min. La columna fue lavada con 100 ml de PBS y el material retenido
fue eluido utilizando una solucién de glicina 0,1M pH 2,8. El material eluido fue
recolectado en un total de 15 fracciones de 1 ml cada una, sobre 80 ul de una solucion
de Tris 1M pH 9. Se determind la concentracion total de proteinas en cada fraccion, se

concentraron las fracciones de mayor concentracién a 1mg/ml y se dializaron contra 1
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litro de PBS. La pureza de los anticuerpos purificados fue evaluada mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido con Coomassie Blue, y la identidad de los
mismos fue confirmada por Western Blot usando anticuerpos dirigidos contra la porcion

Fc de la IgG de ratén conjugados a peroxidasa.

8.3. Muestras de Plasma Seminal

Las muestras de plasma seminal fueron colectadas a partir de dadores sanos,
reclutados en el Instituto Médico Halitus de Buenos Aires, como se describid
previamente**. El Consentimiento informado fue obtenido de cada paciente antes de la
coleccion de la muestra. Los eyaculados fueron obtenidos por masturbaciéon bajo
condiciones higiénicas luego de un periodo de 2-4 dias de abstinencia sexual en
contenedores estériles. Las muestras fueron incubadas durante 30 min a 37°C para
permitir su licuefaccion. El plasma seminal fue separado de la fraccién celular por
centrifugacién (15000 x g, 30 min a 4°C), el sobrenadante fue filtrado en un filtro con un

poro de 0.22 um (Millipore, Holanda) y conservados a -80°C hasta su uso.

8.4. Purificacion de clusterina a partir del Plasma Seminal

La purificacion de clusterina fue realizada mediante cromatografia de afinidad
utilizando un total de 10 mg de anticuerpos monoclonales anti-clusterina purificados a
partir del hibridoma, los cuales fueron acoplados a una columna “HiTrap” activada con
N-hidroxisuccinimida (GE Healthcare), segun las instrucciones de la empresa.
Brevemente, 10 mg de anticuerpos anti-clusterina fueron dializados contra un litro de
una solucién de NaHCO3 0,2M y NaCl 0,5M a pH 8,3 (solucién de acoplamiento). Los
anticuerpos fueron luego cargados en la columna utilizando una bomba peristaltica
(Gilson) e incubados durante 4 horas a 4°C. Los anticuerpos no ligados fueron lavados
y la columna desactivada realizando 8 lavados utilizando alternadamente una solucién

alcalina (etanolamina 0,5M y NaCl 0,5M a pH 8,3) y una solucion acida (acetato 0,1M y

76



Materiales y Métodos

NaCl 0,5M a pH 4.0). Finalmente, la columna fue lavada con 100 ml de PBS para
estabilizar el pH y guardada con una solucién de PBS suplementada con 0,1% de NaN3

hasta su uso.

Para la purificacion de clusterina, la columna fue equilibrada con 50 ml de PBS
a una velocidad de 0,2 ml/min a 4°C. Luego, 5 ml de plasma seminal obtenidos a partir
de 5 dadores diferentes fueron diluidos en 50 ml de PBS suplementado con un coctel
de inhibidores de proteasas libres de EDTA (Roche), 50 U/ml penicilina (Invitrogen) y
50 pg/ml estreptomicina (Invitrogen), fueron cargados en la columna cromatografica
recirculando la muestra durante 16 hs, con un flujo de 0,2 ml/min a 4°C. Luego, la
columna fue lavada primero con 100 ml de PBS y posteriormente con 50 ml de PBS
conteniendo CINa 1M. El material retenido fue eluido a 4°C utilizando una solucion de
glicina 0,1M a pH 2,8 y recolectado en 15 fracciones de 0.5 ml cada una sobre 40 ul de
una solucién de Tris 1M pH 9. Se determiné la concentracidn de proteina total en cada
fraccidon eluida y se juntaron las de mayor concentracion. Posteriormente, estas
fracciones fueron concentradas y dializadas dos veces contra 1 litro de PBS durante 16
hs a 4°C. La pureza de la muestra fue evaluada mediante separacién por electroforesis
en gel de poliacrilamida y tincién con Coomassie Blue (LabSafe Gel blue; G-Bioscience,
USA) en condiciones reductoras. La identidad de la proteina purificada y su capacidad
de unirse a DC-SIGN fue confirmada mediante western blot, utilizando anticuerpos
policlonales anti-clusterina y la molécula quimérica DC-SIGN-Fc (Figura 25). La
concentracion del stock obtenido fue cuantificada mediante ELISA. El stock de
clusterina fue centrifugado durante 30 min a 15000 g a 4°C, filtrado con un filtro de 0.22

pm y alicuotado en condiciones de esterilidad conservandolo a -20°C hasta su uso.
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Figura 25 | Caracterizacion de la clusterina fucosilada purificada a partir del plasma
seminal mediante cromatografia de afinidad. (A) Clusterina fucosilada del plasma seminal
(CLU) vy clusterina del suero fueron separadas por SDS-PAGE en condiciones reductoras y
tefiidas utilizando el colorante Coomassie Blue. En (B), CLU y clusterina del suero, luego de la
separacion electroforética, fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa y la misma fue
revelada en primer lugar con la molécula quimérica DC-SIGN-Fc y anticuerpos secundarios
dirigidos contra la porcién Fc de la IgG humana conjugados a peroxidasa (panel inferior) y, en
segundo lugar, con anticuerpos policlonales dirigidos contra clusterina y anticuerpos secundarios
conjugados a peroxidasa (panel superior).

8.5. Analisis de la actividad de chaperona de la clusterina

Para evaluar la actividad de chaperona de clusterina, soluciones de catalasa
(200 pg/ml), GST (400 pg/ml) y suero humano (diluido 1/10 en PBS) fueron preparadas
en PBS, colocadas en cubetas plasticas y calentadas a 60°C solas o en presencia o
ausencia de clusterina fucosilada del plasma seminal o clusterina sérica (100 pg/ml).
La absorbancia a 360 nm (medida de la turbidez de la soluciéon) fue medida cada 2 min
en un espectrofotdmetro Bio Rad SmartSpectra 3000 (USA) por un periodo total de 20
min. Catalasa (200 pg/ml), GST (400 ug/ml) o BSA (500 pg/ml), fueron incubados a

37°C durante 120 min en PBS conteniendo DTT (concentracion final 20 mM), en
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ausencia o presencia de clusterina fucosilada del plasma seminal o clusterina sérica
(en concentraciones de 200, 400 o 500 pg/ml, para catalasa, GST y BSA,
respectivamente). La absorbancia de las soluciones fue medida a 360 nm cada 8 min

por un periodo total de 120 min.

8.6. Lineas celulares

La linea celular humana Raji, derivada de un linfoma de Burkitt Epstein Barr
positivo, y la linea Raji que expresa DC-SIGN (células Raji transfectadas en forma
estable con DC-SIGN)??, fueron obtenidas del AIDS Research and Reference Reagent
Program, Division of AIDS, NIH, y crecidas en medio RPMI-1640 completo. La
expresion de DC-SIGN fue corroborada mediante citometria de flujo utilizando

anticuerpos anti-DC-SIGN.

8.7. Linea celular primaria

La linea celular primaria derivada de un carcinoma mamario de tipo Luminal A
fue generada en el laboratorio de la Dra. Eliane Piaggio del Instituto Curie de Paris,
Francia. Brevemente, se disgregd una muestra tumoral de cancer de mama de tipo
Luminal A mediante digestién enzimatica del tejido, por tratamiento durante 20 min a
T.A. con 0,1 mg/ml de Liberasa TL (Roche) en presencia de 0,1 mg/ml de DNasa
(Roche). Luego, las células separadas fueron recolectadas por filtracion a través de una
membrana con poro de 0,45 pym, lavadas y marcadas con anticuerpos dirigidos contra
el marcador epitelial EpCAM y CD45. Finalmente, se seleccionaron y separaron las
células EpCAM+CD45- por citometria de flujo, como la poblacion correspondiente a las
células tumorales de origen epitelial. La poblacién separada fue cultivada y expandida

en medio completo.

8.8 Cultivos Primarios

8.8.1. Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (CMSPs)

La purificacién de células de la sangre para cultivos primarios fue realizada a
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partir de muestras de 500 ml de sangre obtenidas de donantes sanos con su
consentimiento. La sangre extraida fue anticoagulada con el aditivo CPDA (citrato
fosfato dextrosa adenina) y centrifugada (15 min a 1000 g) para separar 50 ml de la
fraccion media (buffy coat), enriquecida en leucocitos. Todos los procedimientos
posteriores se realizaron en cabina de flujo laminar y respetando las técnicas de trabajo

en esterilidad.

La fraccion de la sangre enriquecida en leucocitos fue lavada 2 veces por
centrifugacién (10 min a 1000 g) con solucion isoténica de NaCl (solucion fisioldgica).
El pellet celular fue resuspendido en solucién fisiolégica hasta un volumen de 30 ml.
Dicho volumen fue sembrado suavemente sobre 12,5 ml de Ficoll-Hypaque (GE Health-
care, Sweden) (densidad 1,077 g/ml) y centrifugado (20 min a 2000 g a T.A.). Al término
de la centrifugacion, se recogieron las CMSPs, que quedan en la interfase entre el
Ficoll-Hypaque y la solucion fisiolégica. Las CMSPs obtenidas fueron lavadas 2 veces
por centrifugacion (10 min a 1000 g) con solucion fisiologica y resuspendidas a 50x108

células/ml en medio RPMI-1640 completo.

8.8.2. Purificacion de Monocitos

Los monocitos fueron purificados a partir de las CMSPs a través de dos
metodologias diferentes: por centrifugacion en gradiente de densidad y por seleccion

con anticuerpos monoclonales especificos unidos a perlas magnéticas (microbeads).

Para separar monocitos de linfocitos por centrifugacion en gradiente de
densidad, las CMSPs fueron resuspendidas a 15x10° células/ml en RPMI completo
suplementado con 10% de SFB. Utilizando tubos cénicos de 15 ml, se colocaron
gentilmente alicuotas de 5 ml de las CMSPs sobre 4 ml de una solucién isoténica de
Percoll al 50% (densidad 1,062). Estas preparaciones fueron centrifugadas (40 min a
400 g a 21°C) sin freno en una centrifuga de rotor oscilante. Al término de la

centrifugacion, se recogieron los monocitos, que quedan en la interfase entre la solucién
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de Percoll y el RPMI. Los monocitos fueron lavados 2 veces por centrifugacion (10 min
a 1000 g) con solucién fisiolégica y resuspendidas en 10 ml en medio RPMI-1640
completo. La pureza de los monocitos fue verificada por citometria de flujo. Se utilizaron

solamente preparaciones de monocitos con pureza superior a 80%.

Alternativamente, las CMSPs fueron resuspendidas a una densidad de 10x10°
células/ml en buffer para separacion con microbeads magnéticas. El buffer de
separacion consistio en PBS suplementado con EDTA (2 mM) y BSA (0,5%). La
suspension de CMSPs fue incubada con 150 ul de microbeads cubiertas con anticuerpo
monoclonal anti-CD14 (Miltenyi Biotec, Germany) durante 15 min a 4°C. Al término de
la incubacion, las células junto con las microbeads fueron lavadas en el buffer de
separacion por centrifugacién (5 min a 300 g). El pellet obtenido fue resuspendido en 3
ml de buffer de separacion y sembrado en una columna sobre un iman. Durante este
proceso las células CD14+ fueron retenidas por la columna imantada mientras que las
CD14- eluyeron libremente. Luego de la elucién de la suspension de CMSPs, la
columna fue lavada con 2 ml de buffer de separacion. Finalmente, las células CD14+
fueron eluidas al retirar la columna del iman. Los monocitos fueron lavados 2 veces por
centrifugacion (10 min a 1000 g) con solucién fisiolégica y resuspendidos en 10 ml en
medio RPMI-1640 completo. La pureza de los preparados fue verificada por citometria
de flujo. En todos los casos se obtuvieron preparaciones de monocitos con pureza

superior a 95%.

8.8.3. Purificacion de linfocitos T CD4+

Los linfocitos T CD4+ fueron purificados a partir de las CMSPs utilizando
microbeads magnéticas “CD4+ T Cell Isolation Kit human” (Miltenyi Biotec) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Brevemente, 10x10° células fueron resuspendidas en
40 pl buffer para separacién con microbeads magnéticas. La suspensién se incubé en
primer lugar 15 min a 4°C con 10 pl de anticuerpos anti-biotina, y posteriormente se

agregaron 30 ul de buffer y 20 ul de microbeads Cocktail. Luego de incubar la solucién
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durante 10 min a 4°C, se procedio a la separacién magnética sembrando las células en
una columna imantada donde las células T CD4+ se eluyeron libremente dejando
retenidas en la columna el resto de las poblaciones celulares. Finalmente, luego de la
elucién y de lavar la columna con 1.5 ml de buffer de separacion, los linfocitos T CD4+
fueron lavados por centrifugacion (10 min a 1000 g) con solucion fisiolégica, contados

y resuspendidos en medio RPMI-1640 completo para su uso.

8.8.4. Diferenciacion de Células Dendriticas

Para obtener células dendriticas, los monocitos purificados fueron cultivados
durante 5 dias a una densidad de 1x10° células/ml en RPMI-1640 completo
suplementado con 20 ng/ml de IL-4 (Miltenyi) y 20 ng/ml de GM-CSF (Miltenyi)??. En el
dia 5 de cultivo, el resultado de la diferenciacién fue evaluado midiendo la expresion de

CD1ay CD14 por citometria de flujo (Figura 26).

8.9. Tratamiento de las CDs y analisis de su fenotipo

Las CDs (1x10%ml) fueron cultivadas en placas de 96 pocillos en medio
completo suplementado con 20 ng/ml de IL-4 y 20 ng/ml de GM-CSF, en presencia o
ausencia de LPS (10 ng/ml), clusterina fucosilada (40 pg/ml) o la combinacion de
ambos. Luego de 24h, las células fueron centrifugadas y resuspendidas en 50 ul de
medio completo conteniendo anticuerpos acoplados a diferentes fluorocromos dirigidos
contra CD1a, DC-SIGN, HLA-DR, CD80, CD83, CD86 o CD40 (BD Biosciencies) e
incubadas durante 30 min a 4°C. Finalmente, las células fueron lavadas con PBS
conteniendo 1% de SBF y resuspendidas en Isoflow (BD Biosciences). La intensidad
de fluorescencia fue analizada sobre 20.000 células en cada muestra, mediante

citometria de flujo. En cada caso, se utilizaron los correspondientes controles de isotipo.

8.10. Tratamiento enzimatico aplicado a la clusterina

La clusterina purificada del plasma seminal (3-10 pg) fue dializada contra 1 L de

buffer sodio fosfato 50 mM a pH 5 durante 24 h a 4°C. Luego, fue tratada con 1 mg/ml
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de la enzima a-1-3,4 fucosidasa o a-1-2 fucosidasa (Calbiochem, USA) durante 3h a
37°C. Posteriormente las muestras fueron dializadas contra 1 L de PBS a pH 7 y

analizadas mediante western blot con la molécula quimérica DC-SIGN-Fc.
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Figura 26 | Diferenciaciéon de células dendriticas a partir de monocitos. Los monocitos
fueron diferenciados a CDs por tratamiento con IL-4 y GM-CSF durante 5 dias. Su fenotipo fue
caracterizado por citometria de flujo. Se observa la poblaciéon seleccionada para el analisis,
tomando en cuenta su distribucion de acuerdo a los pardmetros FSC-H y SSC-A. Los
histogramas muestran la expresion de CD1a y CD14 en monocitos (A) y en CDs ya diferenciadas
como tales (B). Los histogramas negros corresponden al control de isotipo.

8.11. Citometria de Flujo

Todas las mediciones de la “Parte A” de esta tesis se realizaron en un citbmetro
de flujo FACS Canto Il (BD Biosciences, San Jose, CA). La expresién de células DC-
SIGN positivas en muestras tumorales fue analizada utilizando un citémetro de flujo

LSR Fortessa (BD Biosciences, San Jose, CA). En todos los casos los datos fueron

83



Materiales y Métodos

adquiridos con el software FACS Diva (BD Biosciences). Las células analizadas fueron
seleccionadas mediante exclusion de células muertas y dupletes celulares. Los datos
se expresan como media de fluorescencia o porcentaje de células positivas segun se

indica en cada figura.

8.12. Biotinilizacion de proteinas

Soluciones de Catalasa, GST o BSA fueron preparadas a 1 mg/ml en PBS.
Luego estas soluciones fueron incubadas durante 30 min a T.A. con una solucion
conteniendo NHS-Biotina 1 mg/ml en una relacion 1/100 (mg de proteina/mg de biotina).
Luego, las diferentes soluciones biotiniladas fueron dializadas contra 1L de PBS durante
24 h. Finalmente las muestras fueron recolectadas, se determind la concentracion final
de proteinas fue determinado mediante el método de Bradford y fueron conservadas a

4°C hasta su uso.

8.13. Union de proteinas estresadas a DC-SIGN expresado en células Raji y CDs

Los experimentos de unién de proteinas estresadas a células que expresan DC-
SIGN fueron realizados de la siguiente manera: catalasa (200 ug/ml) o GST (400 pg/ml)
biotiniladas y mezclas de las mismas con clusterina fucosilada (100 pug/ml) o clusterina
sérica (100 pg/ml), fueron incubadas en agitacién durante 20 minutos a 60°C (condicion
de estrés) o incubadas a 4°C (condicion control). Luego, las soluciones fueron enfriadas
y 20 pl de cada solucion fue afiadida a células Raji, células Raji que expresan DC-SIGN
0 CDs (5 x 10° células en 40 pl de medio completo) e incubadas durante 60 minutos a
4°C. Luego de este periodo de incubacion, las células fueron lavadas dos veces con
medio completo frio, tefidas con estreptavidina conjugada a FITC y analizada por
citometria de flujo. Este ensayo de union también fue realizo con una soluciéon de BSA
biotinilada (500 pg/ml) estresada por calor a 37°C durante 150 minutos con DTT (20
mM), en presencia o ausencia de clusterina fucosilada del plasma seminal (500 pg/ml)
o clusterina sérica (100 pg/ml). Alternativamente, la union de proteinas estresadas a

DC-SIGN fue realizada tratando previamente a las células durante 30 minutos a 4°C
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con manano (1 mg/ml), anticuerpos bloqueantes de DC-SIGN (10 pg/ml) o

inmunoglobulina G de ratén como control.

8.14. Ensayos de Endocitosis

Para los ensayos de endocitosis se estresé catalasa biotinilada (200 ug/ml) en
presencia de clusterina fucosilada (100 pg/ml) durante 20 min a 60°C. Luego, 20 ul de
estas soluciones fueron agregadas a CDs (5 x 10° células en 40 pl de medio completo)
e incubadas durante 60 min a 4°C. Las células fueron lavadas dos veces usando medio
completo frio y tefiidas con estreptavidina conjugada a FITC durante 15 min a 4°C.
Posteriormente, las células fueron incubadas durante 30 min a 37°C para permitir el
proceso de endocitosis o a 4°C para impedirlo. Finalmente, las células fueron
analizadas por citometria de flujo en presencia del colorante Azul Tripan (20% v/v) el

cual fue agregado antes de analizar cada condicién.

8.15. Microscopia confocal

8.15.1. Anadlisis de la endocitosis de complejos proteina-clusterina estresada

Las CDs (1x10°) fueron colocadas en cubreobjetos de vidrio (12mm), los cuales
fueron tratados previamente con poly-L-lisina durante 30 min a TA. Los experimentos
de unidn se realizaron del siguiente modo: catalasa biotinilada (200 pg/ml) fue calentada
durante 20 min a 60°C en presencia de clusterina fucosilada (100 pg/ml), la solucién
fue enfriada y 100 ul de la misma fue agregada a las CDs adheridas a los cubreobjetos
e incubada durante 60 min a 4°C. Luego de este periodo de incubacion, las células
fueron lavadas tres veces con medio completo frio y los cubreobjetos fueron cubiertos
con medio completo e incubado a 37°C durante 15 min o 30 min, para permitir el
proceso de endocitosis. Las células fueron lavadas con PBS y fijadas con
paraformaldehido al 4% durante 15 min a 4°C. Finamente, las células fueron tratadas
con 0.1 mM de glicina en PBS (30 min, T.A.) e incubadas durante 1 h con mAbs dirigidos

contra el antigeno endosomal temprano 1 (EEA1), proteina de membrana asociada a
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lisosomas 1 (LAMP-1), clusterina o DC-SIGN. Luego de lavar los anticuerpos primarios,
las células fueron tefiidas con anticuerpos secundarios conjugados a fluorocromos
durante 30 min (Jackson Immuno Research, USA). Los cubreobjetos fueron montados
en portaobjetos de vidrio usando Fluoromont G. Las imagenes fueron adquiridas con
un FluoView FV1000 confocal microscope (Olympus, USA) usando un objetivo de

inmersién Planapo 60x 1.42 NA.

8.15.2. Anadlisis de la expresion de clusterina fucosilada en una linea primaria

de cancer de mama

La linea celular primaria derivada de un carcinoma mamario de tipo Luminal A,
fue cultivada y crecida en medio completo sobre cubreobjetos de vidrio estériles (12
mm de diametro) colocados en placas de cultivo de 12 pocillos. Luego de alcanzar una
confluencia del 80%, las células fueron lavadas 2 veces con PBS vy fijadas en
paraformaldehido al 4% (15 min a 4°C). Los cubreobjetos fueron retirados de la placa,
las células fueron tratadas con 0.1 mM de glicina en PBS (30 min T.A.) e incubadas
durante 1 h con anticuerpos primarios dirigidos contra clusterina o Lewis X (BioLegend).
Finalmente, las células fueron lavadas y tenidas con anticuerpos secundarios
conjugados a fluorocromos durante 30 min (Jackson Immuno Research, USA). Los
cubreobjetos fueron montados en portaobjetos de vidrio usando Fluoromont G con
DAPI. Las imagenes fueron obtenidas utilizando un microscopio confocal Nikon TiE con

un software Zeiss LSM510, un objetivo de inmersion 60Xy 1.42 NA.

8.16. Analisis de la expansion de células T FOXP3+ por CDs

Se cultivaron CDs (5 x 104100 pl) en presencia de clusterina fucosilada (40
pg/ml) o PBS, durante 24h en medio completo suplementado con 20 ng/ml de IL-4 y 20
ng/ml de GM-CSF. Posteriormente, las CDs fueron lavadas y cultivadas con linfocitos T
CD4+ alogeneicos (2 x 10%/100 ul) durante 5 dias adicionales en medio completo en
placas fondo en U. Luego de este periodo de incubacion, las células fueron tefiidas

usando anticuerpos contra CD4, CD25 y FOXP3, siguiendo las instrucciones del
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fabricante (BD Biosciences, USA) y analizadas por citometria de flujo.

8.17. Inmunohistoquimica

El proceso de obtencion, tincién de las muestras y la adquisicion de las
imagenes fue realizado en colaboracion con la division de Patologia Experimental
(PathEX) del Instituto Curie de Paris, Francia. Brevemente, se cortaron los bloques de
parafina conteniendo muestras de tumores de mama de tipo Luminal A en secciones de
4 uym de espesor. Posteriormente, las secciones fueron desparafinadas y la peroxidasa
endogena fue bloqueada con 3% de H>O.. Luego los cortes fueron marcados con
anticuerpos monoclonales anti clusterina (clone B-5, dilucién 1:200) durante 1 h a pH
6. Los cortes fueron lavados con PBS-Tween, incubadas con anticuerpos secundarios
conjugados a peroxidasa y finalmente con el complejo avidina-biotina estreptavidina-
peroxidasa (Vectastain Elite ABC kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA). 3,3'-
diaminobenzidina tetrahydrochloridrico fue usado como cromégeno y se aplico la tincion

de hematoxilina de Mayer para tefiir los nucleos celulares.

8.18. Muestras de tumores de mama

Las muestras tumorales corresponden a muestras de tumores de mama de tipo
Luminal A, obtenidas luego de la reseccidon quirdrgica realizada como parte del
tratamiento de dicha enfermedad. La cohorte de pacientes fue reclutada de pacientes
del Hospital Marie Curie de Paris, Francia. Los pacientes estudiados no recibieron
tratamiento quimioterapéutico previo a la cirugia; de cada uno de ellos se obtuvo una
muestra de tejido tumoral y una muestra de tejido adyacente al tumor (yuxtatumor)
proveniente de los margenes de reseccion de la pieza. Todas las muestras fueron
adquiridas bajo consentimiento informado siguiendo las reglas éticas francesas y
europeas para el uso de muestras humanas, aplicadas bajo la supervision de la unidad

de manejo de estudios clinicos del Instituto Curie.

8.19. Procesamiento de muestras tumorales

Las muestras tumorales y sus correspondientes tejidos yuxtatumorales fueron
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recibidas luego de la cirugia en medio RPMI sin suplementos adicionales.
Inmediatamente fueron homogenizadas con tijera sobre placas de Petri en 0,5-1 ml de
PBS conteniendo inhibidores de proteasas libres de EDTA (Roche). Las muestras
procesadas fueron colocadas en tubos cénicos e incubadas en agitacion durante 40 min
a 4°C. Luego de este periodo de incubacion, fueron centrifugadas a 12000 rpm durante
20 min a 4°C. Los sobrenadantes fueron recolectados, alicuotados y conservados a -

20°C hasta su uso.

8.20. Cuantificacion de clusterina total y fucosilada en muestras tumorales

La concentracién de clusterina total fue determinada mediante ELISA siguiendo
las instrucciones del fabricante (R&D Systems). La clusterina fucosilada fue detectada
y cuantificada en los sobrenadantes de las muestras tumorales mediante un ensayo de
ELISA desarrollado en el laboratorio. Para realizar este ensayo, en primer lugar, se
trataron placas de 96 pocillos durante 18 hs a T.A. con anticuerpos anti-clusterina. Estos
anticuerpos corresponden a los anticuerpos de captura utilizados para la determinacion
de clusterina total. Luego de este periodo de incubacion, las placas fueron lavadas con
PBS-Tween 0,05% y bloqueadas durante 1h con una soluciéon de PBS conteniendo BSA
al 3%. Esta solucion de bloqueo fue usada como solucion diluyente en el resto del
ensayo. Seguido al paso de bloqueo, se incubaron durante 1h las muestras de los
sobrenadantes de tumorales o yuxtatumorales. Los pocillos fueron lavados, e incubados
durante 30 min con 1mg/ml de la lectina Ulex europaeus conjugada a biotina (Vector
Laboratories). Finalmente, los pocillos fueron lavados e incubados durante 20 min con
estreptavidina-HRP (BD, Biosciences, USA). El ensayo fue revelado utilizando el
sustrato TMB (BD, Biosciences, USA). Para realizar una curva de calibracién y como
control positivo de unién a la lectina se utilizé clusterina fucosilada purificada del plasma
seminal mediante cromatografia de afinidad. Clusterina sérica (50 ng/ml) fue utilizada
como control negativo de union a la lectina. En la Figura 27 se muestra un esquema del

ensayo.
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Figura 27 | Esquema del ensayo de ELISA. (A) La clusterina (CLU) total fue capturada en las
muestras tumorales con anticuerpos monoclonales anti-CLU vy la presencia de CLU fucosilada
fue revelada con la lectina Ulex europaeus-biotinilada. En (B) se muestra un resultado
representativo del ensayo con los correspondientes controles y un ejemplo de un sobrenadante
de una muestra de tumor y su correspondiente tejido yuxtatumoral.

8.21. Analisis de la unién a DC-SIGN de la clusterina tumoral

La capacidad de la clusterina de unirse a DC-SIGN presente en las muestras
tumorales fue analizada por western-blot. Para la realizacion de los ensayos de western
blot las muestras de clusterina purificada de plasma seminal, clusterina del suero,
muestras de tumores y yuxtatumores fueron separadas en geles de poliacrilamida al

10% vy transferidas a membranas de PVDF (Hybond ECL, Amersham Biosciences)
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previamente activadas con metanol. La transferencia fue realizada utilizando un sistema
semi-seco durante 40 minutos a 200 A. Luego, las membranas fueron bloqueadas
durante 1 h con una solucion conteniendo Tris 50 mM, NaCl 150 mM a pH 7,6 (TBS)
suplementada con 3% de BSA y 0,05% de Tween-20. Luego las membranas fueron
reveladas en primer lugar con la molécula quimérica DC-SIGN/Fc y posteriormente con

anticuerpos policlonales anti-clusterina.

DC-SIGN-Fc quimérico (R&D Systems)??® es una proteina recombinante
disponible comercialmente, compuesta por la porcion extracelular de DC-SIGN (Lys62
— Ala404) acoplada al fragmento Fc de la IgG1 humana (Pro100 — Lys330). Esta
estructura le permite unirse a ligandos de DC-SIGN, con la posibilidad de revelar esta
union mediante anticuerpos secundarios dirigidos contra la porcion Fc de la IgG
humana. Luego de bloquearlas, las membranas fueron tratadas con 1 pg/ml de la
proteina quimérica DC-SIGN/Fc, en una solucién conteniendo TRIS 20mM, NacCl
150mM, CaCl2 1mM y MgCI2 2mM (TSM), durante 4 horas a 4°C. Finalmente, las
membranas fueron lavadas con TSM suplementado con 0,05% de Tween-20 y
reveladas mediante la incubacién con anticuerpos secundarios anti-porcién Fc de la
IgG humana conjugados con peroxidasa (Jackson Immuno Research, USA), mediante

quimioluminiscencia (ECL, Amersham Biosciences) y placas Kodak BioMax.

Una vez finalizado el revelado con DC-SIGN/fc, las membranas fueron tratadas
durante 40 min a 56°C con una solucion de Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 conteniendo 10 % de
SDS y 0.2% de B-mercaptoetanol, para remover los anticuerpos previamente unidos.
Luego de este periodo de incubacioén, las membranas fueron lavadas exhaustivamente
con TBS suplementado con 0,05% de Tween-20 (TBS-Tween) y bloqueadas
nuevamente durante 1 h con una solucion de TBS-Tween suplementado con 3% BSA.
Finalmente, las membranas fueron tratadas con 1 ug/ml de anticuerpos policlonales
anti-clusterina hechos en cabra (R&D Systems) durante 60 minutos a temperatura

ambiente, lavadas con TBS-Tween e incubadas durante 1h con anticuerpos policlonales
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anti-IgG de cabra conjugados a peroxidasa (Jackson Immuno Research, USA).
Finalmente, la membrana fue lavada y revelada mediante quimioluminiscencia (ECL,

Amersham Biosciences) utilizando placas Kodak BioMax.

8.22. Analisis de las subpoblaciones de células mieloides en tumores de mama

Para analizar las subpoblaciones de células mieloides, se separaron las células
tumorales por disgregacion enzimatica de las muestras. En primer lugar, las muestras
de tumores y yuxtatumores fueron cortadas mecanicamente en fragmentos pequefios
sobre placas de Petri. Luego, fueron colocadas en tubos cénicos conteniendo 5-10 ml
de RPMI suplementado con colagenasa (2 mg/ml), hyaluronidasa (2 mg/ml) y DNasa
(25 pg/ml), e incubadas en agitacion durante 50 min a 37°C. Posteriormente, las
muestras fueron filtradas utilizando una malla con un poro de 0.45 um recuperando las
células disgregadas. Finalmente, las células recuperadas fueron lavadas, contadas y
resuspendidas en 100 ul de una solucion conteniendo anticuerpos conjugados a
diferentes fluorocromos contra CD45, CD14, CD3, CD19, CD56, HLA-DR, CD11c,
CD123, BDCA1 y DC-SIGN. Las diferentes subpoblaciones fueron analizadas por
citometria de flujo. La poblacién de células a estudiar, fue definida en el analisis

excluyendo los dobletes celulares y las células no viables DAPI positivas.

8.23. Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado usando el software GraphPad Prism (La
Jolla, CA, USA). Las comparaciones estadisticas entre dos grupos fueron realizadas
utilizando en test t de student. Las comparaciones estadisticas entre grupos fueron
realizadas usando andlisis de varianza seguido del post test de Bonferroni para
comparaciones multiples. Los valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente

positivos.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

En la primera parte de esta tesis demostramos que la clusterina fucosilada
presente en el plasma seminal, merced a su actividad como chaperona, es capaz de
promover la union de proteinas estresadas a DC-SIGN, unién que se observa utilizando
concentraciones de clusterina entre 50 a 100 veces menores a las normalmente
encontradas en el semen®. Demostramos que las CDs endocitan los complejos
clusterina-proteina estresada, los cuales son llevados a fagosomas tardios.
Demostramos que la clusterina fucosilada, si bien no modula la expresion de
marcadores de maduracién en la membrana de las CDs, incrementa la capacidad de las

mismas de inducir la expansion de linfocitos T CD4+CD25+FOXP3+.

En la segunda parte de este trabajo de tesis demostramos que la forma
fucosilada de clusterina no es una glicoforma exclusiva del plasma seminal, sino que
también se expresa en tumores de mama de tipo Luminal. Demostramos que la
clusterina producida por tumores mamarios es capaz de unirse a DC-SIGN. Finalmente,
analizamos la expresion de DC-SIGN en las células mieloides que infiltran los tumores
mamarios y encontramos que los macréfagos y no las CDs intratumorales expresan

dicho receptor.

Discutiremos, en primer lugar, los resultados relacionados a la actividad de
chaperona extracelular de clusterina fucosilada y sus propiedades inmunomodulatorias
en el plasma seminal, y luego los resultados relacionados con la presencia de clusterina

fucosilada en los tumores de mama.
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DISCUSION

9.1. La clusterina y su rol como chaperona extracelular en el plasma seminal

Las chaperonas extracelulares promueven la depuraciéon de proteinas mal
plegadas induciendo su unién a receptores celulares especificos para su endocitosis y
posterior degradacion®>%. Mediante este proceso se previene la formacion de
agregados insolubles generados por el depdsito de proteinas mal plegadas®? y sus
efectos téxicos, los cuales subyacen a la patogenia de numerosas enfermedades tales
como la enfermedad de Alzheimer, la Ateroesclerosis, la Enfermedad de Creutzfeldt—
Jakob y la Amiloidosis entre otras?. La clusterina sérica fue la primera chaperona
extracelular descripta'® y sus receptores identificados son: Megalina, el Receptor de
ApoE y el Receptor de VLDL®**%, Recientemente, nuestro grupo de investigacién ha
descripto a DC-SIGN como un nuevo receptor de la glicoforma fucosilada de clusterina

presente en el plasma seminal®.

Al igual que la clusterina sérica, la clusterina fucosilada posee actividad de
chaperona siendo capaz de inhibir in-vitro la agregacién de proteinas estresadas como
BSA, catalasa, glutation S-transferasa y suero humano. Por otra parte, gracias a su
peculiar patrén de glicosilacién, la clusterina fucosilada adquiere la capacidad de “dirigir”’
estas proteinas estresadas a DC-SIGN y de promover, a través del mismo, su
endocitosis por CDs. Las proteinas internalizadas siguen la via clasica de endocitosis,
encontrandose en tiempos tardios en compartimentos fagolisosomales. Este proceso
adquiere particular importancia en el caso de las células dendriticas, ya que dichas
células procesan y presentan los péptidos provenientes de proteinas endocitadas a
linfocitos T, disparando de esta manera la respuesta inmune adaptativa. En el transcurso
de esta tesis no hemos logrado poner a punto un ensayo que nos permita evidenciar la
activacion de linfocitos T especificos contra antigenos endocitados a través de clusterina

y DC-SIGN. Sin embargo, la presencia de los complejos clusterina-proteina estresada
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junto con Lamp-1, un marcador de los compartimentos involucrados en la presentacion
antigénica en CDs?", sugiere que la clusterina podria actuar como una molécula capaz

de “marcar” antigenos para su posterior presentacion a linfocitos T.

9.2. Clusterina fucosilada, ;una glicoproteina tolerogénica?

La actividad tolerogénica y supresora de las CDs se sustenta, principalmente, en
su capacidad de presentar constantemente antigenos propios en condiciones que
inducen la activacion de linfocitos T CD4+ en un perfil regulatorio® promoviendo el
silenciamiento de la respuesta inmune®?2. Los linfocitos T regulatorios ejercen su
actividad supresora tanto en los 6rganos linfaticos secundarios, como también en los
tejidos periféricos, inhibiendo la expansién de células T efectoras y/o modulando su
tenor de actividad?®. La diferenciacién de las CDs en un perfil regulatorio no solo cumple
un papel relevante en el silenciamiento de la respuesta inmune dirigida a antigenos
propios, sino que también cumple un papel destacado como mecanismo de evasién a
la inmunidad adaptativa en la respuesta frente a células tumorales y agentes
infecciosos®'. En este sentido, existe una variedad de mecanismos utilizados tanto por
los tumores como por microorganismos patégenos para generar, en ultima instancia,

CDs tolerogénicas®'-2%,

Tradicionalmente, la relevancia de los receptores lectinas tipo C estaba dada por
su capacidad de inducir la endocitosis de sus ligandos. Sin embargo, en los ultimos
anos, numerosos autores han demostrado que estos receptores son capaces de
modular el perfil de activacién de las CDs. En este sentido, diferentes autores han
propuesto un rol para DC-SIGN en el mantenimiento de un ambiente inmunosupresor
en los tejidos?34. La interaccion de DC-SIGN con ligandos tan diversos, como el virus del
sarampion®®, Helicobacter pylori®4, antigenos tumorales®® 237  |a mielina®® o
preparaciones terapéuticas de gamaglobulina intravenosa®®, promueven la adquisicion

de un perfil tolerogénico por las CDs.

95



Discusion

En nuestros ensayos, la clusterina fucosilada no modific6 el fenotipo de las CDs
ni modula la maduracion fenotipica inducida por el LPS. Sin embargo, en cultivos
alogeneicos, estimula la habilidad de las CDs de expandir linfocitos T
CD4+CD25+FOXP3+, fenotipo, si bien no exclusivo, asociado a las células T
regulatorias®¥®. Estos experimentos sugieren que las CDs activadas en presencia de
clusterina fucosilada podrian ser orientadas hacia un perfil tolerogénico. Estos
resultados son similares a los publicados por otros grupos de investigacion, utilizando

diferentes ligandos de DC-SIGN48-153:241,

9.3. La clusterina del plasma seminal como promotora de la tolerancia
materno-fetal

Considerando el éxito de los procedimientos de inseminacion artificial llevados a
cabo con espermatozoides purificados o inseminacion intrauterina, resulta claro que el
contacto con plasma seminal no constituye un requisito indispensable para el desarrollo
de un embarazo. Sin embargo, distintos estudios indican una mejora en la tasa de
embarazos logrados por inseminacion artificial cuando las mujeres han tenido contacto
con plasma seminal intra-vaginalmente®#2-244, En el mismo sentido, la falta de contacto
con el semen se ha correlacionado con un aumento en la probabilidad de sufrir pre-
eclampsia, una enfermedad del embarazo de base inflamatoria®4®24¢, El plasma seminal,
ademas de ser un vehiculo para los espermatozoides, es capaz de inducir fuertes
efectos inmunomodulatorios en el tracto genital femenino. Robertson y colaboradores
han demostrado que la exposicién de la mucosa del tracto genital femenino al semen,
promueve la expansion de células T regulatorias FOXP3+ en los ganglios linfaticos
drenantes del Utero, favoreciendo la tolerancia hacia aloantigenos masculinos en
ratones'®124, Mas interesante aun, es que esta respuesta es inducida aun en ausencia
de concepcion, sugiriendo un rol importante para el semen como inductor de células T

regulatorias'®.
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Los trabajos de Moldenhauer y col. demostraron que antigenos presentes en el
fluido seminal inducen, en el receptor del semen, una efectiva respuesta T, tanto CD4+
como CD8+, indicando que los antigenos seminales alcanzan a tomar contacto con las
CDs presentes en la mucosa receptora, que son quienes ponen en marcha la respuesta
inmune adaptativa'®. Existen dos formas posibles por las que las proteinas presentes
en el semen podrian tomar contacto con las CDs alli presentes; una de ellas es mediante
las microabrasiones generadas en las mucosas tanto luego de las relaciones sexuales,
como en el curso de procesos infecciosos; otra forma es mediante las proyecciones
emitidas por las CDs (dendritas) que alcanzan el lumen2*’. En este sentido, la clusterina
fucosilada en el plasma seminal, mediante su actividad de chaperona, podria favorecer
la endocitosis de antigenos seminales por CDs DC-SIGN+ presentes en la mucosa
receptora. Ensayos de inmunizacién in-vivo podrian comprobar esta hipétesis, sin
embargo, el modelo ratén presenta algunas dificultades a la hora de trasladar los
resultados que involucran al receptor DC-SIGN. En efecto, existen al menos ocho
homdlogos de DC-SIGN en el raton agrupados en una misma regién del genoma
(SIGNR1-8), mientras que en el humano la familia de DC-SIGN esté representada tan
sblo por dos receptores (DC-SIGN y L-SIGN). De los ocho homélogos murinos, los
cuales poseen diferente distribucién y especificidad de uniéon de glicanos, ninguno

reproduce claramente las caracteristicas de DC-SIGN?48,

El conjunto de estos resultados sugiere que la clusterina fucosilada podria
participar en la generacion de células T regulatorias en los ganglios drenantes de la
mucosa receptora del semen. Sin embargo, Las propiedades tolerogénicas del semen
no estan relacionadas solamente con la presencia de clusterina y otros ligandos de DC-
SIGN. El semen contiene altas concentraciones de agentes inductores de células T
regulatorias como el TGF-B y las prostaglandinas?4®2>°, La cantidad de TGF-B latente o
inactivo en el semen es mucho mayor que la encontrada en otros fluidos corporales (~

80 ng/ml). Este TGF-B puede ser activado tanto por los valores extremadamente bajos
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de pH (~ pH 4.5-5.0) que caracterizan a las secreciones vaginales como también por la
accion de diferentes proteasas presentes en estas secreciones. La concentracion en el
plasma seminal de un segundo agente inmunosupresor, la PgE2, alcanza también
concentraciones sorprendentemente elevadas, en el orden de los 100 ug/mli'3:24°, | as
acciones inmunosupresoras mediadas por TGF-B y PgE2 involucran un conjunto de
mecanismos que afectan a diferentes poblaciones leucocitarias: inhiben la activacion de
los neutrdfilos, células “Natural Killer” y macréfagos y, ademas, inducen la diferenciaciéon
de las células dendriticas convencionales o mieloides en un perfil regulatorio,

promoviendo asi el desarrollo de respuestas T supresoras®"252,

Ademas de CLU, el plasma seminal humano contiene otros ligandos de DC-
SIGN: la proteina de unién a galectina-3, proteina C inhibitoria*®, y mucina 62°3, entre
otros. Aunque ninguno de estos ligandos posee actividad de chaperona extracelular,
todos ellos podrian promover la diferenciacion de CDs en un perfil tolerogénico al
interactuar con DC-SIGN. La adquisicién de un perfil tolerogénico por las CDs inducido
por ligandos de DC-SIGN podria ser importante tanto en el tracto genital femenino como
el masculino. En el tracto genital femenino podria promover la tolerancia materno fetal
hacia aloantigenos masculinos, asi como también afectar el curso de la respuesta
inmune anti-infecciosa desarrollada contra patégenos presentes en el semen. En el
tracto genital masculino se generan neoantigenos en el semen durante la pubertad,
mucho después de que se establezca la tolerancia sistémica hacia antigenos propios*.
Sin embargo, la respuesta inmune contra estos neoantigenos no es desarrollada®®.
Considerando que en el tracto genital de los mamiferos la clusterina no es producida
solamente por el epididimo, vesiculas seminales y la préstata, sino también por los
testiculos®2%62%7  especulamos que podria promover la adquisicion de un perfil
tolerogénico por las CDs contribuyendo a generar un sitio inmunolégicamente

privilegiado en el testiculo.
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¢Podria estar presente la forma fucosilada de clusterina en otros sitios
inmunologicamente privilegiados? En el sistema nervioso central, la clusterina parece
jugar un papel relevante en la remocién de proteinas mal plegadas y juega un papel
protector en enfermedades vinculadas con el depédsito de proteinas, como la
enfermedad de Alzheimer?3'42, Es interesante destacar que DC-SIGN se expresa en el
cerebro, principalmente en células microgliales y células endoteliales de la barrera
hematoencefalica®®. Mas aun, la abundante presencia de glicanos fucosilados del tipo
Lewis X y Lewis Y en ese 6rgano, sugieren que la clusterina podria presentar en el
cerebro un patron de glicosilacién similar al encontrado en el semen. La clusterina se
expresa también en el 0jo, otro sitio inmunolégicamente privilegiado, donde jugaria un
rol protector en diferentes patologias como el ojo seco. Cabe destacar que la
glicosilacién de la clusterina, tanto en sistema nervioso central como en el ojo, no ha

sido estudiada aun.

9.4. Expresion de clusterina en cancer de mama

La expresion de clusterina se encuentra alterada en diferentes tipos de cancer.
Mas aun, ha sido postulado que alteraciones en la produccién de clusterina podrian
jugar un papel relevante en la progresién del crecimiento tumoral?®2®. Diferentes
autores han reportado la sobreexpresion de clusterina en tumores de mama87:199,201.202
Sin embargo, en los tumores analizados en este trabajo no encontramos diferencias en
la expresion de clusterina entre los tejidos tumorales y sanos. Esta disparidad entre
nuestros resultados y la bibliografia podria explicarse por diferencias metodologicas;
mientras que en los estudios reportados en la literatura evalian la expresion de
clusterina por inmunohistoquimica en muestras fijadas en parafina, en este trabajo
cuantificamos la expresion de clusterina por ELISA en sobrenadantes obtenidos luego
del procesamiento de tumores frescos. Cabe mencionar que, en los cortes evaluados

por inmunohistoquimica en este trabajo de tesis, solo realizamos un andlisis cualitativo
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detectando la expresién de clusterina tanto en el citoplasma celular como en secciones

correspondientes al estroma tumoral.

Los tumores son mas que una masa proliferante de células, se comportan como
tejidos complejos con diferentes tipos celulares que interactian unos con otros y con el
microambiente tumoral para poder sobrevivir. EI microambiente ejerce profundos
efectos tanto sobre las propias células tumorales como también sobre las células del
sistema inmune, tendientes a favorecer el escape del tumor a la respuesta inmune.
Aunque la clusterina secretoria representa uno de los numerosos factores que median
la informacion entre las células y el microambiente tumoral que las rodea, el rol
especifico de la clusterina secretoria y el impacto de su glicosilacién han sido
pobremente estudiados hasta el momento. En la literatura la sobreexpresién de
clusterina ha sido largamente asociada a la resistencia al tratamiento
quimioterapéutico??193-197.205.260 ' efecto mediado, al menos parcialmente, a través de un
incremento en la forma citoplasmatica de clusterina, la que mediaria un efecto anti-
apoptotico. La evidencia acumulada hasta ahora se enfoca en la importancia entre este
balance en la expresion de sus formas nuclear (pro-apoptoética) y citoplasmatica (anti-
apoptética), balance que parece depender de la interaccién con el microambiente
tumoral®>?®2, Las muestras utilizadas en este trabajo corresponden a pacientes sin
tratamiento quimioterapéutico adyuvante previo a la reseccion quirurgica del tumor.
Seria interesante evaluar en futuros proyectos, la expresién de clusterina en muestras
de pacientes que si recibieron tratamiento quimioterapéutico adyuvante para poder

comparar los resultados de expresion de clusterina con los obtenidos en este trabajo.

En esta tesis demostramos, mediante la union de lectinas y anticuerpos anti-
LewisX, que la clusterina expresada en tumores de mama presenta motivos fucosilados,
en forma similar a lo que ocurre en el plasma seminal. En experimentos futuros
intentaremos purificar clusterina tumoral a fin de poder realizar un analisis detallado de

su glicosilacion. La baja concentracion de clusterina en las muestras y el escaso material
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que recibimos constituye una de las limitantes mas importantes para avanzar en este
sentido. De todas formas, hemos logrado analizar mediante western blot tres muestras
tumorales, y pudimos determinar que la clusterina tumoral es capaz de unirse a DC-
SIGN, mientras que la clusterina expresada en el tejido yuxtatumoral no comparte esta
actividad. Estos resultados nos permiten especular que, mediante la unién a DC-SIGN,
la clusterina tumoral pudiera inducir la endocitosis de proteinas tumorales por CDs o
macrofagos en un contexto tolerogénico, determinado por la clusterina y otros
componentes del microambiente tumoral, favoreciendo el escape tumoral a la respuesta
inmune. Experimentos adicionales estan en marcha en nuestro laboratorio para testear

estas hipétesis.

9.5. Glicosilacion, clusterina fucosilada y cancer

Los glicanos median una amplia variedad de funciones biolégicas que incluyen
muchos de los procesos criticos en el desarrollo y la homeostasis de la respuesta
inmune. Tanto los glicanos presentes en las glicoproteinas secretadas como los que
recubren la superficie celular, son generados gracias una maquinaria coordinada de
glicosiltransferasas y glicosidasas presentes en reticulo endoplasmatico y el aparato de
Golgi. La expresion de estas enzimas se encuentra altamente regulada y puede variar
notablemente en respuesta a diferentes estimulos fisioldgicos o patolégicos. Eventos
cruciales de la respuesta inmune tales como la activacién y diferenciacion de linfocitos
T o la maduracién de las células dendriticas imponen extensos cambios en la expresion
de estas enzimas y, consecuentemente, en el patron de glicanos expresados por las
estas células®®'. En esta tesis hemos sefalado que la glicosilacién de la clusterina
modula sus propiedades bioldgicas. En este sentido, podemos especular que el patron
de glicosilacion y la funcién de la clusterina en diferentes érganos, no solo en los
tumores, podria modificarse en funcién del influjo de senales inflamatorias o

tolerogénicas.
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La aparicién de motivos que contienen fucosa, en particular los motivos Lewis X
y Lewis Y, ha sido asociada en muchos trabajos con el desarrollo del cancer y con una
mayor agresividad tumoral. En este sentido, hallazgos recientes han demostrados que
las glicoproteinas MUC-1, Mac2 y el antigeno carcinoembrionario, cuando son
producidas por tumores, presentan un patrén de glicosilacion que les permite unirse a
DC-SIGN, promoviendo una respuesta de tipo Th2, ineficiente para eliminar el
tumor?+261 | os resultados presentados en esta tesis sugieren que, al igual que la
clusterina del plasma seminal, la clusterina fucosilada producida por tumores podria
interactuar con las CDs a través de DC-SIGN favoreciendo el escape tumoral de la
respuesta inmune. En esta tesis no hemos podido purificar una cantidad suficiente de
clusterina a partir de muestras tumorales a fin de realizar experimentos funcionales que
nos permitan analizar su actividad biolégica. Esperamos que, en el futuro, el
reclutamiento de mas pacientes o la obtencion de muestras de mayor tamafo nos

permitan sortear esta dificultad.

Otro aspecto interesante, que aun no hemos estudiado, es el papel que podria
jugar la actividad de chaperona de la clusterina en el microambiente tumoral.
Especulamos que la clusterina fucosilada secretada por los tumores también podria
actuar como chaperona extracelular, dirigiendo proteinas estresadas presentes en el
microambiente tumoral hacia DC-SIGN en CDs para su posterior presentacion en un
contexto tolerogénico. La generacién de neoantigenos es un proceso sumamente
importante para el reconocimiento del tumor por el sistema inmune y numerosos trabajos
han reportado la existencia de linfocitos citotoxicos especificos contra ellos?*¢2%7. Para
generar una respuesta inmune efectiva contra los neoantigenos tumorales, es necesario
un ambiente inflamatorio y no uno supresor de la respuesta inmune. En este contexto,
la clusterina fucosilada presente en el microambiente tumoral, actuando en consonancia
con otros agentes inmunomoduladores, podria contribuir a la tolerancia inmunolégica

hacia los neoantigenos tumorales.
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9.6. Presencia de macrofagos DC-SIGN positivos en tumores de mama

La expresién de DC-SIGN en CDs o macrofagos ha sido descripta en diferentes
tumores, tales como el carcinoma de colon, pulmén, estémago, ovario 0 mama entre
otros?20-222.234.262  Jybb y cols. analizaron mediante inmunohistoquimica la expresion de
diferentes marcadores “inflamatorios” en muestras de adenocarcinoma mamario. De
todos los marcadores analizados, solamente DC-SIGN y CD68 resultaron asociados con
una menor sobrevida??°. Posteriormente Dominguez-Soto y colaboradores detectaron la
expresion de DC-SIGN en tumores gastricos, de mama, pancreaticos y de ovario. Estos
autores, mediante citometria de flujo en muestras de ascitis de paciente con cancer de
ovario, analizaron la naturaleza de células que expresan DC-SIGN. La co-expresion de
CD68 y CD163 llevo a los autores a sugerir que las céluals DC-SIGN positivas presentes
en el liquido ascitico corresponden a macréfagos?®?. En esta tesis, analizando 12
parametros en forma simultanea, identificamos a los macréfagos como las células que
expresan DC-SIGN dentro de las muestras de tumores mama, descartando la presencia
de este receptor en CDs mieloides y plasmacitoides.
Los macrofagos asociados a tumores (TAMs, de sus siglas en inglés) son un
componente importante de la masa celular del tejido tumoral?®3264, Estudios en ratones
han demostrado que los TAMs promueven pasos importantes en la progresion tumoral
incluyendo la angiogénesis, la invasion, las metastasis y la supresion de la respuesta
inmune adaptativa anti-tumoral®®. A su vez, los TAMs también limitan la eficiencia de
varias formas de terapias anti-tumorales?®. Diferentes estudios clinicos han demostrado
la asociacion entre un alto infiltrado de TAMs en tumores y un peor prondstico en
hepatocarcinoma, cancer de ovario y de cancer de mama, entre otros262267-271,

Un conjunto de sustancias producidas tanto por las células tumorales como por
el estroma actiian sobre los monocitos induciendo su diferenciacion a TAMs, los cuales
son “utilizados” por el tumor para evadir a la respuesta inmune adaptativa, evitando la

destruccién de las células malignas. Entre estas sustancias podemos destacar a las
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citoquinas anti-inflamatorias IL-4, IL-10, IL-13, y TGF-B, glucocorticoides, componentes
de la matriz extracelular y complejos inmunes. ¢, Podria la clusterina fucosilada, mediante
su interaccion con DC-SIGN, promover la diferenciacion de monocitos a macrofagos
capaces de promover el crecimiento y la sobrevida tumoral? Este es uno de los
interrogantes que intentaremos responder con los préximos experimentos en nuestro

laboratorio.
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