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Resumen

Resumen

Las células presentadoras de antigenos son las encargadas del reconocimiento de los
patdgenos y de iniciar la respuesta inmune adaptativa. Estas células son claves para
desencadenar una respuesta correcta por parte del hospedador frente a una infeccion.
Mediante el reconocimiento de los patdgenos a través de receptores especificos modulan el
tipo de respuesta en funcion de las citoquinas liberadas para polarizar las células T. El
reconocimiento y la erradicacion de los hongos patdogenos dependen de los receptores

expresados y del patrén de liberacidn de citoquinas por las células presentadoras de antigenos.

Los macréfagos y las células dendriticas humanas expresan un patrén de expresion de
receptores de membrana que se determina por las sefales que reciben del entorno. En
comparacion con sus células precursoras, los monocitos de la sangre periférica, las células
dendriticas obtenidas por diferenciacion en presencia de GM-CSF e IL-4 presentan mayor
expresion de receptores de lectina tipo C. Por su parte, los macrofagos diferenciados en
presencia de M-CSF presentan mayor cantidad de dectin-1, dectin-2, receptor de manosa y DC-
SIGN comparados con los macréfagos que se diferencian con suero humano fresco. Esta
expresion diferencial condiciona a las células para generar respuestas diferenciadas, que en
algunos casos, como es la ruta de las ciclooxigenasas pueden mostrar un gran sinergismo entre

distintos estimulos.

La regulacién del balance de las citoquinas IL-10, IL-23 e IL-12 p70 es crucial para
modular de forma precisa la respuesta al patdgeno. En presencia de zymosan, un analogo de la
pared celular de los hongos, las células dendriticas liberan preferentemente IL-10 e IL-23 y
escasa cantidad de IL12 p70. La produccién de IL-10 se explica por un aumento de la
transcripcién de il10 dependiente de CRE por un complejo supramolecular en el promotor que
incluye CREB y sus co-activadores CBP y CRTC/TORC2 junto con factores de inicio de la
transcripcién. En el caso de la regulacion de promotor de IL-23, el zymosan favorece la unién
de c-Rel, un miembro de la familia NF-kB al promotor de il23p19 junto a la kinasa MSK1,
induce la fosforilacién de la histona H3 y la unidn del co-activador CBP. En el caso del promotor
proximal de il12p35, el zymosan activa la expresidn de proteinas represoras de la familia
NOTCH, como Hey 1y Hes 1, que se unen a las E-boxes presentes en el promotor y forman un
complejo inhibidor de la transcripcidon de il12p35 que incluye también a la proteina TLE e

histonas deacetilasas de clase lll, y conduce a la desacetilacion de la histona H3.

11



Resumen

En conclusidn, el zymosan es un potente inductor de produccién de IL-10 e IL-23
mediante un mecanismo de regulacion transcripcional, al tiempo que inhibe la produccion de
IL-12 p70. La incorrecta regulacion de este equilibrio de produccién de citoquinas puede
conducir a deficiencias en el mecanismo de eliminacion de patdgenos o a la aparicién de

autoinmunidad.
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Introduccion

1. Elsistema inmunitario

El sistema inmunitario esta constituido por un conjunto de células con capacidad para
detectar y eliminar los microorganismos patdgenos que perjudican la supervivencia del
huésped. En el sistema inmune participan de forma coordinada elementos celulares vy
mecanismos moleculares capaces de responder eficientemente a la infeccidn. En el caso de los
mamiferos, se puede diferenciar entre inmunidad innata y adaptativa, aunque existe una

estrecha relacion entre ambas (Medzhitov and Janeway, 1998).

1.1 La inmunidad innata y adaptativa

El sistema inmune innato es un sistema universal de defensa frente a patégenos muy
conservado en los diferentes seres vivos y constituye la primera linea de defensa del huésped.
Incluye componentes celulares (células epiteliales, monocitos, células dendriticas, macréfagos,
neutréfilos y células Natural Killer [NK]) y sistemas de activacion como los sistemas del
complemento, de la coagulacion, fibrinolitico y de las citoquinas. Para la deteccién de los
gérmenes invasores, las células emplean un limitado nimero de receptores de reconocimiento
de patogenos (PRR) codificados en la linea germinal en sus configuraciones definitivas. Estos
PRR reconocen patrones moleculares asociadas a patdogenos (PAMPs) y sefales enddgenas
asociadas al dafio tisular (DAMPs). El sistema inmune adaptativo es altamente especifico e
incluye componentes celulares (linfocitos T y B) y humorales (anticuerpos). La especificidad de
reconocimiento se basa en un amplio repertorio de receptores generados por
reordenamientos génicos y expresados en los linfocitos, que permiten un reconocimiento
especifico del antigeno. Las células presentadoras de antigenos (APCs), en especial las células
dendriticas y los macréfagos, tienen un papel fundamental en la conexion entre la inmunidad
innata y la adaptativa, ya que son las responsables de procesar y presentar antigenos a los
linfocitos T en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). En consecuencia,
la inmunidad innata adquiere la funcién de iniciar, estimular y polarizar la respuesta adaptativa
con objeto de eliminar el patégeno y minimizar los dafios causados al huésped (Medzhitov,

2007).
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1.2 Células del sistema inmune

El sistema inmunitario estd compuesto por un grupo diverso de células con un origen
comun en las células hematopoyéticas. Estos precursores pueden dar lugar a células
progenitoras mieloides y linfoides que originaran los granulocitos, monocitos, macréfagos,

células dendriticas y mastocitos o linfocitos B, T y células NK respectivamente.

e Monocitos

Los monocitos son células efectoras que estdn presentes en la médula dsea, en el bazo
y en el torrente sanguineo. Los monocitos de sangre periférica tienen una vida media corta y
contribuyen a la renovacién de los macréfagos y de las células dendriticas tisulares. Este
proceso estda controlado por citoquinas que actuan como factores de crecimiento y
diferenciacion. Los monocitos en presencia del factor estimulador de colonias de granulocitos
y macréfagos (GM-CSF) e interleuquina (IL)-4 generan células dendriticas, mientras que los
macroéfagos se obtienen cuando la diferenciacién se realiza en presencia de GM-CSF o M-CSF

(Auffray et al., 2009; Geissmann et al., 2010).

e Células dendriticas (CD)

Las células dendriticas son células mieloides derivadas de precursores
hematopoyéticos especializadas en la captacidn, procesamiento, transporte y presentacion de
antigenos a los linfocitos T (Steinman y Cohn, 1973; Steinman, 1991). Son APCs profesionales,
porque son las Unicas eficaces en la activacidn de linfocitos T virgenes (T naive) debido a su
elevada expresion de moléculas MHC, co-estimuladoras y de adhesién de superficie. Las
células dendriticas estan presentes tanto en los drganos linfoides como en casi todos los
demas tejidos linfoides (Romani et al., 2002). Las células dendriticas humanas son una
poblacién muy heterogénea en cuando a fenotipo, localizacidn y funcién, y se pueden clasificar
segln su linaje en células dendriticas plasmocitoides, localizadas en los nddulos linfaticos,
bazo, timo, médula ésea y sangre periférica y que participan en inmunidad anti-viral, y

mieloides, presentes en casi todos los tejidos (Blanco et al., 2008; Geissmann et al., 2010).

En su etapa inmadura las células dendriticas mieloides tienen una alta capacidad
fagocitica y residen en los tejidos periféricos donde actian como centinelas. Cuando entran en
contacto con un patdgeno, adquieren el antigeno e inician la migracién a los ganglios linfaticos.
Durante esta migracion la célula sufre un proceso de maduracion que incluye el procesamiento
del antigeno capturado y la presentacién de los péptidos en la superficie celular a través de las

moléculas MHC a los linfocitos T virgenes en los ganglios linfaticos. En esta etapa, las células
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dendriticas son capaces de producir gran cantidad de citoquinas que, dependiendo del
patdgeno detectado, induciran la diferenciacion de las células T colaboradoras (T helper, Th) a
células efectoras de tipo: Thl (productoras de interferdn (IFN)-y y eficaces en la eliminacion de
patdgenos intracelulares), Th2 (productoras de IL-4 y efectivas en la eliminacion de patégenos
extracelulares), Th17 (productoras de IL-17 e implicadas en respuestas autoinmunes), o a Treg
(células T reguladoras implicadas en procesos inmunosupresores) (Banchereau et al., 2000)
(Figura 1).

Las células dendriticas se diferencian principalmente de los macréfagos por su eficiente
capacidad para presentar los antigenos a las células T. Por este motivo, algunos autores
sugieren que no serian una poblacidn diferente de los macréfagos ya que proceden de un
precursor comun y responden a los mismos factores de crecimiento. Ademds, no existen

marcadores especificos ni funciones Unicas que justifiquen la distincién (Hume, 2008).

Captura del antigeno

antigeno
e M9 —
__, L2 —
- e e Migracion
Y DCi Maduracion

' Precursor DC

citoquina

Organo linfoide

Figura 1. Ciclo de vida de las células dendriticas. Las células dendriticas generadas por la diferenciacion
de progenitores de médula ésea llegan a través del sistema circulatorio a los tejidos periféricos, donde
residen como células inmaduras hasta que reciben sefiales que promueven su migracién y maduracion.
Las células maduras migran a los ganglios linfaticos donde activan y polarizan la respuesta de las células
T. Figura adaptada de Banchereau et al., 2000.
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e Macrofagos (M@)

Los macrofagos son células derivadas de precursores hematopoyéticos con gran
capacidad fagocitaria. En condiciones normales estdn presentes en todos los tejidos vy
mantienen la homeostasis y la integridad de los tejidos mediante la limpieza de los deshechos
celulares y de las células apoptodticas gracias a su alto potencial fagocitico y degradativo y a su
capacidad para producir factores de crecimiento. Ademds de actuar como centinelas, tienen la
capacidad de presentar antigenos a las células T durante la respuesta inmunitaria adaptativa,
pero de forma menos eficiente que las células dendriticas. Aunque la mayoria de los
macrofagos presentes en los tejidos derivan de los monocitos circulantes, existen pruebas de
gue pueden proliferar localmente en estado basal o en respuesta a dafos especificos de tejido

(Gordon y Taylor, 2005).

Los macrdfagos se diferencian morfoldgica y fenotipicamente dependiendo del tejido
en el que se encuentren y el entorno que los rodee. Expresan gran variedad de receptores de
reconocimiento y presentan un metabolismo muy activo, siendo capaces de secretar gran
cantidad de moléculas como enzimas proteoliticas y bactericidas, quimiocinas y citoquinas.
También son capaces de generar especies reactivas de oxigenos (ROS), de nitrégeno vy

metabolitos derivados del 4cido araquiddnico (Gordon y Martinez, 2010).

Emulando la literatura de las células T, los macréfagos se han clasificado como M1,
para designar a los macréfagos activados clasicamente y cuyos estimulos prototipicos son IFN-
v v LPS, y M2 o macréfagos activados alternativamente, que a su vez, han tenido que ser
divididos en subgrupos debido a la gran diversidad de estimulos que provocan una activacion
“no clasica”: M2a (después de exposicion a IL-4 o IL-13), M2b (inmuno-complejos [IC] en
combinacion con IL-1B o LPS) y M2c (IL-10, TGF-B o glucocorticoides) (Martinez et al., 2008)
(Figura 2, panel izquierdo). Los macréfagos M1 tienen propiedades microbicidas y promueven
las respuestas Thl dependientes de IL-12 p70, mientras que los M2 estan asociados a
respuestas de tipo Th2 con un papel en la resolucidn de la inflamacién gracias a la alta
capacidad fagocitica y la sintesis de factores tréficos, acompanados por la reduccién de la

secrecién de citoquinas pro-inflamatorias (Varin y Gordon, 2009).

Algunos autores han propuesto otra clasificacion de macréfagos activados de acuerdo
con sus funciones: defensa del organismo, reparacién de heridas y regulacién inmunitaria.
Ademas de estos tres grupos es posible definir numerosos estados funcionales intermedios, lo
gue indica que existe un amplio rango de estados de activacién de los macréfagos (Mosser y

Edwards, 2008) (Figura 2, panel derecho).
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M1 Ny M2a
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Figura 2. Sistemas de clasificacion de los macrofagos. Los macréfagos pueden clasificarse en funcién del
estimulo responsable de su diferenciacidon (panel izquierdo) o de su funcidn efectora principal (panel
derecho). Figura adaptada de Mosser y Edwards, 2008.

2. Reconocimiento de Patégenos

En los ultimos 20 aflos ha cambiado nuestro conocimiento acerca del funcionamiento
del sistema inmune debido a los conceptos introducidos por Janeway que permiten integrar la
inmunidad innata y adaptativa en un mecanismo general en el que el reconocimiento de
patdgenos por las células del sistema inmune innato es el paso inicial e indispensable para el
posterior reconocimiento de lo “propio” frente a lo “no propio” (Janeway, 1989). Estudios
posteriores han permitido establecer que los receptores especificos del sistema inmune
innato, que se expresan de forma constitutiva, son capaces de reconocer moléculas muy
conservadas evolutivamente que se encuentran en la superficie de los patogenos, los PAMPs

(Medzhitov, 2007).

2.1 Receptores de reconocimiento de patrones (PRR)

Cuando se detecta la infeccion microbiana por los PRRs se desencadena una cascada
de sefializacién intracelular que conduce a la expresion de genes codificantes para
guimiocinas, citoquinas y otros mediadores inmunes. El reconocimiento del patégeno puede
ocurrir de una forma directa, a través de receptores de membrana y citoplasmaticos, o bien de
forma indirecta mediante los PRRs solubles. En los mamiferos existe gran variedad de PRRs, los
mejor caracterizados son los receptores de membrana tipo Toll (TLRs), capaces de reconocer
componentes de la pared celular bacteriana, proteinas virales o acidos nucleicos. En los
ultimos afios, se han descrito otros receptores de tipo no-TLR que desempefian un papel

determinante en la inmunidad anti-fungica, la familia de los receptores de lectina tipo-C (CLRs)
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(Geijtenbeek et al., 2004; Ishii et al., 2008). Existen también receptores localizados en el
citoplasma, los tipo NOD (Nucleotide-binding Oligomerization Domain [NOD-like receptors]
NLRs) que actian como sensores intracelulares frente a peptidoglicanos bacterianos y los tipo
RIG-I (Retinoic-acid-Inducible Gene |, RLRs) que reconocen acidos nucleicos virales y responden

generando IFN de tipo | (Jeong y Lee, 2011).

e Receptores tipo Toll (TLR)

Fueron los primeros PRR identificados, se describieron en Drosophila melanogaster
como moduladores del desarrollo embrionario y como factores implicados en la defensa frente
a infecciones bacterianas y fungicas (Anderson et al., 1985). Posteriormente, se describieron
receptores homdlogos en mamiferos, denominandolos receptores tipo Toll. Esta familia de
receptores se expresa de forma predominante en APCs y desde el punto de vista de su
estructura son glicoproteinas transmembrana de tipo | localizadas en la membrana plasmatica
(TLR1, 2, 4-6, 10y 11) o en la membrana endosomal (TLR3, 7, 8 y 9). Los humanos expresan los
TLRs del 1 al 10 y en el ratdn estan descritos los TLRs 1-9 y 11-13. Se caracterizan por poseer
una secuencia extracelular con dominios ricos en leucina que intervienen en el reconocimiento
del patégeno y un dominio intracelular homoélogo al receptor de la IL-1 (IL-1R) llamado TIR (Toll
interleukin-1 receptor), necesario para la sefializacién (Medzhitov, 2001). Los ligandos de TLR
incluyen lipoproteinas, lipopéptidos y mananos (TLR2), ARN de doble hebra (TLR3), LPS (TLR4),
flagelina (TLR5), ARN de hebra sencilla (TLR7), ADN rico en CpG (TLR9) y profilina (TLR11)
(Gantner et al., 2003).

Después de la unidn al ligando, los receptores forman homo- o heterodimeros y
reclutan moléculas adaptadoras como MyD88 (myeloid differentation primary response gene
88) utilizada por todos los TLRs excepto TLR3. TRIF (TIR-domain-containing adaptor-inducing
interferon B), utilizada solo por TLR3 y TLR4; MAL/TIRAP (MyD88-adapter-like protein/TIR
domain-containing adapter protein), molécula adaptadora esencial para la sefalizaciéon de
TLR2 y TLR4 funcionando como un nexo entre MyD88 y el TLR. TRAM (TRIF-related adaptor
molecule) que funciona como conector entre TLR y TRIF. Estas moléculas adaptadoras actian
como mensajeros que activan quinasas (complejo IKK, MAPKs, TBK1, RIP-1) y factores de
transcripcién como NF-kB (nuclear factor kB), AP-1 (activator protein-1) o IRF (IFN regulatory

factor)-3. (Akira et al., 2006; Jeong y Lee, 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Vias de sefializacion de los PRRs. Los TLRs estan generalmente presentes en la membrana, los
RLRs y NLRs se localizan en el citosol. Los TLRs sefializan a través de Mal/TIRAP y MyD88 o TRAM/TRIF
para activar las quinasas. Los RLRs usan IPS-1 y TRAF6 como moléculas adaptadoras y los NLRs activan
las vias a través de TRAF6. Las sefiales desde los PRRs conducen a la activacion de quinasas como
MAPKs, IKKs, RIP-1 y RICK, que activan los factores de transcripcion AP-1, NF-kB e IRF que inducen la
expresion de genes codificantes para citoquinas, enzimas inflamatorias e IFNs. Figura adaptada de
Jeongy Lee, 2011.

e Receptores de lectina tipo-C (CLRs)

Son una gran familia de proteinas caracterizada por la presencia de uno o mas
dominios de lectina tipo-C (CTLDs). La familia se divide en 17 grupos dependiendo de la
filogenia y la organizacion de los dominios (Zelensky y Gready, 2005). Los CLRs se describieron
como proteinas de unién a carbohidratos dependientes de Ca*'. Su actividad se lleva a cabo
por el dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) (Drickdamer, 1988), aunque
actualmente se conocen muchos CLRs que no unen ligandos de carbohidratos ni son
dependientes de Ca** (Drickdamer, 1993). A pesar de la presencia de un dominio altamente
conservado, los CLRs son funcionalmente diversos y participan en diferentes procesos como
adhesién celular, integracion y remodelacidon tisular, activacion de plaquetas y del
complemento, reconocimiento de patégenos, endocitosis y fagocitosis. Entre los CLRs existen
lectinas solubles como la lectina de unién a manosa (MBL) o las proteinas del surfactante
pulmonar Ay D (SP-A y SP-D), y lectinas de membrana que se subdividen en dos grupos en
funcién de la localizacion del extremo N-terminal. Las lectinas de tipo | presentan el extremo
N-terminal en el exterior celular y pueden tener varios dominios CTLD, como el receptor de

manosa (MR o CD206). Las lectinas de tipo Il o receptores de asialoglicoproteinas presentan el
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extremo N-terminal en el interior celular y a su vez, pueden subdividirse en otras dos
subfamilias: DCIR (DC immunoreceptor), dependientes de Ca®*" para su unidn al ligando y
dectin-1 (DC-associated C-type lectin-1), independientes de Ca®* (Geijtenbeek y Grinhuis,
2009). Muchos de estos receptores como el MR, dectin-1, dectin-2, DC-SIGN (dendritic cell-
specific ICAM-3-grabbing non-integrin) y las colectinas estan implicados en la inmunidad anti-
fungica: median la unién, captacion y eliminacion del patdgeno, ademas de contribuir al inicio
y/o modulacién de la respuesta inmune adaptativa. Algunos CLRs como DC-SIGN y DCIR
inducen vias de sefializacion que modulan la transcripcion o la modificacién post-
transcripcional de la expresion de genes inducida por TLR, pero no parecen capaces de inducir
expresion génica en ausencia de la sefal de los TLR (Gringhuis et al., 2007; Geijtenbeek y
Grinhuis, 2009). En cambio, otros CLRs como dectin-1, dectin-2 o mincle, inducen la expresién
génica de forma independiente a los TLRs (Rogers et al., 2005; Sato et al, 2006; Geijtenbeek y
Grinhuis, 2009).

MR: es una lectina de tipo |, que puede considerarse como el elemento principal de
una familia que incluye los receptores Endo-180, DEC-205 o el receptor de fosfolipasas
secretadas. Contiene en su dominio extracelular ocho CTLDs, une estructuras de patdgenos
con alto contenido en manosa a través del CRD y participa en la adhesion intercelular (McGreal
et al, 2004). Se expresa principalmente en células dendriticas, macréfagos y células epiteliales

linfoides y hepaticas (Kerrigan y Brown, 2009).

DC-SIGN: se caracterizé originalmente como un receptor de interaccién con moléculas
de adhesion intercelular (ICAM)-3, mediando las interacciones entre las células dendriticas y
las células T. Reconoce gran cantidad de patdgenos a través de estructuras con alto contenido
en manosa y fucosa. DC-SIGN es capaz de discriminar entre ligandos por los grupos primarios
de manosa y por los sitios de unién secundarios, que reconocen carbohidratos con una
geometria diferente proporcionada por la unién con la porcion del monosacarido primario. La
afinidad para unir al ligando es una de las principales diferencias entre DC-SIGN y MR (Guo et
al., 2004). DC-SIGN activa la quinasa RAF1 (v-raf-leukemia viral oncogen homolog 1) que
induce la fosforilacién de la subunidad de NF-kB p65 en la serina 276, que interviene en la

regulacién de la transcripcion de distintas citoquinas (Gringhuis et al., 2007).

Dectin-2 o CLEC6a: se identifico inicialmente en las células de Langerhans y se expresa
en macrofagos tisulares, algunos grupos de células dendriticas y monocitos. Presenta un

dominio CRD con un motivo EPN (glutamato-prolina-asparagina), la union al ligando es
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dependiente de Ca*" y se une a carbohidratos con alto contenido en manosas como los que
exponen las hifas de Candida albicans (McGreal et al., 2006; Graham y Brown, 2009) o los
alérgenos presentes en el polvo (Barrett, 2009). Presenta una cola citoplasmatica corta sin
motivos de sefalizacion, por lo que para iniciar el proceso de sefalizacion intracelular precisa
unirse a moléculas adaptadoras con motivos ITAM, como la cadena y del receptor Fc o DAP12
(DNAX-activating protein 12) (Sato et al., 2006). En el receptor humano existe un
procesamiento alternativo que da lugar a varias isoformas (Kanazawa et al.,, 2004). Se ha
sugerido que una de las isoformas que carece de gran parte del dominio transmembrana
puede ser una proteina secretada que funciona como antagonista del receptor (Gavino et al.,

2005).

Dectin-1 o CLEC7a: es una lectina de tipo Il que se expresa abundantemente en células
mieloides y reconoce B-(1-3)-glucanos de las paredes celulares de diferentes especies de
hongos (Taylor et al., 2007) y algunos ligandos de micobacterias (Reid et al., 2009). Dectin-1
tiene actividad antimicrobiana (fagocitosis y produccion de especies reactivas de oxigeno) e
inflamatoria (produccién de citoquinas y quimiocinas). Consta de un unico dominio CTLD que
le permite reconocer carbohidratos. Se conecta a través de una pequefia region denominada
cuello y de un dominio transmembrana, con una cola intracelular de unos 40 aminoacidos
donde presenta un dominio tipo ITAM (hemITAM) implicado en la activacion celular (Brown y
Gordon, 2001; Rogers et al., 2005) (Figura 4). El gen que codifica el receptor de ratén sufre un
empalme alternativo en el exdn 3 generando dos isoformas de dectin-1 que se diferencian por
la ausencia o presencia del cuello (Heinsbroek et al., 2006). En cambio, el receptor humano
genera dos isoformas mayoritarias (A y B) y seis minoritarias (C-H). Las isoformas mayoritarias
son las Unicas capaces de reconocer el ligando y difieren por la presencia o no del cuello
(Willment et al., 2001). La isoforma A presenta un sitio de N-glicosilacion en el cuello que
contribuye a su expresion en superficie y a su funcién. Tanto en ratdon como en humano, la
isoforma B es la mayoritaria, sin embargo, se ha demostrado que a bajas temperaturas esta
isoforma se une con baja afinidad a zymosan indicando una diferente funcionalidad
(Heinsbroek et al., 2006). Las isoformas C-H han sido poco estudiadas, pero algunos estudios
apuntan a que son formas solubles no secretadas que se encuentran en el citoplasma
asociadas a otras proteinas, como es el caso de la isoforma E (Xie et al., 2006). Algunos
estudios sugieren que la unidn cooperativa de dimeros de dectin-1 une de forma mas eficiente

las moléculas de B-glucano (Brown et al., 2007).
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Figura 4. Estructura génica de dectin-1. En el esquema de la parte inferior se representan los exones
que codifican para cada una de las regiones que forman dectin-1 en las dos isoformas expresadas
mayoritariamente.

Existen distintos tipos de estimulos que regulan la expresiéon de dectin-1. Aumentan la
expresion del receptor el GM-CSF, IL-4 y la IL- 13, y la disminuyen la IL-10 y el LPS (Willment et
al., 2003). Cuando se une a B-glucanos, dectin-1 desencadena la sefializacién celular mediante
su motivo tipo ITAM, cuya fosforilacion por quinasas de la familia Src permite el reclutamiento
de la tirosina quinasa de bazo (Syk). Syk se une a dectin-1 mediante sus dominios de
homologia Src 2 (SH2), pero solo participa la Tyr proximal del dominio ITAM, que por esta
razon se tiende a denominar hemITAM. Se ha propuesto que Syk une cada uno de sus
dominios SH2 a un mondmero de dectin-1 (Rogers et al., 2005). La activacion de Syk hace que
CARD9 (caspase recruitment domain 9) (Goodridge et al., 2009) se una al complejo BCL10-
MALT1 (B-cell leukemia/lymphoma 10 y mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma
translocation gene 1) para la activacién de NF-kB, asi como la activacidn de numerosas MAPKs
(mitogen activated protein kinases) y NFAT (nuclear factor of activated T cells) (Goodridge et
al., 2007). Ademas de la activacidon de la via candnica de NF-kB, que incluye p65 y c-Rel, dectin-

1 puede activar la via alternativa a través de RAF1 (Gringhuis et al., 2009) (Figura 5).

La sefializacion de dectin-1 puede colaborar con la iniciada por otros receptores, como
TLR2 (Gantner et al., 2003), dando lugar a una amplificaciéon de la sefial (Drummond et al.,
2011). La via independiente de Syk, RAF1, parece necesaria para la interaccidon entre la
sefializacion de TLR y dectin-1 por la induccion de la acetilacién de p65 y la represidon de RelB

inducida por Syk (Gringhuis et al., 2009). A pesar de la capacidad de dectin-1 de unir polimeros
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solubles y particulados de B-glucanos, las vias de sefializacidn se activan solo cuando se une a
estimulos particulados (tamafio > 0.3um). Estas particulas son reconocidas por los receptores
dectin-1 agrupados en una zona de la membrana donde quedan excluidas las tirosinas
fosfatasas CD45 y CD148. A este modelo se le denomina “sinapsis fagocitica”, un mecanismo
por el que los receptores del sistema inmune pueden distinguir el contacto directo con el

microbio e iniciar la respuesta mas adecuada (Goodridge et al., 2011).
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Figura 5. Principales vias de sefalizacion de dectin-1 y otros PRRs. La ocupacién de Dectin-1 por los B-
glucanos, activa la fagocitosis y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de las
quinasas Syk y Src. NF-kB se activa a través del complejo CARD9/Bcl10/Maltl. Dectin-1 colabora con
otros receptores como los TLR en la induccién de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias para
activar NF-kB, y de forma independiente, otros factores que inducen genes inflamatorios.

Se ha identificado recientemente en humanos una mutacién que cambia el aminoacido
238 de tirosina por un coddn de parada temprana (Tyr238X) en el dominio CTLD de dectin-1
(Ferwerda et al., 2009). Esta forma mutada del receptor apenas se expresa en la superficie de
las células mieloides, no media la uniénfa —glucano e induce una produccién alterada de
citoquinas. Sin embargo, la fagocitosis y la eliminacidn del patégeno no se ven alteradas en los
humanos portadores del polimorfismo, lo que indicaria que hay receptores alternativos que
suplen su funcién. Es decir, estos pacientes presentan infecciones fungicas mucocutdneas,
pero no parece aumentar la susceptibilidad a infecciones sistémicas como si ocurre en los

ratones deficientes en dectin-1 (Reid et al., 2009).
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2.2 Patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs)

Los microorganismos presentan gran cantidad de PAMPs que no se encuentran en los
mamiferos, por lo que representan una diana ideal para el reconocimiento de lo “no propio”.
Son estructuras altamente conservadas a lo largo de la evolucién porque pertenecen a
mecanismos indispensables para la supervivencia del microbio. El sistema inmune tiene un
sistema extraordinariamente preciso que le permite reconocer: i) PAMPs solubles vy
particulados, ii) entre organismos vivos o muertos mediante la identificacidon de vita-PAMPs,
que son patrones que indican la viabilidad del organismo (ej: ARNm), iii) distinguir si un
germen es patégeno, entendiendo como germen patdgeno al que expresa genes codificantes
para factores de virulencia que rompen o alteran la homeostasis del tejido (Figura 6). A partir
de esta informacién, el sistema inmune integra una respuesta adecuada para cada situacion

(Blander y Sander, 2012).
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Figura 6. Correlacion entre la respuesta inflamatoria y la amenaza microbiana. En el dibujo se muestra
la correlacién que existe entre la amenaza microbiana, representada desde PAMPs aislados,
microorganismos muertos o vivos y gérmenes patdgenos y el nivel de respuesta que genera el
organismo hospedador. A mayor amenaza microbiana, mas rapida y robusta es la respuesta inmune.
Figura adaptada de Blander y Sander, 2012.

Lipopolisacarido bacteriano (LPS) Estd presente en la membrana exterior de la
mayoria de las bacterias Gram negativas. Estructuralmente estd formado por tres porciones,
de las que dos son hidrofilicas: la porcidon central compuesta por motivos repetidos de
polisacaridos y la porcidon denominada antigeno O, y un dominio hidrofébico compuesto por
seis cadenas de acidos grasos, al que se denomina lipido A y que es el componente
bioldgicamente activo del LPS. Es reconocido por el receptor TLR4. El LPS se transfiere a la

proteina CD14 que esta unida a la superficie celular mediante la proteina de union a LPS (LBP).
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La captacion del LPS por CD14 facilita la activacién de TLR4 y la induccidon de la biosintesis de

diversos mediadores inflamatorios y lipidos activos.

Mananos: Estdn formados por polimeros de manosa que se encuentran unidos
covalentemente a proteinas mediante enlaces O-glucosidicos o N-glucosidicos formando las
denominadas manoproteinas. Las manoproteinas pueden ser componentes estructurales de la
pared celular o bien enzimas localizadas en la pared o en el espacio periplasmatico. Estas
proteinas desempefian un papel importante en la porosidad de la pared. Inducen
preferentemente la activacion de la respuesta Thl y son reconocidos por numerosos PRR. El
MR reconoce a-mananos unidos por enlaces N-glucosidicos, al igual que DC-SIGN y dectin-2,
por su parte, TLR-4 reconoce preferentemente mananos O-glucosilados, la galectina-3

reconoce los B-(1-2)-mandsidos de Candida albicans y se asocia con TLR2.

B-glucanos: Estan formados por polisacaridos de glucosa con enlaces de tipo B. Los B-
(1-3) y B-(1-6)-glucanos son componentes de la pared celular de los hongos y representan
entre el 50-60% del peso seco de la célula. También se encuentran en plantas y algunas
bacterias (Palma et al., 2006). Los B-glucanos pueden ser solubles como las particulas B-(1,3)-
D-glucano derivadas de S. cerevisiae (3um) o particulados como el Curdlan compuesto por B-
(1,3)-glucano derivado de Alcaligenes faecalis (0.2 mm). Dectin-1 es el principal PRR de B-
glucanos (solubles y particulados) en células mieloides (Brown et al., 2003; Taylor et al., 2007).
Hay otros PRRs como el receptor 3 del complemento, CR3 (integrina denominada Mac-1 y
CD11b/CD18), que reconoce B-glucanos y B-glucanos recubiertos por iC3b (Forsyth y Mathews,
2002; Fernandez et al., 2003), el SP-D, la lactosilceramida o receptores tipo scavenger (Brown,

2006).

Quitina: esta compuesta por polimeros de N-acetilglucosamina que estan en contacto
con el nucleo de glucanos de las paredes celulares de los hongos y constituyen su parte mds

interna, en contacto con la membrana plasmatica.

Zymosan: es una preparacién insoluble y particulada (3 um) de la pared celular de la
levadura Saccharomyces cerevisiae. Se utiliza desde hace mas de 50 afios como modelo de
estimulo fagocitico e inflamatorio. Se compone principalmente de B(1-3) y B(1-6) glucanos y a-
mananos. También incluye quitinas, proteinas y lipidos. Es reconocido principalmente por

TLR2 y dectin-1 (Dillon et al., 2006).
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L Especies fungicas que
PRR PAMPs flingicos
g expresan el PAMP
Candida albicans
TLR4/DC-SIGN/Dectin-2/MR Manano
Saccharomyces cerevisiae
TLR2 Fosfolipomanano Candida albicans
Cryptococcus neoformans
TLR4 Glucoronoxilomanano
Candida utilis
Candida albicans
Dectin-1/SP-D B-glucanos Saccharomyces cerevisiae
Aspergillus fumigatus
TLR2-TLR6/Dectin-1/PTX-3 Zymosan Saccharomyces cerevisiae
é? Quitina Candida albicans

Tabla 1. Principales PRRs implicados en el reconocimiento de especies flingicas y sus respectivos

PAMPs.

En general, los microorganismos contienen mas de un PAMP, esta multiplicidad es
reconocida desde la sinapsis fagocitica, donde multiples componentes de la pared celular
activan a mas de un PRR. Este proceso continla con la degradacion microbiana en los
fagolisosomas, donde nuevos PAMPs (ADN o ARN) son liberados y activan PRR intracelulares.
La integracion de las sefales de diferentes PRRs durante la fagocitosis induce la liberacién de
citoquinas y mediadores lipidicos, asi como la regulacion de genes que definen una respuesta

del sistema inmune adecuada para cada patégeno (Blander y Sander, 2012).

3. Mediadores lipidicos

Los prostanoides, una subclase de los eicosanoides, son mediadores lipidicos
generados a través del metabolismo oxidativo de acidos grasos, principalmente del acido
araquiddnico (AA), que modulan varias respuestas fisioldgicas y procesos patolégicos como la
inflamacién, la formacién de tumores y enfermedades neuroldgicas y autoinmunes. La

biosintesis de los eicosanoides comienza con la hidrdlisis del acido araquiddnico de los

28



Introduccién

fosfolipidos de la membrana gracias a la accidon de enzimas de la familia de fosfolipasas A,
(PLA,). El acido araquiddnico libre sirve de sustrato para tres grandes grupos de enzimas: las
ciclooxigenasas (prostaglandina endoperdxido sintasas, COX), lipoxigenasas (LOXs) vy
epoxigenasas, que catalizan la formacion de prostanoides, prostaglandinas (PGs),
prostaciclinas y tromboxanos, los leucotrienos o los 4acidos epoxieicosatriénicos,

respectivamente (Figura 7).
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Lipoxigenasa
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N PGG,
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Tromboxanos Prostaglandinas Prostaciclinas
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Figura 7. Biosintesis de eicosanoides. A partir de la hidrdlisis de los fosfolipidos de membrana por
fosfolipasas, se libera el AA que puede ser usado como sustrato de varias enzimas para generar
prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos.

El metabolismo del acido araquidénico por la via de COX genera diferentes
prostanoides con un turnover metabdlico rapido, que actian generalmente en el entorno
cercano de la célula o sobre ella misma mediante la activaciéon de receptores especificos
acoplados a proteinas G, los cuales difieren por el agonista que unen con mayor afinidad, la
localizacién tisular y las vias de sefalizacion acopladas. Los niveles de produccion de
prostaglandinas dependen de la expresion y actividad de las enzimas COX. COX presenta dos
isoformas que catalizan las mismas reacciones, pero con diferentes patrones de expresion:
COX-1 se expresa constitutivamente en la mayoria de los tipos celulares y es responsable del
mantenimiento de las funciones fisioldgicas basicas y de la produccién basal de prostanoides
(Smith y Langenbach, 2001); COX-2 se induce por mediadores inflamatorios y mitégenos vy, se
piensa que es clave en muchos procesos fisioldgicos (Smith y Langenbach, 2001). Ademas, es
responsable del incremento de la produccidn de prostanoides durante la inflamacién y el

estrés.

29



Introduccién

Otro paso limitante en la generacién de prostanoides es la activacién de las
fosfolipasas A, que controlan los niveles primarios de acido araquiddnico libre. La actividad de
las PLA,s esta regulada por hormonas y citoquinas (Sapirstein y Bonventre, 2000). Durante la
inflamacién, citoquinas pro-inflamatorias como la IL-1B o TNF-a (tumor necrosis factor-a),
incrementan la expresion de las enzimas y contribuyen al aumento de la produccion de
eicosanoides. La familia de PLA se clasifica en cuatro grupos. La mejor caracterizada es la PLA,
citosdlica (cPLA,) dependiente de calcio, que tiene un papel importante en la liberacidn del

acido araquidédnico y la biosintesis de eicosanoides (Hao y Breyer, 2007).

La prostaglandina E, (PGE,) participa en multiples procesos fisioldgicos incluyendo
reproductivos, neuronales, metabdlicos e inmunes. Se considera generalmente como una
molécula pro-inflamatoria asociada a la produccién de enrojecimiento, hinchazén y dolor
(Legler et al., 2010) y tiene efectos significativos en proliferacidn, apoptosis de linfocitos y
regulacién de la produccion de citoquinas en las células T. Los diferentes efectos fisioldgicos de
la PGE, estan mediados por los cuatro tipos de receptores que la reconocen (EP1-4). Los
receptores EP2 y 4 participan en la regulacién de los niveles intracelulares de AMP ciclico

(Breyer et al., 2001).

Dependiendo del tipo celular y el estimulo que reciba, el patron de induccién del
metabolismo del acido araquiddénico sera diferente. Cuando las células polimorfonucleares
como los neutrdfilos se estimulan con peptidoglicano o manano, producen una gran liberacién
de acido araquiddnico que se utiliza para la generacién de PGE, y LTB, (Alvarez et al., 2010). En
el caso de las células dendriticas, se obtienen la mayor liberacién de prostanoides cuando se

estimulan con zymosan.

4. La produccion y regulacion de las citoquinas

Las citoquinas son pequefias proteinas secretadas por las células, se unen a los
receptores de membrana de las células diana, e inducen una sefalizacidon que desencadena el
cambio del patréon de expresion de genes, alteraciones en la organizacion del citoesqueleto o
liberacion de vesiculas secretoras. Las distintas citoquinas desarrollan funciones
complementarias y las combinaciones de varias de ellas son necesarias para determinar la
naturaleza de la respuesta (citotoxica, humoral, celular o alérgica), o la ausencia de respuesta 'y
la supresién del sistema inmune de forma dptima (Commins et al., 2008; Blanco et al., 2008).

Las distintas citoquinas se pueden clasificar por sus propiedades estructurales o funcionales.
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4.1 Interlequina 1B (IL-1B) y el inflamasoma

La IL-1B es una citoquina pro-inflamatoria producida predominantemente por
monocitos y macrdfagos. Se produce en forma de precursor inactivo (pro-IL-1B) que debe
sufrir un procesamiento enzimatico para producir la proteina bio-activa. Una de las principales
enzimas encargadas de este procesamiento es la caspasa 1 intracelular y el proceso esta
regulado por unas plataformas proteicas multiméricas denominadas inflamasomas. En
respuesta a sefiales de dano, los inflamasomas se ensamblan mediante interacciones proteicas
y el complejo desencadena la auto-activacion de la caspasa-1. El inflamasoma NLRP3 ha sido el
mas estudiado. Los tres mecanismos propuestos para su activacion son: i) estimulacién por
ATP extracelular junto con un priming con LPS necesario para la expresién de NLRP3, ii)
captacién de DAMPs por los fagocitos generando un daiio lisosomal, seguido por la liberacién
de compuestos como la catepsina B iii) activacion de ligandos directamente sobre el
inflamasoma y estimulacién de la produccion de especies reactivas de oxigeno, permitiendo la
activacion de la caspasa-1 (van de Veerdonk et al., 2011). Se han descrito gran cantidad de
estimulos que favorecen la activacion del inflamasoma y la consecuente produccién de IL-1B,
como los glucanos (Kankkunen et al., 2010) o los cristales de silicio y aluminio en macréfagos

(Kuroda et al., 2011).

4.2 Interleuquina 10 (IL-10)

Es una citoquina tardia, producida después de la liberacidén de los mediadores pro-
inflamatorios que presenta propiedades anti-inflamatorias. Es secretada por la mayoria de
leucocitos tras la estimulacién celular con agonistas endégenos o exégenos, como el LPS o las
catecolaminas (Sabat et al., 2010) que, inducen su trascripcidn. IL-10 actia en forma de
homodimeros a través de un complejo de receptores transmembrana que se compone por IL-
10R1 e IL-10R2 vy, en general, actia mediante la activacion de la quinasa Janus (Jak) 1 y la
tirosina quinasa (TyK) 2, que activan los factores de transcripcidon de la familia STAT (signal
transducers and activator of transcription). En monocitos y macrofagos, IL-10 afecta tres
funciones importantes: i) la presentacidn antigénica, inhibiendo la expresion del complejo
MHC 1l y de las moléculas co-estimuladoras, como CD80 y CD86 (de Waal Malefyt et al., 1991
b), ii) la liberacion de mediadores inflamatorios en las células diana que han sido estimuladas
por algunas citoquinas pro-inflamatorias (de Waal Malefyt et al., 1991 a), o la sintesis de COX-2
(Niiro et al., 1997), mientras que potencia la liberaciéon de mediadores anti-inflamatorios,
como el antagonista del receptor de IL-1B o de TNF-a (Jenkins et al., 1994), iii) el aumento de

la fagocitosis de los antigenos y la regulacion de la respuesta de las células T. La relevancia de
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esta citoquina radica su capacidad para limitar una reaccidon inmune excesiva y el dafno tisular
(Sabat et al., 2010).

La mayor parte de los estudios sobre la regulacion de IL-10 se han realizado en
modelos de ratén que utilizan la ruta LPS/TLR4. Respecto a la regulacidn transcripcional, se ha
descrito la participacion de numerosos factores como principales reguladores de la produccion
de IL-10. Entre los mas relevantes estan Stat-3 (Benkhart et al., 2000), Sp (specific protein) 1y 3
(Brightbill et al., 2000; Tone et al., 2000), c-Maf (Cao et al., 2004), NY-F (Lin, 2006), NF-kB (Cao
et al., 2006; Leghmari et al., 2008; Gringhuis et al., 2009), Pbxlb (pre-B cell leukemia
transcription factor-1b) (Chung et al., 2007), C/EBP (CCAAT-enhancer binding protein) (Brenner
et al., 2003), NFAT (Goodridge et al., 2007) y CREB (Platzer et al., 1999; Hu et al., 2006).
Asimismo, cambios epigenéticos dependientes de la acetilaciéon de histonas pueden regular la
accesibilidad de los factores de transcripcién al promotor de il10 y explicar la regulacién por
factores constitutivamente activos como Spl y Sp3 en las células mieloides. La regulacion post-
transcripcional de IL-10 también se ha propuesto como mecanismo regulatorio por el gran
numero de elementos ricos en AU en la zona 3'UTR del ARN mensajero (Powell et al., 2000) o
mediante micro ARN (Sharma et al., 2009). La IL-10 puede regular directamente la inmunidad
innata y adaptativa (respuestas Thl y Th2) limitando la activacion y diferenciacién de las
células T en los nédulos linfaticos, suprimiendo la respuesta pro-inflamatoria en los tejidos y

controlando la eliminacion del patégenos y/o reduciendo el dafio tisular (Couper et al., 2008).

4.3 Interleuquina 12 p70 (IL-12 p70)

La IL-12 p70 es una proteina heterodimérica producida por monocitos, macréfagos,
neutréfilos y células dendriticas en la etapa inicial de la respuesta inmune para activar la
inmunidad celular. Fue la primera citoquina descrita con una estructura molecular
heterodimérica unida covalentemente y compuesta por dos cadenas, p35 y p40, codificadas
por genes independientes (il12p35 o il12a e il12p40 o il12b, respectivamente) (Kobayashi et
al., 1989; Holscher, 2004). La secuencia de p35 presenta un motivo de 4 hélices-a tipico de las
citoquinas y homologia con IL-6 y G-CSF. La secuencia de la cadena p40 es homdloga con la
porcién extracelular de la familia de receptores de hemopoietina, como IL-6R (Trinchieri,
2003). Ademas de la dimerizacién con p35 para formar IL-12 p70, la subunidad p40, que se
secreta en exceso sobre la cantidad de heterodimero de p70, puede formar homodimeros
denominados 1L-12p80 o IL-12 (p40), que funcionan como antagonistas que se unen al
receptor de IL-12 (IL-12R) sin desencadenar una respuesta bioldgica. El complejo de receptores

de membrana de IL-12 p70 esta formado por dos cadenas: IL-12RB1 e IL-1232. La primera une
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la subunidad p40 y se asocia con TyK 2, mientras que IL-12B2 reconoce tanto el heterodimero
como la cadena p35 y esta asociado con Jak2. La sefalizacion a través del receptor de IL-12 p70
induce fosforilacion, dimerizacidn y translocacién nuclear de varios factores de transcripcion
de la familia de STAT 1, 3, 4 y 5 pero la respuesta predominante esta mediada por STAT4
(Trinchieri, 2003). La liberacién de IL-12 p70 favorece la produccién de IFN-y por parte de las
células T y NK, principalmente y la diferenciacion y proliferacion de las células Thl necesaria
para una respuesta O6ptima frente a estimulos microbianos (bacterias, hongos, parasitos
intracelulares y virus), siendo un nexo entre la respuesta innata no especifica y la respuesta

adaptativa especifica de antigeno (Hoélscher, 2004; Lyakh et al., 2008).

4.4 Interleuquina 23 (IL-23)

Pertenece a la familia de IL-12. La cadena p40 se puede asociar en vez de con p35, con
la subunidad p19 para formar mediante enlace covalente una citoquina heterodimérica activa.
La subunidad p19, al igual que p35, presenta homologia con IL-6 y G-CSF y solo es secretada
cuando se asocia con IL-12 p40 (Oppmann et al., 2000). El complejo receptor para IL-23 esta
compuesto por IL-12RB1 e IL-23R. La sefalizacion es similar a la IL-12, activando TyK2, Jak2 y
STAT1, 3, y 4. Sin embargo, la activacién de STAT4 no es tan predominante como en IL-12 p70,
formandose mas dimeros de STAT3/4 (Trinchieri et al, 2003). IL-23 es producida por las mismas
células que IL-12 pero su funcidn es la induccion de una respuesta Th17, ademas de participar

en el desarrollo de la memoria inmune.

e Laregulacién de IL-12/1L-23

IL-12 p70 e IL23 se producen en respuesta a multiples estimulos infecciosos e
inflamatorios. Los genes que codifican ambas citoquinas se deben coordinar en la célula para
generar heterodimeros activos. La eficiencia de los patogenos depende de la expresion de los
PRRs, por ejemplo, los ligandos que se unen a un solo TLR no son eficientes en la produccion
de IL-12 p70 e inducen solo niveles bajos de p40. Sin embargo, se induce una dptima
produccidn de IL-12 p70 cuando se activan varios PRRs. En cambio, se ha descrito que cuando
se estimula dectin-1 se producen cantidades significativas de IL-23, IL-10 e IL-6, pero si se
estimula esta via junto con el receptor TLR2, se potencia la liberacién de IL-23, IL-10 e IL-6 ¥
disminuye IL-12 p70 en relacién con los niveles obtenidos cuando se estimula solo TLR2. El
mecanismo por el que la cooperacién de estos dos receptores inhibe la respuesta de IL-12 p70
aun no esta definido (Lyakh et al., 2008; Dennehy et al., 2009). La expresidon de moléculas co-

activadoras y de algunas citoquinas como IL-4 e IFN-y también aumentan la expresion de IL-12
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p70 (Ma et al., 1996; Gerosa et al., 2008). La capacidad del IFN-y para potenciar la produccion
de IL-12 p70 mediante los IRF funciona como un mecanismo de retroalimentacion positiva
durante la inflamacién y las respuestas Thl (Liu et al., 2003). El efecto del IFN-y sobre la
produccién de IL-23 en algunos casos no es efectivo, incluso puede llegar a inhibir la
produccidn (Gerosa et al., 2008). Las citoquinas anti-inflamatorias regulan negativamente la
produccidn de IL-12 p70 e IL-23, evitando una respuesta inflamatoria excesiva. La IL-10 es un
potente inhibidor de la produccién de IL-12 p70 mediante el bloqueo de la transcripcion por la
induccion de proteinas represoras y evitando la sintesis de los genes inducidos por NF-kB
(Aste-Amezaga et al., 1998). La produccion de IL-12 p70 también es inhibida por los ligandos
gue se unen a receptores acoplados a proteinas G (GPCR), la mayoria a través de la induccién
de la producciéon de AMP ciclico (Braun y Kelsall, 2001) y los compuestos que generan, como la
PGE, (van der Pouw Kraan et al., 1995). Ademas, se ha visto que PGE, tiene un efecto opuesto
sobre IL-23 al incrementar su produccion (Sheibanie et al., 2004).

La regulacidn transcripcional de il12p40 en respuesta a una estimulacién por LPS
requiere la remodelacién del nucleosoma 1, lo que permite el acceso de los factores de
transcripcién C/EBP, c-Rel y varios miembros de la familia IRF (Lyakh et al., 2008). La region
proximal del promotor de il12p35 contiene motivos para la unién de factores como Spi,
elementos de respuesta a IFN-y (IRE), PU.1 y C/EBP. Ademads, presenta varios sitios de inicio de
la transcripcion tanto en el humano como en el ratén que pueden generar diferentes
isoformas de p35. Como en el promotor de il12p40 e il12p35, el promotor de il12p19 presenta
dos sitios de unién de NF-kB donde se une c-Rel en respuesta a cascadas de sefializacion
iniciadas por diferentes TLRs. ERK-MAPK regulan positivamente la expresidn de il23p19
mientras que inhiben a il12p40 (Lyakh et al., 2008).

5. Regulacion de la transcripcidn génica: factores de transcripcion

Los cambios epigenéticos regulan diversas funciones celulares incluyendo la activacion,
transformacion y diferenciacion celular. La regulacién epigenética depende de la remodelacién
de la cromatina y de las modificaciones de las histonas (metilaciones, acetilaciones y
fosforilaciones). Todos estos cambios son importantes para controlar la expresién génica, por
ejemplo, la trimetilacién de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4) se asocia con una transcripcion
génica activa, mientras que las trimetilaciones de H3K9, H3K27 y H3K79 se consideran ligadas
al silenciamiento de genes (Barski et al., 2007; Medzhitov y Horng, 2009). Ademas de los
cambios en la cromatina, la estructura de los promotores juega un papel fundamental por

actuar como plataformas para el reclutamiento de los factores de transcripcion especificos de
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secuencia cerca del sitio de inicio de la transcripcidon génica. Como los promotores contienen
multiples sitios de unidn para factores de transcripcién la combinacién de la unidn de factores
de transcripcion y los elementos reguladores localizados a distancia del inicio de transcripcion

(enhancers) determinan el patrén de expresion génica (Otsuni y Natoli, 2011).

5.1 NF-xB

Fue descrito por primera vez como un enhancer de la cadena ligera k de la
inmunoglobulina en los linfocitos B. Al poco tiempo se observé que su actividad es inducible y
gue su expresidon no se restringe solo a los linfocitos B (Sen y Baltimore, 1986). A partir de
entonces, NF-kB ha adquirido un papel principal en la regulacién de la inflamacién y de las
respuestas inmunes, asi como en la homeostasis de las células del sistema inmune por su
papel en la expresion de genes de supervivencia y apoptosis.

En mamiferos se han descrito cinco miembros de la familia NF-xB: RelA (p65), Rel-B y
c-Rel, y las proteinas precursoras NF-kB1 (p105) y NF-kB 2 (p100), las cuales se procesan para
producir p50 y p52, respectivamente (Figura 8). Estos factores de transcripcidn se unen como
dimeros a sitios kB de promotores y enhancers de una variedad de genes, para inducir o
reprimir la transcripcion (Pahl, 1999; Hayden y Ghosh, 2004). Todas las proteinas NF-kB tienen

en comun un domino de homologia Rel responsable de la unién al ADN y la dimerizacion.

RelA/p65

RelB
c-Rel

p100/p52

pl105/p50

Figura 8. Estructura de los componentes de NF-kB. La familia de proteinas Rel (NF-kB) consta de cinco
miembros: p65 (RelA), RelB, c-Rel y las proteinas precursoras p100 y p105 que se convierten en p52 y
p50, respectivamente. Los dominios relevantes de cada proteina estdn indicados. ANK: dominio
repetido de anquirina, DD: dominio de muerte, GRR: regién rica en glicina, RHD: dominio de homologia
Rel y TAD: dominio de transactivacion. Figura adaptada de Hayden y Ghosh, 2012.

El rango de estimulos capaz de inducir la actividad de NF-xB incluye las infecciones
viricas y bacterianas, las citoquinas pro-inflamatorias, la activacién de PRR y el estrés oxidativo
(Hayden y Ghosh, 2011). En las células en reposo, los dimeros de NF-kB estan unidos a las
proteinas inhibidoras de kB (IkB), las cuales secuestran los complejos de NF-xB en el

citoplasma. Cuando se estimulan las células, se induce la degradacién de las proteinas IxB
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mediante el inicio de fosforilaciones por el complejo de las quinasa de kB (IKK), que incluye
dos quinasas cataliticas activas, IKKa e IKKB y la subunidad reguladora IKKy (NEMO). Las
proteinas |kB fosforiladas son marcadas para la ubiquitinacién y degradacién en el
proteosoma, liberando los dimeros de NF-kB y permitiendo su translocacion al nucleo (Figura

3) (Jeong y Lee, 2011).

Existen dos rutas de activacidn principales. La via candnica se induce por la mayoria de
los estimulos fisioldgicos como sefiales de receptores de citoquinas y PRRs. Se define como
dependiente de IKK y NEMO, produce, principalmente, la fosforilacion de IkBa y la
translocacion nuclear de heterodimeros de p65. La via no candnica depende de la fosforilacidon
mediada por IKKa sobre p100 asociado con RelB y da lugar a un complejo p52/RelB. NF-xB
también se regula por modificaciones post-transcripcionales como por ejemplo, la fosforilacion
de la serina 276 de p65 llevada a cabo por la subunidad catalitica de la proteina quinasa A
(PKAC), que se encuentra unida al complejo citosdlico NF-xB/IkB y se activa tras la degradacién
de IkB. Esta fosforilacion es imprescindible para la actividad transcripcional de p65 vy el
reclutamiento de CBP (Zhong et al., 1998; Zhong et al., 2002) La desregulacion de la actividad
de NF-xB se asocia a enfermedades inflamatorias, autoinmunes y metabdlicas, y procesos

neoplasicos (Courtois y Gilmore, 2006; Baker et al., 2011).

5.2 CREB y sus coactivadores

El AMP ciclico regula la expresién génica mediante la regulacién del elemento de
respuesta a AMP ciclico (CRE). Varias proteinas de la familia de unién a CRE pueden unirse al
sitio CRE, incluidas CREB (CRE binding protein), ~CRE modulator (CREM) vy activating
transcription factor 1 (ATF1). La actividad de estos factores se regula por fosforilacién y ello
permite modular la actividad de multiples genes en eucariotas (Gonzalez y Montminy, 1989). El
sitio CRE, presente en muchos promotores, aparece generalmente en forma de secuencia
palindrémica (TGACGTCA) o media secuencia (TGACG o CGTCA), aunque existen variantes
funcionales (Montminy et al., 1986). Muchas de estas secuencias estdn metiladas impidiendo
la unidn de CREB. Las secuencias funcionales, no metiladas, suelen localizarse en la region
proximal del promotor proximal a unas 250 pares de bases del inicio de la transcripcidn. Son
mas activas cuanto mds proximas se encuentren de la caja TATA. Para que se lleve a cabo la
transcripcién inducida por AMP ciclico, es necesario que la caja TATA sea candnica (Conkright

et al., 2003 b).

La unidn de estimulos a GPCR desencadena la activacion de las adenilato ciclasas (AC)

gue catalizan la formacién de AMP ciclico a partir de ATP. La unién del AMPc a la subunidad
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reguladora de PKA libera la subunidad catalitica y permite su migracidon al nucleo por un
proceso pasivo. La PKA fosforila a CREB en la serina 133, proceso que tarda entre 30 minutos y
1 hora tras de la produccién de AMP ciclico (Hagiwara et al., 1993) (Figura 9, panel izquierdo).
Paralelamente, ocurren cambios en las proteinas de union a CREB (CBP/p300) (Parker et al.,
1996) y sus co-activadores transcripcionales (cyclic AMP-regulated transcriptional co-activator,
CRTC o TORC) (Conkright et al., 2003 b). Después de esta activacion, CREB es progresivamente

defosforilado mediante serin-treonin fosfatasas (PP1y PP2A) (Hagiwara et al., 1992).

CREB presenta una organizacion modular (Figura 9, panel derecho). En el extremo N-
terminal contiene un dominio de transactivacién (TAD) bimodular compuesto por un dominio
central inducible por quinasas (KID), que le aporta la capacidad de ser activado por AMP ciclico
y calcio a través de un mecanismo dependiente de fosforilaciones, y un dominio de activacién
constitutiva rico en glutamina (Q2), que potencia la transcripcion interaccionando con el factor
asociado a TBP 4 (TAF4). En la zona C-terminal tiene una cremallera de leucinas (bZIP) para la

unién con el ADN y el dominio de dimerizacidon (Altarejos y Montminy, 2011).
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Figura 9. Fosforilacion de CREB mediada por AMP ciclico. La union del ligando a los GPCRs activa las
adenilato ciclasas (AC), las cuales catalizan la sintesis de AMP ciclico. El incremento del AMP ciclico
estimula la sefalizacion de la PKA. El AMP ciclico se une a las subunidades reguladoras (R) de PKA
dejando libre las subunidades cataliticas y permite su translocacion al nucleo celular y la fosforilacion de
CREB en la serina 133. CREB fosforilado promueve la expresion de los genes con sitio CRE. La
organizacion modular de CREB contiene dos dominios ricos en glutamina (Q1 y Q2), un dominio
inducible por quinasas (KID) y una cremallera de leucina basica (bZIP). Figura adaptada de Altarejos y
Montminy, 2011.

A diferencia del AMP ciclico y la PKA, el calcio intracelular estimula la fosforilacién de CREB
a través de las quinasas dependientes de calcio y calmodulina. La fosforilacion de CREB en la

serina 133 del domino KID facilita la asociacién con el dominio KIX de CBP/p300 (Parker et al.,
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1996), que aumenta la expresion de los genes diana de CREB mediante la acetilacion de
histonas nucleosomales y el reclutamiento del complejo de la ARN polimerasa Il (Bannister y

Kouzarides, 1996).

El dominio bZIP de CREB permite también la unidn con la familia de co-activadores CRTC
(CRTC 1-3/TORC). Estas son unas proteinas evolutivamente conservadas que en su estado
basal estan secuestradas en el citoplasma mediante interacciones dependientes de
fosforilaciones con las proteinas 14-3-3. En respuesta al aumento del nivel del AMP ciclico y el
calcio, la calcineurina defosforila las proteinas permitiendo la translocacion nuclear de CRTC

para su unién a CREB mediante los dominio bZIP (Screaton et al., 2004) (Figura 10).
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Figura 10. La translocacion de CRTC esta regulada por fosforilaciones. Bajo condiciones basales, CRTC
esta fosforilado y secuestrado en el citoplasma por las proteinas 14-3-3. El AMP ciclico y ca™ promueven
su defosforilacién a través de la inhibicion de SIKs, y la induccién de la calcineurina. CRTC defosforilado
se transloca al nucleo donde se puede unir a CREB y estimular su actividad. CRTC2 contiene un sitio de
unién a CREB (CBD), una regién reguladora (REG), un dominio de empalme alternativo (SD) y uno de
trans-activacion (TAD). Figura adaptada de Altarejos y Montminy, 2011.

5.3 NOTCH

La via de seializacién de Notch esta evolutivamente muy conservada, se describid
inicialmente en Drosophila melanogaster y participa en el desarrollo, proliferacion,
diferenciacion y apoptosis celular. En mamiferos se han descrito cuatro receptores
transmembrana (Notch 1-4) que reconocen cinco ligandos de la familia de proteinas Delta y
Jagged que median la sefalizacidn célula/célula. Cuando ocurre la unién receptor/ligando, se
libera el dominio intracelular de Notch (NICD) y se transloca al nucleo celular. NICD interactua
con la proteina de unidn al ADN, RBP-Jk, que estaba asociada a co-represores. Esta interaccion
con NICD reemplaza a los co-represores y permite el reclutamiento de co-activadores como

Mastermind/MAML y CBP/p300. Este nuevo complejo activa la transcripcion de los genes
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efectores de la via Notch como Hes (hairy enhancer of Split) y Hey (hes-related with YRPF
motif) (Fischer y Gessler, 2007) que regulan negativamente la expresién de genes diana
actuando como represores transcripcionales (Figura 11). La sefializacion via TLR2 y TLR4
también induce la via candnica de NOTCH a través de p38 MAPK e IKKs, teniendo como genes

diana hesly heyl (Hu et al., 2008).

Célulal

Noch

Ligando
Delta

Citoplasma

Nucleo

Célula2

S

gen efector gen efector
Notch Notch

gendiana

Figura 11. Activacion de la via candnica de NOTCH. Cuando el receptor NOTCH entra en contacto con su
ligando libera el dominio NCDI, capaz de unirse al gen efector y favorecer su transcripcién. Una vez
sintetizadas las proteinas de la familia NOTCH, pueden unirse a los promotores de los genes diana y
reprimir su activacioén.

Hes y Hey son dos familias de factores de transcripcidon con motivos muy conservados
y un alto grado de similitud estructural. Hes tiene siete miembros (Hes 1-7) que presentan
dominios bHLH (basic hélix-loop-helix), Orange y WRPW vy se unen a elementos N-y E-box del
ADN (secuencias CACNAG, CANNTG). Las proteinas Hes pueden reclutar a los co-represores
TLE (TLE 1-4, ortdlogos de Groucho) mediante el tretrapéptido WRPW que a su vez pueden
unirse a los residuos N-terminal de la histona H3 para generar un complejo represor
transcripcional (Grbavec and Stifani, 1996; Palaparti et al., 1997). La familia de proteinas Hey
tiene tres miembros (Heyl, 2 y L) y presentan dominios bHLH y Orange. Se unen

preferentemente a elementos E-box (Fischer y Gessler, 2007).

Hes y Hey pueden interactuar con gran cantidad de proteinas HLH formando homo- o
heterodimeros, también pueden reclutar co-represores transcripcionales como las histonas
deacetilasas (Iso et al., 2003). Ademds, forman complejos con otros factores de transcripcidn
qgue, con frecuencia, son represores transcripcionales. Hes utiliza diferentes mecanismos de

represion: i) una represién activa dependiente de la unién a las secuencias N- o E-box del ADN
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por parte de los dimeros y la unidn con sus co-represores como TLE, ii) el reclutamiento de
histonas deacetilasas, que reprimen la transcripcién mediante alteraciones de la estructura de
la cromatina, iii) la represién pasiva mediante el secuestro de proteinas, formando complejos
no funcionales y iv) mediante interacciones a través del dominio Orange y WRPW, que poseen
capacidad de represion moderada aunque el mecanismo no esta aun definido (Iso et al., 2003;

Fischer y Gessler, 2007).
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Objetivos

El objetivo general de la Tesis ha sido: El estudio de la regulacion de la produccidon de

citoquinas por parte de las células mieloides humanas en respuesta a patrones moleculares de

la pared de los hongos y el andlisis de los mecanismos que condicionan la polarizacion de la

respuesta inmune por estas citoquinas.

Los objetivos concretos se desglosan en la siguiente forma:

1. Caracterizar la respuesta de las células mieloides a los B-glucanos en funcién del entorno

y el grado de diferenciacién celular:

Determinar la influencia del entorno sobre los PRR expresados por las células

mieloides.

Analizar el mecanismo de reconocimiento de las particulas de zymosan tratando de
determinar que parte de la respuesta se explica por su condicion de particula que
interacciona con la membrana por un mecanismo independiente de receptores,

frente a su capacidad para estimular PRRs a través de los PAMP que contiene.

2. Estudiar la regulaciéon de la produccion de IL-10 en los monocitos derivados a células

dendriticas:

Analizar la produccién de IL-10 por las células dendriticas estimuladas con PAMPs
fungicos y determinar la ruta de sefializacion implicada en su regulacién

transcripcional.

Identificar los diferentes factores de transcripcion implicados en la expresion de il10

inducida por el zymosan.

3. Estudio del balance IL-12 p70/IL-23 en los monocitos derivados a células dendriticas:

Estudiar la regulacion transcripcional del promotor de il23p19 como mecanismo
central de regulacién de la produccién de IL-23 en las células dendriticas estimuladas

con zymosan.

Andlizar del efecto inhibitorio del zymosan sobre la producciéon de IL-12 p70
inducida por IFN-y y LPS mediante el reclutamiento de inhibidores de Ia

transcripcién en el promotor de il12p35.
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1. Cultivos celulares

1.1 Obtencién de monocitos humanos

Los monocitos humanos se obtuvieron a partir de la capa leuco-plaguetaria que
aparece tras la centrifugacion de la sangre total entre el plasma y los glébulos rojos de
donantes sanos, que se denomina en inglés como buffy coats. El concentrado sanguineo se
diluyé en proporcién 1:1 con PBS y la mezcla se afadié sobre una soluciéon de Ficoll Paque
manteniendo la proporcién de sangre-PBS: Ficoll Paque 3:1 (v/v). Esta mezcla se centrifugd a
700 x g durante 30 minutos sin freno de desaceleracidn para obtener una correcta separacion
de las diferentes fases: en la parte superior la fase acuosa con el plasma y el PBS, a
continuacién un anillo de células mononucleares, debajo el Ficoll Paque y por ultimo los
eritrocitos y las células polimorfonucleares (PMN). Las células mononucleares se recogieron
con pipeta Pasteur y se lavaron con PBS mediante centrifugacién a 440 x g durante 10 minutos

(Figura 12).

1.2 Obtencion de macrdéfagos

Se realizaron dos lavados mas de las células mononucleares con abundante PBS a 450
x g durante 10 minutos y se resuspendieron a la concentracién deseada en RPMI
suplementado con 2 mM de L-glutamina y 40 pug/ml de gentamicina. Se dejaron una hora en el
incubador a 37°C para facilitar que los monocitos se adhiriesen a la placa de cultivo. Pasado
este tiempo, se lavaron las placas con PBS para eliminar los linfocitos que estaban en
suspensidn. Para conseguir la diferenciacion de los monocitos a macréfagos, las células se
cultivaron en el medio RPMI descrito anteriormente esta vez con un 5 % (v/v) de suero
humano (SH) inactivado por calor (M@ SH) o suplementado con 10 % de suero bovino fetal
inactivado (FBSi) y 10 ng/ml del factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF; Miltenyi
Biotech) (M@ M-CSF). Las células se mantuvieron en incubador a 37°C y atmdsfera de 5 % de

CO, durante siete dias y realizando varios cambios del medio de cultivo (Figura 12).
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Figura 12. Esquema del proceso de obtencion de monocitos y su diferenciacion a células dendriticas
(CD), macréfagos con suero humano (M@ SH) y macréfagos con M-CSF (M@ M-CSF).

1.3 Obtencidn de células dendriticas

Las células mononucleares obtenidas se resuspendieron en 3 ml de OptiPrep (Sigma).
Se cred un gradiente discontinuo al afadir sin mezclar las fases de 7 ml de Ficoll Paque
(densidad 1.072 g/ml) y a continuacién una solucion de OptiPrep de densidad 1.098 g/ml
suplementada con 0.5 % de albumina de suero bovino (BSA), 1 mM EDTA y tamponada con
HEPES. Se centrifugd a 700 x g durante 25 minutos para obtener varias fases: en la parte
superior un anillo de monocitos sobre la solucidn de OptiPrep, después un anillo de linfocitos y
finalmente el Ficoll-Paque. Se recogio el anillo de monocitos, se lavo y se repitié de nuevo el
proceso de separacion de fases por densidad para obtener una poblacién de monocitos de
mayor pureza. Los monocitos se resuspendieron en medio RPMI suplementado con 10 % de
FBSi, 2 MM de L-glutamina y 100 U/ml de penicilina/estreptomicina, se distribuyeron en placas
de cultivo y se dejaron adherir durante 90 minutos. Una vez adheridos los monocitos, se
lavaron los linfocitos restantes que estaban en suspensidn. Para promover la diferenciacion de
los monocitos se incubaron durante cinco dias en el medio RPMI mencionado anteriormente
suplementado con 800 U/ml del factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos
(GM-CSF; R&D Systems) y 500 U/ml de interleuquina 4 (IL-4; R&D Systems) en incubador a
37°Cy atmésfera de 5 % de CO, (Figura 12).
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1.4 Obtencidn células derivadas de médula 6sea de ratén

Los macrofagos de ratdn se obtuvieron a partir de células derivadas de médula dsea.
Se extrajeron las médulas mediante inyeccion de PBS frio y se centrifugaron las células a 400 x
g durante 10 minutos. Las células se resuspendieron en RPMI suplementado con 10 % FBSi, 2
mM de L-glutamina, 40 pg/ml de gentamicina y 10 ng/ml de M-CSF murino y se incubaron
durante siete dias a 37°C y atmésfera de 5 % de CO,. Se
realizd un cambio de medio el dia 3. El fondo genético de

los ratones utilizados ha sido C57BL6 (Figura 13).

Figura 13. Imagen de un ratén C57BL6 deficiente en dectin-1.

2. Preparacion de extractos celulares y Western Blot

2.1 Obtencion de extractos celulares.

Una vez estimuladas las células se procedid al lisado celular teniendo en cuenta el tipo

de preparacioén:

0 En el caso de células en suspensidn: Se recogieron éstas y se lavaron con PBS frio. Se

resuspendio el centrifugado en un tampdn de lisis (20 mM Hepes, 40 mM B-glicerofosfato, 2
mM ortovanadato, 10 mM EGTA, 2.5 mM MgMCl,, 1 mM DTT y 1 % Nonidet P-40)
suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (1 mg/ml leupeptina, 5 mg/ml

aprotinina, 0.1 M PMSF, 1 M NaF, 0.1 M PNPP, 0.1 M DTT y 200 mM Ortovanadato).

O En el caso de células adheridas: se lavaron las placas dos veces con PBS frio y se

rasparon en presencia de un tampodn de lisis TNE 1 x (40 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM

EDTA) suplementado con los inhibidores de proteasas y fosfatasas indicados anteriormente.

Las células se mantuvieron en 300 ul de tampdn de lisis durante 30 minutos a 4°C vy el
lisado se centrifugd a 10.000 x g durante 10 minutos a 4°C para obtener el sobrenadante. Se
cuantificd la concentracién de proteina seglin el método colorimétrico descrito por Bradford,
usando el reactivo Coomassie Blue G-250 y BSA como estandar. La concentraciéon de la
proteina se determind midiendo la absorbancia de las muestras a 595 nm e interpolando los

valores obtenidos en una recta patrén construida con cantidades conocidas de BSA.
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2.2 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes y transferencia a membranas

de nitrocelulosa.

Para la realizacion de la electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida se utilizd el sistema de tampdn discontinuo descrito por Laemmli (Laemmli,
1970). Alicuotas conteniendo entre 40 y 50ug de proteina de los correspondientes extractos
proteicos se mezclaron con el volumen adecuado de tampdn de carga para proteinas (60 mM
Tris pH 6.8, 10 % glicerol (v/v), 2 % SDS (p/v), 0.002 % azul de bromofenol (p/v)) suplementado
con 20 mM DTT y se incubaron a 100°C durante 5 minutos. Las proteinas se separaron en
funcién de su peso molecular sometiéndolas a electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes por la presencia del detergente idnico SDS (SDS/PAGE) y un
tampon de electroforesis (25 mM Tris, 0.2 M glicina, 1 g/l SDS). Se emplearon geles de
poliacrilamida a concentraciones finales del 8 %, 10 %, 12 % 6 15 % dependiendo del peso

molecular de la proteina en estudio.

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas presentes en el gel se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. La transferencia se realizé en condiciones de humedad en una
cubeta de electroforesis de Bio-Rad usando un tampdn de transferencia (25 mM Tris, 0.2 M
glicina, 20 % metanol (v/v), SDS 1 g/l), a 100 V durante 90 minutos. Las membranas
transferidas se bloquearon por incubacidon en una soluciéon rica en proteinas compuesta por
TTBS (0.05 M Tris-HCl, 0.15 M NacCl, 0.05 % Tween-20, pH 7.6) y 5 % de leche desnatada (p/v) o
de albumina en los casos en que las proteinas de la leche pudiesen interferir con la
especificidad del anticuerpo, con agitacién suave durante una hora a temperatura ambiente.
Se incubaron con el anticuerpo primario diluido en la solucién de bloqueo empleando la
dilucién y condiciones indicadas en la Tabla 2. Tras varios lavados con TTBS de 10 minutos cada
uno, las membranas se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario conjugado con la enzima peroxidasa de rabano (HRP). Las membranas fueron
sometidas a varios lavados de 10 minutos con TTBS. Finalmente, se incubaron con el reactivo
comercial ECL, que permite la deteccidon de los anticuerpos conjugados con peroxidasa, y se

expusieron a peliculas autorradiograficas que se revelaron con un equipo Curix-60 de AGFA.
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ANTICUERPO CASA COMERCIAL DILUCION |

Acetil-Histona H3 (K14) Millipore 1:1000
B-actina Sigma 1:5000

CBP Santa Cruz 1:200(X)
CD32 A Santa Cruz 1:1000
COX-2 Santa Cruz 1:500
cPLA2 Cell Signalling 1:1000
cRel Santa Cruz 1:250
DAP12 Santa Cruz 1:500
FCeRI, suby Millipore 1:1000

Hes 1 Santa Cruz 1:100 (X)

Hey 1 Santa Cruz 1:200 (X)
Histona H3 Millipore 1:5000
p38 Cell Signalling 1:1000
p44 Erk Promega? 1:5000
p50 Santa Cruz 1:2000
Phospho-cPLA2 (Ser 505) Cell Signalling 1:1000
Phospho-CREB (Ser133) Millipore 1:1000
Phospho-p44erk Promega 1:1000
Phospho-GSK 3B Cell Signalling 1:1000
Phospho-Histona H3 (Ser 10) millipore 1:2000
Phospho-p38 (Th180/Tyr182) Cell Signalling 1:1000
Phospho-p65 (Ser 276) Cell Signalling 1.1000
Phospho-p65 (Ser 536) Cell Signalling 1:1000
Phospho-Stat 1 Cell Signalling 1:1000
Phospho-Stat 3 Cell Signalling 1:1000
Phospho-SyK (Tyr525/526) Cell Signalling 1:1000
Phospho-tirosina, clon 4G10 Millipore 1:1000
RelA/p65 Cell Signalling 1:1000
RelB Santa Cruz 1:200
Syk Santa Cruz 1:1000

TBP Diagenode 1:20000

TLE Santa Cruz 1:2000 (x)
TORC2 Santa Cruz 1:200

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en Western Blot e inmunoprecipitaciones, casas comerciales y las

concentraciones utilizadas de cada uno de ellos.
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3. ELISA

La PGE, y las citoquinas presentes en los sobrenadantes celulares se cuantificaron
mediante el uso de kits comerciales de ELISA y siguiendo las instrucciones del fabricante en
cada caso: PGE, e IL-10 de GE Healthcare, IL-12 p70 e IL-6 de Thermo Scientific, IL-23 e IL-1B de

R&D Systems y TNF-a de Cayman.

4. Obtencion de extractos nucleares

La extraccion de los extractos celulares a partir de cultivos celulares se realizo
empleando el Nuclear Extract Kit de Active Motif siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una vez obtenidas las proteinas nucleares, se valoraron segin el método Bradford. Para el
analisis de la activacion de los factores de transcripcidon Sp1, Sp3, Runx-1, STAT, c/EBP, NF-YAy

CREB, se usaron los kits comerciales TransAM de Active Motif.

5. Analisis de la expresidn génica

5.1 Extraccion del ARN total.

Se afiadié 1 ml de Trizol (Invitrogen) para cada 5-10-10° células, en placas de 100 mm
de didmetro con células adherentes en semiconfluencia o, en el caso de células en suspension,
tras ser sedimentadas por centrifugacidon. Una vez conseguida una solucion homogénea, se
afiadieron 200 pl de cloroformo, se agit vigorosamente y se centrifugd a 12.000 x g durante
15 minutos a 4°C. De esta forma se obtuvieron dos fases: la acuosa con el ARN y la organica
con las proteinas y el ADN. A la fase acuosa se afadieron 500 pl de isopropanol o 250 pl de
isopropanol y 250 pl de una solucién de sales (0.8 M citrato sddico, 1.2 M NaCl) en el caso de
muestras con gran contenido en polisacdridos. Se centrifugd a 12.000 x g durante 10 minutos a
4°C. El precipitado se lavd con EtOH al 75 % en H,O-DEPC y la muestra se resuspendié en H,0-
DEPC. La cantidad de ARN presente en la muestra se cuantificd en un NANO DROP (ratio

AZGO/AZSO) .

5.2 Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

Se partié6 de muestras con 3 pug de ARN para obtener 20 pl de ADNc mediante el
proceso denominado transcripcion reversa (RT). Las muestra se diluyeron hasta un volumen de
11.1 pl en H,0-DEPC y se calentaron durante 10 minutos a 68°C para permitir la completa
disociacion del ARN. Después se anadid a cada muestra: Tampdén 5 X, 10 mM DTT, 0.5 mM

dNTP, 4 UM N6 (mezcla de hexanucleédtidos), 1 U/ul RNasin y 10 U/ul de transcriptasa inversa
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del virus de la leucemia murina (RT M-MLV) y se incubaron durante una hora a 37°C para

obtener el ADNc.

5.3 Analisis mediante PCR convencional

La amplificacion de ADNc especifico para cada gen a partir del producto de la reaccién
de RT se realiz6 mediante PCR. Para llevar a cabo la PCR se partié de 3 pl de ADNc y una
mezcla de reaccidn consistente en 1.5 mM MgCl,, 0.1 mM dNTP, 10 uM de cada cebador, 0.05
U/ul de Taq polimerasa, 0.5 uM de cada oligonucledtido especifico y H,O estéril hasta
completar un volumen final de 25 pul. Todas las reacciones se realizaron en el termociclador
MiniCyclerTM de MJ Research. El programa de amplificacién consistié en una desnaturalizacidn
inicial de cinco minutos a 94°C seguida de una repeticidn de ciclos que incluye tres pasos: uno
de desnaturalizacién durante un minuto a 94°C, otra de hibridacién de los cebadores al molde
(temperatura y tiempo variables en funcién del ADNc que se quiera amplificar) y otra de
elongacion durante un minuto a 72°C. Una vez completado el nimero de ciclos necesarios se
realizd una elongacién final de 10 minutos a 72°C. La secuencia de los cebadores utilizados se
detalla en la Taba 3. La amplificacidn de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se
realizd como control positivo de la integridad del ARN y como método de normalizacidon semi-
cuantitativa. Se emplearon las mismas condiciones de PCR que aquellas correspondientes al
gen con que se compara. El producto de la reaccidn se analizd6 mediante electroforesis en geles
de agarosa de concentraciones comprendidas entre el 1 - 1.5 % (p/v) y los productos se
identificaron por tincidon con el agente intercalante bromuro de etidio o con GelRed nucleic
acid stain (Biotium). Los geles fueron analizados y la sefal de las bandas cuantificada

empleando un sistema de analisis de imagen Gel Doc.

5.4 Andlisis mediante PCR a tiempo real

La reaccion de PCR se llevd a cabo empleando SyBr Green | Master (Roche), 1.5 ul de
ADNc y 0.2 nM de cada cebador en un equipo de PCR LightCycler®480 software (Roche). La
PCR constd de una desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95°C seguida de una repeticidn de
40 ciclos con tres pasos: desnaturalizaciéon durante 30 segundos a 95°C, hibridacion del ADN
(temperatura y tiempo especificos para cada gen) y elongacién durante un minuto a 72°C,
finalizando con una elongacién de 10 minutos a 72°C. La curva de fusidén se obtuvo midiendo
la emisién de fluorescencia para SyBr Green durante el cambio paulatino de temperatura de
60°C a 95°C a razdn de 0.2°C/seg. La amplificacién de GAPDH se usé como control interno. En

los resultados mostrados se representa la media de los cycle thresholds (CT) para el gen que se
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analiza con respecto a las CT para GAPDH. La secuencia de los cebadores usados se muestra en

la Tabla 3.

Nombre Secuencia (5-3") Ne GeneBank
GCTGAACCTGGAAAAAGCTG
CD206 NM_002438
ACGAAGCCATTTGGTAAACG
TTCAAATGAGATTGTGGGAA
cox2 D28235
AGATCATCTCTGCCTGAGTA
AGGTCCCCAGCTCCATAAGT
DC-SIGN NM_021155
TCTCTGGAAGCTCACCCACT
dectinl exon 1 GGGCTCTCAAGAACAATGGA
dectinl exon 6 TTGGAGATGGGTTTTCTTGG AF400596
dectinl exon 5 CCCAGAGCCATGGTACCTC
dectin2 exon 1 ACACAGGGAGCCTGCATAAT
dectin2 exon 2 ACCAAATGTGCTCCCATCTC NM_001007033
dectin2 exon 4 GTGCTTGCTTCATTGTGAGC
GTCAGTGGTGGACCTGACCT
gapdh NM_002046.3
AGGGGAGATTCAGTGTGGTG
TGAGCCAGCTGAAAACACTG
hes1 NM_005524
GTCACCTCGTTCATGCACTC
GAGAAGCAGGGATCTGCTAA
heyl BC001873
CCCAAACTCCGATAGTCCAT
GAGAACAGCTGCACCCACTT
il10 NM_000572.2
GGCCTTGCTCTTGTTTTCAC
GAGGCCTGTTTACCATTGGA
il12 p35 NMO000882
TCAAGGGAGGATTTTTGTGG
CATGGGCCTTCATGCTATTT
il12 p40 NM002187
TTT GCATTG TCAGGTTTCCA
GTTCCCCATATCCAGTGTGG
iI23 p19 NM_016584
TTAGGGACTCAGGGTTGCTG
GCCAAAGTCTTGATTGATTGG
TLR-2 NM_003264
TTGAAGTTCTCCAGCTCCTG

Tabla 3. Cebadores sentido y anti-sentido para PCR y su secuencia de localizacion en Gene Bank.
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6. Inmunoprecipitacion

El dia previo al experimento se lavaron las células con PBS y se incubaron en RPMI sin
suero, suplementado con 1 % de ITS o0 0.5% de BSA. A partir de los extractos celulares totales
obtenidos con tampdn de lisis TNE, se incubaron 2 mg de proteina junto con 20 ug del
anticuerpo correspondiente (anti-DAP12 y anti-CD32, Santa Cruz; y anti-subunidad y de FceRl,
Upstate Biotech) durante toda la noche en un rotor orbital a 4°C. Posteriormente, se
afadieron 50 pl de bolas de G Sepharosa al lisado proteico-anticuerpo y se incubd durante dos
horas en un rotor orbital a 4°C. Se centrifugaron las muestras y se recogieron los
sobrenadantes. Las bolas de G Sepharosa precipitadas se lavaron varias veces con tampon TNE
y se incubaron con tampdén de Laemmli durante cinco minutos a 100°C. Los sobrenadantes

fueron recogidos y utilizados para su analisis mediante Western Blot.

7. Inmunoprecipitacidon de cromatina (ChiP)

Con el fin de analizar la unidn directa de los factores de transcripcion y de factores
remodeladores de la cromatina, y para identificar modificaciones especificas en las histonas
nucleosomales en los promotores se realizaron ensayos de ChIP. Salvo mencién expresa, los

reactivos utilizados fueron de Santa Cruz Biotechnology Inc.

7.1 Fragmentacion de la cromatina

Se cultivaron las células en placas de 100 mm de didmetro con 10’ células dendriticas
o con 3-10” macréfagos. Tras la estimulacién se afiadié directamente al medio de cultivo 1 %
de formaldehido (Sigma) durante 15 minutos a temperatura ambiente para fijar las uniones
entre las proteinas y el ADN. Para detener el entrecruzamiento proteina-ADN, se afiadi6 0.125
M de glicina durante cinco minutos. Las células se lavaron con PBS frio, se recogieron en tubos
y se dejaron 30 minutos a 4°C con el tampdn de lisis. Se centrifugd a 400 x g 5 minutos y se
lavd el precipitado con PBS frio. El precipitado celular se congelé en nitrégeno liquido y se
mantuvo a -80°C. Para proceder a la fragmentacidon de la cromatina, se utilizé el sonicador
Bioruptor ™ (Diagenode). La frecuencia de ultrasonidos producida por el Bioruptor ™ equivale
a 20 kHz. A las muestras descongeladas se les afiadié 300 pl de un tampdn de lisis con alta
salinidad. Los lisados celulares se sonicaron durante 30 minutos a maxima potencia con ciclos
de 30 segundo de sonicacidn y 30 segundos de espera, obteniéndose fragmentos de ADN de
un tamafio comprendido entre 100 y 1.000 pares de bases (pb). Los fragmentos sonicados se
centrifugaron a 9.300 x g durante 15 minutos a 4°C. Este sobrenadante se utilizd6 como control

positivo (input). La cantidad de cromatina obtenida se valoré utilizando el NanoDrop.
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7.2 Visualizacion de la cromatina

Para comprobar la fragmentacién de la cromatina en un gel de electroforesis, se
tomaron 100 pl de la cromatina fragmentada a los que se afiadieron 300 ul de H,0 estéril y 16
pl de NaCl al 5%. La mezcla se mantuvo durante 4 horas a 68°C para revertir el
entrecruzamiento proteina-ADN. Después de atemperar las muestras, se afadieron 400 pl de
fenol/cloroformo/isoamil alcohol, y tras mezclar vigorosamente se centrifugd a 14.000 x g
durante 3 minutos a temperatura ambiente. En |la fase acuosa obtenida se afiadieron 40 pl de
acetato sédico 3 My 1.000 ul de EtOH al 100% y se mantuvieron a -20°C durante toda la noche
para facilitar la precipitaciéon del ADN. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14.000
x g durante 25 minutos a 4°C. El nuevo precipitado se reconstituyé en 100 ul de H,0O estéril.
Para la visualizacién, se tomaron 20 pl de la cromatina y se afadid RNasa durante 30 minutos a
37°C. Se utilizd un gel de agarosa al 1 % con marcadores de ADN y se visualizé con tincién de
bromuro de etidio o GelRed nucleic acid stain (Biotium) para observar la eficiencia de la

rotura.

7.3 ChIP

Para disminuir las uniones inespecificas se incubé la muestra (2-:10” células) durante
una hora en rotor orbital a 4°C en presencia de 50 ul de proteina A/G Plus Agarosa. Se
centrifugd a maxima velocidad durante cinco minutos y se recogié el sobrenadante al cual se
afiadieron 10 pg del anticuerpo correspondiente y se incubd toda la noche en un rotor orbital
a 4°C. Al dia siguiente, se afiadieron de nuevo otros 50 pl de proteina A/G Plus Agarosa y se
incubé durante dos horas a 4°C en rotor orbital. La mezcla se centrifugd a 13.400 x g durante
un minuto y se eliminé el sobrenadante. Se lavaron las bolas de A/G Plus Agarosa precipitadas
dos veces con un tampdn de alta salinidad y cuatro veces con un tampdn de lavado. Para
romper los entrecruzamientos y liberar el ADN, se afiadié un tampdn de elucién y se incubd
dos horas a 68°C. Para eliminar las particulas de agarosa se centrifugaron las muestras y los
sobrenadantes resultantes se incubaron otras dos horas a 68°C. Para purificar el ADN, se
dejaron atemperar las muestras antes de afiadir 400 pl de fenol/cloroformo/isoamil alcohol. Se
mezclaron y se centrifugaron a 14.000 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente. A la
fase acuosa obtenida se afiadieron 40 pl de acetato sédico 3 M y 1 ml de EtOH al 70%,
dejandolo toda la noche a -20°C para favorecer la precipitacién. Las muestras se centrifugaron
a 14.000 x g durante 25 minutos a 4°Cy los precipitados se lavaron tres veces con EtOH al 70%.
Finalmente, tras centrifugar a 14.000 x g 10 minutos a 4°C, se resuspendieron las muestras en

50 ul de H,0 estéril.
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Una vez purificado el ADN, se realizaron las amplificaciones por PCR en 25 pl de mezcla
de reaccién empleando oligonucledtidos especificos para cada promotor (Tabla 4). Para el uso
de los cebadores de il12p35, las reacciones se suplementaron con betaina 1 mM debido al alto
contenido en secuencias GC. El ADN amplificado se resolvié en un gel de agarosa entre el 1.5y

el 3%, dependiendo del tamafio del fragmento y visualizado por tinciéon con bromuro de etidio.

Nombre Secuencia (5°-3°)
GTCAGTGGTGGACCTGACCT
gapdh
AGGGGAGATTCAGTGTGGTG
110 GGCAATTTGTCCACGTCACT
1
TGATTTCCTGGGGAGAACAG
CTCTAGCCACAGCAACCACA
il23p19
ACTCACAGCAGGTGGGATTC
GCGAACATTTCGCTTTCATT
il12p35
ACTTTCCCGGGACTCTGG
. AGGAGAGGGAGGGATCAGAC
tgs
Pt TTTACCCACGGAAATGAGAAA

Tabla 4. Cebadores sentido y antisentido utilizados para los ensayos de ChiP.

8. Citometria de flujo

8.1 Expresion de antigenos en la membrana plasmatica

Se utilizaron 5-10° células por condicidn. En el caso de las células adherentes, se
rasparon suavemente antes de su recuento y distribucién. Las células se centrifugaron a 350 x
g durante 5 minutos y el precipitado se resuspendié en 100 pul de un tampén con PBS, 1 % de
BSA (p/v) y 0.1 % de azida sédica (p/v). Por cada 5-10° células se afiadieron 0.5 pg del
anticuerpo correspondiente y se incubaron durante 45 minutos en hielo. En el caso de los
anticuerpos marcados con FITC, se lavaron las células con un tampén de PBS con 1 % de BSA 'y
0.1% de azida sédica y se fijaron en una solucién de PBS con 1% de formaldehido para su
analisis en el citdmetro de flujo. Para aquellos anticuerpos que no estaban marcados con FITC
fue necesaria una nueva incubaciéon con un anticuerpo secundario marcado con FITC, que
reconociera al primario durante 45 minutos a 4°C. Después se siguid el mismo proceso de
lavado y fijacion. Para el analisis de las muestras se utilizd un citdmetro de flujo Gallios (Becton

Dickinson).

57



Materiales y métodos

8.2 Ensayos de fagocitosis

Los experimentos de fagocitosis se llevaron a cabo con 1-10° células por cada condicién
y con una concentracion de 4-5 particulas de zymosan A conjugado con Alexa Fluor 488°®
(Invitrogen) por célula. Tras la estimulacidn, las células se lavaron cuatro veces en hielo con un
tampédn de PBS frio con 0.05 % de azida sédica. A continuacién, las células se trataron con 300
U/ml de liticasa en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente con el fin de eliminar las
particulas de zymosan extracelulares. Después, se rasparon las células suavemente y se
analizaron mediante el citdmetro de flujo. Los analisis de los histogramas se realizaron

utilizando el software Kaluza™ 1.1y FlowJo 7.6.5.

9. Ensayo de liberacién de acido araquidonico (AA)

Se utilizaron placas de cultivo de 6 pocillos con 1-10° células en suspensién é 3-10°
células adherentes. Se incubaron en medio RPMI sin suero con 0.25 % (p/v) de BSA y 0.25
uCi/ml de [H?] AA durante toda la noche a 37°C, tiempo necesario para una Optima
incorporacion del [H?] AA en los fosfolipidos de la membrana. Las células se lavaron dos veces
con una solucién de BSA deslipidada al 0.25 % (p/v) en PBS y se estimularon en medio de
cultivo sin suero con BSA deslipidada al 1%. Transcurrida la estimulacién, se tomaron 500 pl de
sobrenadante por un lado y 500 ul de la porcién celular recogida con Triton-X-100 al 0.1 %. Se
determind la radiactividad presente en los sobrenadantes y lisados celulares mediante liquido

de centelleo en un equipo LS 6500 Multi-Purpose Scintillation Counter (Beckman Coulter™).

10. Preparacion de los diferentes estimulos.

e Obtencion de suero anti-ovoalbumina

Los anticuerpos de clase IgG anti-OVA se obtuvieron de la sangre de conejos
previamente sensibilizados mediante inyeccién subcutdnea de ovoalbimina en adyuvante
completo de Freud, seguido de inyecciones intramusculares de recuerdo con ovoalbimina en
solucidn salina. Tras la sensibilizacion, se sangraron los conejos para la obtencién del suero. La
sangre se dejo coagular durante varias horas, se centrifugd y se inactivd el suero obtenido
durante 30 minutos a 56°C. El suero se almacend a -20°C hasta su uso para la preparacion de

inmunocomplejos (IC).
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e Inmunocomplejos de IgG-ovoalbtimina

Mediante el test de Heidelberg y Kendall se determind la cantidad de anticuerpo
necesaria para formar los IC a equivalencia. Para ello se mezclaron cantidades crecientes de
anticuerpo con una cantidad fija de antigeno y se incubaron durante una hora a 37°C seguido
de toda la noche a 4°C para permitir la interaccién del anticuerpo con los epitopos del
antigeno y la precipitacién de los complejos insolubles. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron y se lavaron con PBS. El precipitado final se resuspendié en NaOH 0.1 M. La
concentracion de la proteina se midid mediante la deteccidon de la absorbancia a 280 nm.
Posteriormente, se formaron los IC de acuerdo con la estequiometria obtenida en la reaccion

de precipitacion cuantitativa y se lavaron con PBS estéril.

e Zymosan A

Partiendo de Zymosan A (Sigma) procedente de extractos de Saccharomyces
cerevisiae, se diluyé en agua destilada a 20 mg/ml. La mezcla se hirvié durante 10 minutos vy,
una vez enfriado, se centrifugd a 2.000 x g durante 5 minutos. Se decanté el sobrenadante y se
realizaron tres lavados con PBS estéril. Por ultimo, se resuspendié en PBS y se almacend a -

20°C hasta su uso.

e Unidn de iC3b a los estimulos (opsonizacion)

Para la opsonizacién del zymosan se incubd con suero fresco durante 30 minutos a
37°C en agitacion manteniendo la proporcidn de 1 ml de suero por cada 3 mg de zymosan. Tras

la incubacidn se lavo el precipitado abundantemente con PBS.
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1. Objetivo: Caracterizar la respuesta de las células mieloides a Ifis -glucanos en

funcion del entorno y el grado de diferenciacién celular.

1.1 Diferenciacidn de las células mieloides y expresion de sus receptores de membrana

Los monocitos de la sangre periférica tienen gran plasticidad y pueden diferenciarse
segln distintos programas que les confieren diferentes caracteristicas fenotipicas.
Dependiendo de las sefiales a las que se exponen, los monocitos recién aislados pueden
madurar hacia células dendriticas inmaduras (CDi) si estan en presencia de GM-CSF e IL-4 0 a
macrdéfagos si se diferencian con suero humano inactivado (M@ SH) o con suero bovino fetal
inactivado (FBS) suplementado con M-CSF (M@ M-CSF) (Figura 15). Segin se produce el
proceso de diferenciacion, las células aumentan en tamafio y complejidad, y presentan

morfologias y funciones distintas.

M-CSF SH

Figura 15. Imagenes de microscopia de campo claro de los monocitos diferenciados en distintos
medios. De izquierda a derecha estan los macréfagos en presencia de un 10 % FBS y 10 ng/ml de M-CSF
y macréfagos con 5 % SH durante siete dias.

Las células mieloides responden de forma diferente a los estimulos derivados de la
pared de los hongos dependiendo del proceso de diferenciacién en el que se encuentren.
Ademas de caracterizarlas por las diferencias en tamafio, morfologia y capacidad de adhesidn,
se analizé el patrén de expresidn de receptores de membrana mediante citometria de flujo,
especialmente los receptores implicados en el reconocimiento de patrones fungicos como el

zymosan o alguno de sus componentes, mananos y glucanos.
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Como se muestra en la Figura 16, no se observaron diferencias significativas entre las
distintas poblaciones de macréfagos (paneles superiores). Ambos tipos celulares presentan
poca expresiéon de CD16 y CD32, mayor expresion de TLR2 y una expresién moderada de
dectin-1y 2 (alrededor del 50% de la poblacion). La positividad para DC-SIGN y MR (CD206) se

detectd entre el 50-60% de las células.

I m@sH W@ M-CSF

A | AT

—] |z0tipo g6
CD206
CDhle
CD1lh
CD1lc
Dectin-1
Dectin-2
ch32
TLR2
DC-SIGM

Eventos

W

Intensidad de fluorescencia

Figura 16. Expresion de receptores de membrana en macréfagos y células dendriticas. La expresion se
estudié mediante citometria de flujo con anticuerpos especificos frente a los receptores indicados, con
M@ SH y M@ M-CSF de siete dias. Los M@ SH se pre-incubaron en ausencia o en presencia de 10 ng/ml
de LPS durante tres horas. Se analizaron también las células dendriticas de cinco dias. Los datos de
citometria se procesaron mediante los software Kaluza™ y FlowJo. La gréfica es representativa de tres
experimentos independientes con resultados similares.
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En el caso de los M@ SH, la incubaciéon durante tres horas con 10 ng/ml de LPS
(denominado priming con LPS a partir de ahora) no generd un patron de expresién diferente
(Figura 16, panel izquierdo inferior), lo que estd de acuerdo con las descripciones previas de
gue para que se puedan observar modificaciones de la expresidon de superficie, la incubacion
con LPS tiene que ser mayor de tres horas (Willment et al., 2003), detectandose a 24 horas una
ligera disminucion del MR (datos no mostrados). Se observd la mayor expresion de los
receptores DC-SIGN, dectin-1 y dectin-2 en la poblacién de células dendriticas en comparacion
con los macréfagos (Figura 16, panel inferior derecho), lo que concuerda con el efecto que

tienen el GM-CSF y la IL-4 sobre la expresion de CLRs (Willment et al., 2003).

Dectin-1 es el principal receptor de membrana implicado en el reconocimiento de los
B-glucanos de las paredes fungicas. EIl gen humano que codifica para el receptor tiene la
capacidad de presentar empalme alternativo que genera diferentes isoformas (Figura 4),
algunas presentan deleciones en la zona codificante del CRD, el cuello o la regidn
transmembrana. Debido a este procesamiento alternativo y a las limitaciones con los
anticuerpos que reconocen dectin-1 sin discriminar entre sus diferentes tipos, se realizaron
anadlisis de RT-PCR para estudiar la expresiéon de estas isoformas a lo largo del proceso de

diferenciacién celular.

Al comienzo de la diferenciacién, en los monocitos, solo se detectd la isoforma D,
caracterizada por la ausencia de la region que codifica para el cuello del receptor y parte de la
region del CRD. Segun avanza la diferenciacion celular disminuyé la expresion de la isoforma D
y aparecieron las isoformas Ay B en M@ SH y M@ M-CSF. En las células dendriticas de cinco
dias de diferenciacidn apenas se pudieron detectar las isoformas A y D, siendo la B la

predominante (Figura 17, panel superior).

Para cuantificar los cambios en la expresion del receptor, se llevé a cabo un andlisis
mediante RT-PCR a tiempo real con cebadores especificos, abarcando las porciones
extracelulares e intracelulares de dectin-1 humano para detectar las isoformas A, By D (Tabla
3). Los M@ M-CSF presentaron mayor expresion de dectin-1 global comparado con los M@ SH,
y este aumento se debid principalmente a una mayor cantidad de las isoformas A y B, en

especial de la B en detrimento de la D (Figura 17, panel inferior izquierdo).
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Figura 17. Niveles de expresion del ARN mensajero de los receptores. La identificacion de las diferentes
isoformas se realizd6 mediante la secuenciacién del ADNc del producto de la RT-PCR. Las PCRs a tiempo
real se llevaron a cabo con cebadores para las diferentes isoformas de dectin-1, dectin-2, DC-SIGN,
CD206 y TLR2. Los resultados fueron normalizados por la expresiéon de gadph. Los resultados se
representan como la media + DE de cuatro experimentos independientes. *Indica p<0.05.

El receptor dectin-2 también presenta un procesamiento alternativo que genera dos
isoformas, una de las cuales es soluble y no se expresa en la membrana de las células.
Mediante RT-PCR se analizé la expresién de ambas isoformas. Tanto en los M@ SH como en los
M@ M-CSF, se detectd mayor expresidn del receptor asociado a membrana, siendo mayor en

el segundo caso (Figura 17).

También se analiz6 el ARN mensajero codificante para otros receptores posiblemente
implicados en el reconocimiento de PAMPs flngicos. DC-SIGN fue el receptor que mayor
expresion presentd en todos los tipos celulares, especialmente en células dendriticas (Figura
17, panel inferior derecho), aunque éstas también expresaron CD206 y TLR2 en menor medida.
El aumento de DC-SIGN estaria de acuerdo con el incremento de la expresidon de los receptores
de lectina tipo-C en los macréfagos de tipo M2 (Dominguez-Soto et al., 2011). Estos resultados
indicarian que en el proceso de diferenciacién de monocitos a macréfagos se incrementa la
expresion de diferentes isoformas de dectin-1 y DC-SIGN que permitirian un mejor

reconocimiento de los mananos y B-glucanos de la pared celular de los hongos.
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1.2 Fagocitosis del zymosan

Las células dendriticas y los macrdofagos presentan una elevada capacidad fagocitica
que les permite llevar a cabo correctamente sus funciones de procesamiento de antigenos y
limpieza del medio extracelular. Para estudiar esta propiedad, se utilizaron particulas de
zymosan conjugado con Alexa Fluor®-488 opsonizado con suero humano fresco y sin
opsonizar, se incubaron con las células durante periodos entre 5y 120 minutos y se realizo la
cuantificacidn de las particulas fagocitadas. Las células dendriticas fagocitaron con la misma
facilidad ambos tipos de particulas (Figura 18), pudiendo alcanzar a los 15-30 minutos su
maxima capacidad de captacion. A los 30 minutos, alrededor del 100% de la poblacidn celular
habia sido capaz de fagocitar al menos una particula. La media de intensidad de fluorescencia
(MFI) aumentd proporcionalmente con el tiempo, siendo un indicador del numero de

particulas fagocitadas por cada célula.

30 min

Control
Zymosan
Zymosan ops

Eventos

Intensidad de fluorescencia

Figura 18. Fagocitosis de particulas de zymosan por células dendriticas. Las células se incubaron con
cinco particulas de zymosan Alexa Fluor®-488 por célula a 37°C opsonizado (ops) y sin opsonizar segun
los tiempos indicados. Se trataron con liticasa para eliminar las particulas de zymosan no fagocitadas.
Los resultados se analizaron mediante citometria de flujo y el software FlowJo. La gréfica es
representativa de tres experimentos independientes con resultados similares.
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En el caso de los M@ SH y M@ M-CSF, se pudo observar un desfase en la captacién de
particulas dependiendo de si estaban o no recubiertas por iC3b (Figura 19, paneles superiores).
Las particulas opsonizadas se fagocitaron a mayor velocidad y en mayor cantidad que el
zymosan sin opsonizar. Entre el 80 y el 100 % de la poblacién habia captado al meno una
particula a los 30 minutos de incubacién con zymosan opsonizado mientras que la fagocitosis

del zymosan sin tratar se acercaba al 50 % de la poblacion en el mismo rango temporal.
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Figura 19. Fagocitosis de particulas de zymosan por macréfagos. Los M@ SH y M@ M-CSF se trataron en
ausencia y en presencia de 10 ng/ml de LPS durante tres horas y se incubaron segin los tiempos
indicados con cinco particulas de zymosan Alexa Fluor® 488 por célula a 37°C. Las células se trataron con
liticasa para eliminar las particulas de zymosan no fagocitadas. Los resultados se analizaron mediante
citometria de flujo y el software FlowJo. La Grafica es representativa de tres experimentos
independientes con resultados similares. Los nimeros indicados son los datos de MFI en cada caso.

El patrén de captacion no se influyd de forma apreciable por el proceso de
diferenciacion de los macrdfagos, aunque en el caso de M@ SH se observé un ligero aumento
en la captaciéon de particulas por cada célula y un mayor nimero de células fagocitarias (Figura
19, paneles superiores). El tratamiento previo de los macréfagos con un priming de LPS
durante tres horas no modificé la capacidad fagocitica de las células (Figura 19, paneles

inferiores).

1.3 Produccidn y expresion de mediadores pro-inflamatorios

La estimulacidn de las células mieloides con compuestos derivados de la pared externa

de los hongos genera una gran cantidad de respuestas que incluyen la liberacion de
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mediadores pro-inflamatorios como el acido araquiddnico (AA) o la prostaglandina E, (PGE,), y

la activacidén de genes implicados en la respuesta inflamatoria.

O Liberacidon de acido araquidénico (AA)

El acido araquiddénico es un producto formado en la cascada de sefializacion
Syk/MAPK/fosfolipasa A, citosdlica (cPLA,) que puede metabolizarse por enzimas como las
ciclooxigenasas (COX) 1 y 2. Por este motivo, se analizd la liberacién de acido araquiddnico
marcado con tritio ([*H]AA) al medio de cultivo. Los monocitos y los M@ SH apenas liberaron
cantidades detectables de [*H]AA cuando se trataron con zymosan, zymosan empobrecido en
componentes que actlen a través de receptores tipo Toll (zymosan deplecionado) o particulas
puras de B-glucano (Figura 20). Sin embargo, cuando los estimulos se opsonizaron con suero
humano fresco aumentd la liberacion de [*H]AA. En cambio, en las células dendriticas y M@ M-
CSF, el zymosan sin tratar fue capaz de inducir la liberacién en cantidades significativas de
[*H]AA que, en el caso de las células dendriticas no se incrementd con la previa opsonizacion
del estimulo, a diferencia del incremento notable que se observé al estimular los M@ M-CSF

con zymosan opsonizado (Figura 20).
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Figura 20. Liberacion de [*H]-AA por monocitos, células dendriticas y macréfagos. Las células se
marcaron con 0.2 pCi/ml de H]-AA y se incubaron durante 90 minutos con 1 mg/ml de zymosan, 1
mg/ml de zymosan deplecionado (zym-dep), 1 mg/ml de particulas dep -glucano (B-glu) y 100 ug/ml de
inmunocomplejos (IC). Los resultados se representan como la media + DE de cuatro experimentos
independientes. *Indica p<0.05.

Para analizar los receptores que participan en la ruta de sefializacion que conduce a la
liberacion de acido araquidénico mediada por estimulos derivados de la pared de hongos, se
utilizaron M@ SH y se pre-incubaron con anticuerpos bloqueantes para dectin-1, CD11b,
CD11c, CD32 A y sus combinaciones. Solo en presencia del anticuerpo anti-CD32A se observd
una disminucion de la liberacion del [*H]AA en el caso de la estimulacion de las células con

particulas de B-glucano opsonizadas (Figura 21, panel izquierdo), pero no se inhibié la
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liberacion con ninguno de los otros anticuerpos bloqueantes. Para determinar si el receptor
implicado era dectin-1, se utilizaron células derivadas de médula dsea (BMDC) de ratones
silvestres (WT) y deficientes en dectin-1 (KO) diferenciadas a macréfagos en presencia de M-
CSF. Las células deficientes en dectin-1 no presentaron liberacion de [H]AA en respuesta al
zymosan ni a sus derivados enriquecidos en B-glucanos, a diferencia de lo ocurrido en las
silvestres (Figura 21, panel derecho), lo que indicaria la participacion de dectin-1 en la

liberacion del 4cido araquidénico inducida por B-glucanos.
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Figura 21. Liberacién de [*H]-AA por macréfagos humanos y de ratén. Las células se marcaron con 0.2
uCi/ml de [*H]-AA y se incubaron durante 90 minutos con 1 mg/ml de zymosan, 1 mg/ml de zymosan
deplecionado, 1 mg/ml de particulas dep -glucano, 100 pug/ml de inmunocomplejos (IC) o 100 pug/ml de
curdlan. En el caso del tratamiento con anti CD32, las células se incubaron con 1@g/ml de anticuerpo
durante 30 minutos previos a la estimulacion. Los resultados se representan como la media + DE de
cinco experimentos independientes. *Indica p<0.05.

La liberacidon del acido araquiddnico de los fosfolipidos de las membranas depende de
la actividad de la enzima cPLA,. Para determinar si los cambios en la capacidad para liberar
acido araquidonico observados en los diferentes tipos celulares pudieran explicarse por
variaciones en el contenido de cPLA, (Parti et al., 2010), se analizé su expresién. No se
detectaron cambios en la expresion de la enzima a lo largo del proceso de diferenciaciéon desde

monocitos a macrofagos tanto con SH como con M-CSF (datos no mostrados).

0 Produccion de prostaglandina E, (PGE,)

La PGE; es el principal metabolito derivado del acido araquiddnico que se libera en las
células dendriticas y en los macréfagos en respuesta a PAMPs fungicos. Por este motivo, se
estudio el efecto del zymosan sobre la produccidon de PGE, en macréfagos bajo diferentes

condiciones. Después de tres horas de incubaciéon con zymosan apenas se detectd produccién
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de PGE, en los sobrenadantes de los M@ SH, llegando a 0.5 ng/ml si se dejaba actuar el
estimulo 24 horas (Figuras 22 y 24). Un priming con LPS indujo por si mismo la produccidn de
PGE, y también modificd el patréon de respuesta al zymosan, al incrementar significativamente
los niveles de PGE, secretados a las 3 y a las 24 horas (Figuras 22 y 24). Estos datos sugieren
que bajas dosis de LPS muestran sinergismo con el zymosan en los M@ SH. Por el contrario, los
M@ M-CSF, produjeron mayor cantidad de PGE, que los M@ SH y no se observé una respuesta

sinérgica inducida por el priming con LPS (Figura 22).
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Figura 22. Produccién de PGE, por macréfagos a las 24 horas. M@ SH y M@ M-CSF se pre-incubaron en
presencia y en ausencia de 10 ng/ml de LPS o de 100 U/ml de IFN durante tres horas y se incubaron
durante 24 horas con 1 mg/ml de zymosan. Los resultados se representan como la media + DE de tres
experimentos independientes. *Indica p<0.05.

Un efecto similar al del LPS se pudo observar cuando se pre-incubaron las células con
bajas dosis de IFN-a o IFN-y (Figura 22, panel derecho) y posteriormente se estimularon con
zymosan. A diferencia del LPS, ninguno de los IFN produjo por si mismo secrecion de PGE, pero

si potenciaron la eficiencia de los estimulos.

También se realizaron experimentos con los componentes del zymosan por separado.
Por si mismos, los mananos y los glucanos tienen una capacidad limitada de produccion de
PGE,, siendo menor la PGE, en el caso de la estimulacién con manano. El priming con LPS
produjo un aumento sinérgico de la respuesta (Figura 23, panel izquierdo) similar al visto con
el zymosan. Estos resultados indicarian que la respuesta del zymosan se ve potenciada por

estimulos que generan macréfagos polarizados hacia tipo M1y por M-CSF.
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Figura 23. Produccion de PGE, por macréfagos humanos y de raton y efecto del inhibidor catepsina y
los compuestos que bloquean la fagocitosis. Los M@ SH se pre-incubaron en ausencia o en presencia de
10 ng/ml de LPS durante tres horas. En los casos indicados se trataron también con 2 uM de citocalasina
Dy 10 uM de CA-074 durante 30 minutos y finalmente se incubaron con 1 mg/ml de zymosan, 1 mg/ml
de particulas de B-glucanos y 1 mg/ml de manan durante 24 horas. Los resultados se representan como
la media + DE de cuatro experimentos independientes. *Indica p<0.05.

Mediante el uso de ratones deficientes en dectin-1 se analizo la participacidén de este
receptor en la liberaciéon de PGE, (Figura 23, panel derecho). Se midid la produccién 24 horas
después de estimular las células y se observé que el zymosan se comportaba como un estimulo
potente, a diferencia de la ausencia de respuesta provocada por las particulas de B-glucanos.
Sorprendentemente, la respuesta del zymosan fue mayor en las células deficientes en dectin-1
comparadas con las silvestres y el priming con LPS no modificd la respuesta en ninguno de los
casos. Estos datos sugieren que deben ser otros componentes del zymosan como los mananos,
que son reconocidos por otros receptores diferentes a dectin-1, los implicados en la

produccidn tardia de PGE,.

Como el zymosan es una particula fagocitable, se realizaron experimentos
encaminados a discriminar entre la respuesta generada por los PAMPs contenidos en el
zymosan en su interaccion con los PRRs, y la respuesta debida a que sea una particula que
pueda ser reconocida por mecanismos independientes de la unidn a receptores y ejercer su
efecto desde el fagosoma. Para ello, se utilizé un inhibidor de la fagocitosis que impide la
elongacion y polimerizacion de los filamentos de actina, la citocalasina D, el inhibidor de la

proteasa lisosomal catepsina B (CA-074) y el estabilizador lisosomal PVNO.
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Figura 24. Produccién de PGE, por macrofagos a 3 y 24 horas. M@ SH en presencia y en ausencia de 10
ng/ml de LPS durante tres horas, se trataron con 2 uM de citocalasina D y 10 uM de CA-074 durante 30
minutos y 20 pg/ml de PVNO durante 6 horas. A continuacidn, se incubaron durante 24 horas con 1
mg/ml de zymosan. Los resultados se representan como la media + DE de tres experimentos
independientes. *Indica p<0.05.

Como se muestra en la Figura 24, la citocalasina D y el CA-074 inhibieron tanto la
respuesta del zymosan como la del zymosan opsonizado y sus componentes, mananos y
glucanos (Figura 23). En cambio, el inhibidor PVYNO no disminuyd la producciéon de PGE, en
ninguno de los casos. Estos resultados indicarian que la captacién de particulas al fagosoma y
la extravasacion de catepsina B al citosol podrian estar implicadas en la produccion de PGE,

generada por el zymosan.

O Expresion de COX-2

La produccidn de PGE, depende de la actividad de dos enzimas: COX-1, que se expresa
constitutivamente y COX-2, que es una enzima inducible. Para estudiar su implicacién en la
produccién de PGE, cuando se estimulan las células con patrones fungicos, se analizé su
expresion. En los macréfagos estimulados con zymosan, COX-2 se indujo ligeramente a partir
de las dos horas, detectandose la mayor expresidn de la enzima a las 6 horas de estimulacidn,
en cambio esto no ocurrié en el caso del zymosan opsonizado y no se detectaron diferencias
significativas entre la expresion de COX-2 en los M@ SH y M@ M-CSF (Figura 25, panel
izquierdo). La diferenciacion de los macréfagos con M-CSF no produjo por si misma induccidn
marcada de COX-2 (Figura 25, panel izquierdo). Utilizando un estimulo particulado inerte, bolas
de latex en vez de zymosan, para discriminar entre la posible induccién generada por la
fagocitosis o por el reconocimiento de PAMPs flngicos, se observd una expresion de COX-2

pero mucho menor que la inducida en el caso del zymosan (Figura 25, panel derecho).
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Figura 25. Expresion de COX-2 en macréfagos. M@ SH y M@ M-CSF estimulados con 1 mg/ml de
zymosan durante 2 y 6 horas (panel izquierdo). Los M@ SH se pre-incubaron en ausencia y en presencia
de 10 ng/ml de LPS durante tres horas, se estimularon con 60 particulas de bolas de latex/célula durante
seis horas. Los lisados celulares se usaron para la inmunodeteccién de la proteina COX-2, utilizandose la

proteina B -actina como control de carga. Los resultados son representativos de tres experimentos
independientes.

La induccion de la enzima no se vio afectada cuando se hizo una pre-incubacién con
dosis bajas de IFN-y (Figura 26). En cambio, tratando los macréfagos con bajas dosis de LPS se
pudo observar una fuerte induccién de COX-2 en condiciones basales. En el caso de las pre-
incubaciones con IL-4, usada para favorecer una diferenciacion a macréfagos de tipo M2, ésta
indujo una expresiéon de la enzima detectable a partir de las dos horas de la adicién del

estimulo, aunque menor que con LPS.

Estos datos indicarian que aunque la diferenciacion con M-CSF y la pre-incubacion con
LPS e IFN-y incrementan la produccion de PGE, en los macréfagos, estos efectos no pueden ser

explicados solo por el aumento de la expresion de COX-2 y cPLA,, y el efecto de priming se

debe a distintos mecanismos.
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Figura 26. Expresion de COX-2 en macrofagos sometidos a priming con distintas adiciones. M@ SH y
M@ M-CSF pre-incubados durante tres horas con 10 ng/ml de LPS, 500 U/ml de IL-4 0 100 U/ml de IFNy.
Se estimularon en ausencia y en presencia de 1 mg/ml de zymosan durante los tiempos indicados. Se
utilizaron lisados celulares totales para la inmunodeteccion de la proteina COX-2. La proteina B-actina se

utilizé como control de carga. El resultado es representativo de tres experimentos independientes con
resultados similares.

1.4 Patrdn de liberacidn de citoquinas

En muchos sistemas celulares el zymosan es un potente estimulo en la liberacién de
citoquinas como TNF-q, IL-6, IL-10 e IL-23 (Dillon et al., 2006; Leibundgut-Landmann et al.,
2007). Para comprobar en nuestro sistema de macréfagos humanos codmo afectaba la
estimulacion con estimulos de la pared de hongos sobre la produccién de citoquinas, se
estimularon las células con zymosan y con sus diferentes componentes. Como se muestra en la
Figura 27 panel izquierdo, el zymosan indujo la producciéon de TNF-a en M@ SH pero en
cantidades menores que las observadas en otros tipos celulares como las células dendriticas
(datos no mostrados). La produccién de TNF-a se inhibid solo cuando se estimularon las células
con particulas de B-glucano en presencia de anticuerpos bloqueantes para los receptores

dectin-1y CD32, pero no se detectd esta disminucidn con los otros estimulos.

Se ha descrito recientemente que el zymosan induce IL-1B por mecanismos que
implican la activaciéon del inflamasoma NLRP3 (Kankkunen et al.,, 2010), con estos
antecedentes se estimularon los macréfagos con zymosan o zymosan opsonizado. En ambos
casos solo se produjeron pequeiias cantidades de IL-1B en presencia de un priming con LPS y

este efecto se incrementd en presencia de 10 mM ATP (control positivo de la activacion del

inflamasoma) (Figura 27, panel derecho).
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Figura 27. Produccién TNF-a e IL-1B por M@ SH. Las células se estimularon con 1 mg/ml de zymosan, 1
mg/ml de particulas B-glucano o 1 mg/ml de manano durante 24 horas y se midié la concentracion de
TNF-a e IL-1B en los sobrenadantes. En los casos indicados se pre-incubaron las células con 10 ng/ml de
LPS y/o 10 mM ATP, 10 pg/ml de anticuerpo anti-CD32 o anti-dectin-1 durante 30 minutos. Los
resultados se representan como la media + DE de tres experimentos independientes. *Indica p<0.05.

A diferencia de la baja efectividad que presentd el zymosan para estimular la
produccién de TNF-a e IL-1B, se detectaron cantidades elevadas de IL-23 e IL-6 que no se
vieron afectadas por el priming con LPS en los M@ SH (Figura 28, paneles izquierdos). A
diferencia de los resultados observados en la liberacién del acido araquiddénico y en la
produccién de PGE,, los M@ M-CSF produjeron una menor cantidad de IL-6 e IL-23 que los M@
SH. Para comprobar cudl de los componentes del zymosan estaba implicado en esta respuesta,
se analizé la participacion del receptor fdde —glucanos dectin-1. Cuando se utilizaron los
macréfagos de ratdn deficientes en dectin-1, se observd una mayor liberacién de IL-6 en el
caso de los ratones deficientes en el receptor que en los silvestres (Figura 28, panel derecho),

lo que es similar al patron observado en la produccién de PGE,.
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Figura 28. Produccién de IL-6 e IL-23 por M@ SH humanos y macréfagos de ratén. Las células se pre-
incubaron en los casos indicados con 10 ng/ml de LPS durante tres horas y se estimularon con 1 mg/ml
de zymosan, 1 mg/ml de particulas B-glucano y 1 mg/ml de manan durante 24 horas. Al cabo de ese
tiempo se midieron en los sobrenadantes las citoquinas indicadas. Los resultados se representan como
la media + DE de tres experimentos independientes. *Indica p<0.05.

1.5 Proteinas adaptadoras y activacion de NF-kB

0 Proteinas adaptadoras y fosforilaciones en tirosina

Un mecanismo eficiente para potenciar la unidn del zymosan con la célula es proceder
a la opsonizacidn con suero humano fresco para que pueda interactuar con las integrinas de la
membrana que son los receptores de C3bi. Las integrinas y receptores de lectina tipo-C como
dectin-2 reclutan proteinas adaptadoras que contienen motivos ITAM e inician la cascada de
sefializacion que implica la activacién de Syk (Mdcsai et al., 2006). Con estos antecedentes, se
analizé el efecto del zymosan sobre las fosforilaciones de la proteina adaptadora DAP12, la
cadena-y del receptor Fc y el receptor CD32. Cuando se estimularon los M@ SH con zymosan o
zymosan opsonizado durante un minuto, no se detectd ninguna fosforilacidn en la cadena-y a
pesar de que las células presentaban gran cantidad de la misma (Figura 29, paneles
izquierdos). Cuando los experimentos se llevaron a cabo con un priming con LPS, se detectd

una pequefia cantidad de cadena-y fosforilada en tirosina, pero sin observarse diferencias
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entre los macrofagos estimulados y los controles. En cambio, si se detecté un aumento en la
fosforilacién de DAP12 en presencia de zymosan, tanto opsonizado como sin opsonizar, un
minuto después de la estimulacion. CD32 se detecté basalmente fosforilado en tirosina,
aumentando ligeramente esta fosforilacién en presencia de los diferentes estimulos (Figura 29,
paneles derechos), si bien el aumento de las fosforilaciones en las células estimuladas fue

dificilmente reproducible.
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Figura 29. Inmunoprecipitaciones y fosforilaciones en tirosina (Y) en macréfagos. El dia previo al
experimento se retird el suero a los M@ SH y se suplementé con BSA. Se pre-incubaron en los casos
indicados con 10 ng/ml de LPS durante tres horas y se estimularon con 1 mg/ml de zymosan, 1 mg/ml de
manan y 0.1 mg/ml de IC durante un minuto. Los lisados celulares se utilizaron para inmunoprecipitar
con un anticuerpo frente a la cadena-y del receptor Fc, anti-CD32A y anti-DAP12. Se separaron las
proteinas en un gel SDS/PAGE y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa usada para la
inmunodeteccion de las proteina indicadas.

Para comprobar que las proteinas adaptadoras fosforiladas activaban SyK, se analizé la
fosforilacién de las tirosinas Y525/526 de Syk a diferentes tiempos. Con un minuto de
estimulacién ya se pudo detectar la fosforilaciéon de Syk, especialmente cuando se incubaron

las células con zymosan opsonizado (Figura 30).

Tomados colectivamente, estos resultados indicarian que tanto el zymosan normal
como el opsonizado activan Syk rapidamente en los macréfagos por un mecanismo en el que

podrian participar la proteina adaptadora DAP12 y la fosforilacion basal de CD32A.
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Figura 30. Fosforilacion de Syk en macréfagos humanos. Las células se estimularon con 1 mg/ml de
zymosan, 1 mg/ml de particulas glucano y 1 mg/ml de manan durante los tiempos indicados. Se
utilizaron los lisados totales para detectar la fosforilacién de Y525/526 de Syk mediante un anticuerpo
fosfoespecifico. Los resultados son representativos de cuatro experimentos con resultados similares.

0 Activacion de la ruta NF-kB

Como las proteinas de la familia de NF-kB participan en la regulacion transcripcional de
cox-2 (gen ptgs2) puesto que éste contiene sitios kB en el promotor, se estudio la activacién y
translocacion de las proteinas NF-kB al nucleo celular en M@ SH. Cuando se incubaron las
células tras priming con LPS, se observo una rapida activacién de los factores de la familia NF-
kB al detectarse la translocacidon de RelA/p65 al nucleo al cabo de una hora (Figura 31, panel
izquierdo). Posteriormente RelA/p65 desaparecid del nlcleo para volver a reaparecer a las
cinco horas, lo que sugiere que esta segunda aparicion puede deberse a mecanismos

indirectos en los que participarian mediadores secundarios inducidos por la accién de LPS.
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Figura 31. Translocacion nuclear de diferentes proteinas de la familia NF-kB en macréfagos. Los M@ SH
fueron pre-tratados en ausencia y en presencia de 10 ng/ml de LPS e incubados con 1 mg/ml de
zymosan. A los tiempos indicados se recogieron las fracciones nucleares para la inmunodeteccién de c-
Rel y RelA/p65. Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes con
resultados similares. La proteina TBP (TATA box binding protein) se usé como control de carga.
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Cuando se estimularon los M@ SH con zymosan, se detectd la translocacién nuclear de
RelA/p65 vy c-Rel dos y cuatro horas después de afiadir los estimulos, lo que sugiere un patrén
de respuesta mas lento que el detectado en el caso del LPS (Figura 31, paneles derechos). En
cambio, p50 se detectd tanto en las células estimuladas como en las controles, sin diferencias
entre ambas condiciones (datos no mostrados), lo que concuerda con la distribucién habitual
de este miembro de la familia NF-kB, que se encuentra en el ndcleo en las células no activadas.

En cualquiera de los casos anteriores, la translocacion nuclear no se vio afectada por el priming

con LPS.

En el promotor de cox-2 se detecté aumento de la unién del factor RelA/p65 en las
células con priming con LPS y posterior estimulacién con zymosan a las dos horas (Figura 32).
Sin embargo, no se pudo demostrar aumento de la unién de c-Rel al promotor, aunque

también se habia observado un aumento de la translocacion al ntcleo tras la estimulacién con

zymosan.
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Figura 32. Efecto del zymosan sobre RelA/p65, c-Rel y la acetilacion de la histona H3 en macréfagos.
Los M@ SH se pre-incubaron en ausencia y en presencia de 10 ng/ml de LPS durante tres horas y se
estimularon con 1 mg/ml de zymosan durante dos horas. Una vez fijadas se realizé el ensayo de ChlIP. Se
muestra la electroforesis de un experimento realizado mediante PCR a tiempo real de 40 ciclos con los
cebadores para ptgs2. Se utilizé el input como control positivo.
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Se ha descrito que la acetilacion de la histona H3 disminuye en la diferenciaciéon a M@
tipo M2 como consecuencia de la activacion del factor Kriippel (Liao et al., 2011), sin embargo,
no se observaron cambios significativos en los niveles de acetilacién de la histona H3 en el

promotor de ptgs2 entre las células sometidas a priming y las controles (Figura 32).

80



Resultados

2. Objetivo: Estudiar la regulacion de la produccion de IL-10 en los monocitos

derivados a células dendriticas.

2.1 Produccion de IL-10 por diferentes estimulos

El zymosan es un potente estimulo para la produccién de IL-10 por las células
dendriticas. La liberacion de la citoquina se inicié cuatro horas después de la estimulacion con
zymosan y aumentd hasta las 24-30 horas. Otros estimulos como el LPS e IC produjeron

liberacion de IL-10, pero no de forma tan eficiente (Figura 33).
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Figura 33. Liberacion de IL-10 por células dendriticas. Las células se estimularon con las
concentraciones indicadas durante 24 horas y se midié la concentracion de IL-10 en los sobrenadantes.
La cinética de produccion de IL-10 se realizd con 1 mg/ml de zymosan y 0.1 mg/ml de IC. Los resultados
se representan como la media * DE de tres experimentos independientes.

Para comprobar cudl de los componentes del zymosan estaba implicado en la
respuesta, se realizaron ensayos de produccién de IL-10 con a-mananos y B-glucanos en forma
de curdlan. Aunqgue los dos estimulos liberaron IL-10 por separado (Figura 34), la combinacion
produjo un efecto sinérgico que podria indicar una cooperacién de los receptores implicados
en el reconocimiento de mananos y glucanos. Por este motivo, se utilizaron anticuerpos
especificos frente a los principales receptores que reconocen los componentes del zymosan:
DC-SIGN vy el receptor de manosa (CD206) implicados en el reconocimiento de mananos y
dectin-1 para los B-glucanos, y se analizé la participacion de cada uno de ellos en el
reconocimiento del zymosan por parte de las células dendriticas. Mientras que apenas se
detectd inhibicion de la produccidon de IL-10 en presencia del anticuerpo anti-CD206, la
liberacion de IL-10 disminuyd cuando se bloqued el receptor DC-SIGN y desaparecid casi por

completo en presencia del anticuerpo anti-dectin-1 (Figura 34). Estos resultados indicarian un
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papel fundamental del receptor de B-glucanos dectin-1 en la produccién de IL-10 inducida por

zymosan en las células dendriticas.
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Figura 34. Efecto de los componentes del
zymosan sobre la liberacion de IL-10 en
células dendriticas. Las células se estimularon
con 1 mg/ml de zymosan, 5 mg/ml de manan,
0.1 mg/ml de curdlan y sus combinaciones
durante 24 horas. En los casos que se
utilizaron anticuerpos, se pre-incubaron las
células con 10 pg/ml de anticuerpo durante 30
minutos y posteriormente se estimularon con
1 mg/ml de zymosan durante 24 horas.

Para determinar si el efecto del zymosan sobre la produccién de IL-10 era debido a

cambios en la transcripcidon génica, se midieron los niveles del ARN mensajero que codifica

il10. La estimulacidn por el zymosan produjo induccion del ARN mensajero en mayor cantidad

que la estimulacién por LPS o IC (Figura 35, panel izquierdo).
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Figura 35. Expresion y medida de estabilidad del ARNm de il10 en células dendriticas. Las células se
estimularon con 1 mg/ml de zymosan, 10 ug/ml de LPS y 0.1 mg/ml de IC durante los tiempos indicados.
En el caso del analisis de la estabilidad, se estimularon las células con zymosan 24 horas y a continuacion
se afiadié 1 pg/ml de actinomicina D. Se analiz6 mediante RT-PCR la expresion del ARNm de il10. Los

resultados se expresan en unidades arbitrarias (UA).

Se ha descrito que la estabilidad del ARNm en macréfagos de ratén es un mecanismo

relevante para la regulacién de IL-10 (Powell et al., 2000). Para determinar si ocurre lo mismo

en las células dendriticas humanas, se hicieron experimentos en presencia de un inhibidor de

la transcripcidn, la actinomicina D. Los niveles del ARN mensajero de il10 disminuyeron hasta

llegar a un 38% del mensajero inicial dos horas después de afadir al medio de cultivo el
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inhibidor, mientras que en las células control solo descendié un 14%, manteniéndose el 86%
del ARN mensajero inicial (Figura 35). Estos datos indicarian que en las células dendriticas la

estabilizacidon del mensajero juega un papel secundario en el control de la produccién de IL-10.

En experimentos realizados sobre la expresion génica de cox2 se obtuvieron resultados
similares a los descritos para el ARN mensajero de il10 (Figura 36, panel izquierdo). En células
dendriticas estimuladas con zymosan se produjo una induccién del ARN mensajero de cox2
mayor que la inducida por LPS (Figura 35, panel derecho). Con estos antecedentes, se abordd
el estudio de la participacién de las rutas de COX-1 y COX-2 sobre la liberacién de IL-10. Se
utilizaron los inhibidores selectivos SC560 y NS398, respectivamente activos sobre COX-1 y
COX-2. El uso de los inhibidores por separado no modificé la respuesta al zymosan, en cambio,
cuando se inhibieron las dos isoformas a la vez o se aumentoé la concentracidn del inhibidor de
COX-2 se pudo detectar una disminucién significativa de la liberacion de IL-10 (Figura 36
derecha), lo que indicaria que ambas isoformas participarian en la produccién de IL-10 en las

células dendriticas.

[ Control @ Zymosan [ Medio
¥ LPS

—_

_ Il Zymosan

e
o
—

2
— gm-
z I
2 100 & 8
E -: | * *
Z 101 2 9
< © 4r
$ 102 o oL
© 1
o0 i B BN B B |
0 4 8 12 16 20 24 T 3 2z 8= ® Qs
Tiempo (horas) £ I o= 8® o=
o O~ Ne 1w N o
O 6O Z- oZ 2%
D+

Figura 36. Expresion del ARN mensajero de cox2 y efecto de la regulacion de COX sobre la produccion
de IL-10 en células dendriticas. Las células se estimularon con 1 mg/ml de zymosan 6 0.1 mg/ml de IC
durante los tiempos indicados. La expresién de ARN mensajero se analizd mediante RT-PCR. Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias (UA). Las células para la produccion de IL-10 se pre-
incubaron durante 1 hora con 1 uM SC460, 1-5 uM NS398 o la combinaciéon de ambos, a continuacién se
estimularon en ausencia o en presencia de 1 mg/ml zymosan durante 24 horas. Los resultados se
representan como la media * DE de tres experimentos independientes. *Indica p<0.05.

2.2 Efecto de la modulacion farmacolégica sobre la produccion de IL-10

Mediante el uso de herramientas farmacolégicas se abordo el estudio de la produccion
de IL-10, intentando definir las rutas de activacién y los posibles factores de transcripcion

implicados como CREB y NF-kB.
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O Balance NF-kB y CREB

La quinasa glucdgeno sintasa B (GSK3B) es una enzima que regula positivamente la
actividad del factor de transcripcion NF-kB y negativamente la de CREB. La actividad de la
GSK3PB se inhibe por fosforilacion de la serina 9 llevado a cabo por AKT, que a su vez puede ser
modulada por varias quinasas, incluidas las de la familia de quinasas dependientes de

adenosina monofosfato (AMPK).

Para estudiar la implicacion de esta ruta en la produccién de IL-10, primero se inhibio
la actividad de GSK3p mediante adiadn de cloruro de litio (LiCl) al medio de cultivo. El LiCl a
concentraciones de 5-10 mM estimuld la liberacion de IL-10 y este aumento fue mads
significativo en presencia de zymosan (Figura 37, panel derecho). Ademads, se utilizé un
analogo permeable del AMP ciclico, el 8-Br-AMP ciclico, para estimular la actividad de la PKA.
Esta estimulacidn elevd la produccion de IL-10 en presencia de zymosan, pero no se observd
un efecto aditivo con la combinacion LiCl y 8Br-AMP ciclico, indicando que ambos compuestos

actuarian sobre la misma ruta de sefializacion.
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Figura 37. Efecto de diferentes compuestos sobre la produccién de IL-10 en células dendriticas. Las
células se pre-incubaron con 1 pM de PGE, 8Br-AMPc, LiCL, 10-30 pM H89, PDTGS SN50 durante 30
minutos y después se estimularon con 1 mg/ml de zymosan. La produccion de IL-10 se midid en los
sobrenadantes. Los resultados se representan como la media * DE de tres experimentos
independientes. *Indica p<0.05.

Como los experimentos con el andlogo permeable de AMP ciclico mostraron
estimulacién de la produccion de IL-10, se utilizd el inhibidor especifico de PKA H89, para
comprobar la dependencia de este efecto de la actividad de la enzima. Usando una
concentracion de 30 uM de H89 se inhibid casi por completo la produccion de IL-10 por

zymosan (Figura 37, panel izquierdo), confirmando con este resultado la participacion de PKA.
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Los receptores de prostanoides E tipo 2 y 4 participan en la regulacién de los niveles
intracelulares de AMP ciclico. El ligando que se une a estos receptores de membrana es la
PGE,. Esta unién activa la adenilato-ciclasa (AC). Como se ha visto en resultados anteriores, el
incremento de AMP ciclico en el interior de las células tiene un efecto limitado sobre la
produccién de IL-10. Esto se observé también cuando se afiadid PGE, exdgena, sin embargo, la
adiciéon de estos compuestos junto con el zymosan produjo un efecto sinérgico sobre la

liberacion de IL-10 (Figura 37).

Como GSK3p ejerce efectos opuestos sobre NF-kB y CREB, se utifizun inhibidor
general no selectivo de NF-kB (PDTC) y un inhibidor de la translocadin de la subunidad p50
(SN50) para determinar la participacién de la familia NF-kB. La presencia de los inhibidores
incrementd la liberacidon de IL-10 tanto por si mismos como en presencia de zymosan (Figura
37, panel derecho). Este resultado podria explicarse por la competicién entre NF-kB y CREB por

el co-activador CBP, necesario para la actividad de los factores de transcripcion.

Por ultimo, se comprobd que el aumento de liberaciéon de IL-10 provocado por la
presencia de zymosan solo o con LiCl y SN50, coincidia con un incremento en la fosforilacion
de la serina 9 de GSK3p (Figura 38), es decir, con un estado inactivo de la enzima que explicaria

su incapacidad para bloquear la activacion de CREB.
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Figura 38. Fosforilacion de GSKP en presencia de diferentes compuestos en lasétulas dendriticas.
Las células se pre-incubaron en presencia de 18 uM de SN50, 10 uM de H89 y 10 mM de LiCl durante
una hora, después se estimularon con 1 mg/ml de zymosan y 10 ug/ml de LPS durante 30 minutos. Los
extractos proteicos se analizaron mediante Western blot con un anticuerpo fosfoespecifico frente a la
serina 9 de GSK3p. Resultado representativo de tres experimentos independientes.

0 Implicacidn del calcio

La regulacion de la actividad de CREB se relaciona con varias quinasas, incluidas las
dependientes de calcio/calmodulina, y depende de sus co-activadores transcripcionales CBP y

TORC2. TORC2 en condiciones basales esta retenido en el citoplasma de las células como
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consecuencia de su fosforilacién e interaccidn con las proteinas 14-3-3. Esto depende de una
fosforilacién ténica bajo el control de las quinasas de la familia AMPK, que es aumentada por
GSK3B e inhibida por PKA. Cuando se elevan los niveles intracelulares de calcio, se activa la
fosfatasa calcineurina (estimulada por la calmodulina) y TORC2 es defosforilado, se transloca

al ndcleo donde puede actuar como co-activador transcripcional.

Para estudiar la participacidon del Ca®* en la regulacién de CREB, se utiliz el ionéforo
. « o . 2+ . .
ionomicina, que permite la entrada de Ca™ desde el exterior celular y aumenta los niveles
citoplasmaticos. En presencia de ionomicina se observé una produccién moderada de IL-10.
Cuando se cultivaron las células con un agente quelante de Ca®*, como el EDTA, junto con
zymosan, la produccién disminuyd pero no desaparecié por completo (Figura 39). Empleando
un inhibidor de la calcineurina, la ciclosporina A, a bajas concentraciones se detectd un
descenso de la produccion de IL-10 en las células dendriticas estimuladas con zymosan,

indicando que el calcio participa en la produccién de la citoquina.
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O Las rutas MAP/ERK y p38MAPK

La sefializaciéon desencadenada por MAP/ERK puede activar quinasas implicadas en la
fosforilacién de CREB (Screaton et al., 2004) o de histonas (Zhang et al., 2006) lo que permite
la union de los factores de la transcripcidon a los promotores. La sefializacion de p38 MAPK se
asocia con la activacién de quinasas activadas por mitégenos y estrés (MSK), las cuales
fosforilan CREB en las células de ratén tratadas con LPS (Ananieva et al., 2008). Para
comprobar la posible participacién de esta ruta en células dendriticas, se usaron los

inhibidores de MAP/ERK y de p38 MAPK, U0126 y SB203580, respectivamente. Los datos
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mostraron una gran disminucidon de la produccidon de IL-10 en presencia del inhibidor de

MAP/ERK pero no en presencia de SB203580 (datos no mostrados).

Tanto el zymosan como el LPS e IC estimularon la fosforilacién de p38 MAPK a tiempos

cortos, mientras que en el caso de la ruta MAP/ERK el zymosan fue el estimulo mas activo

(Figura 40).
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Figura 40. Efecto de diferentes estimulos sobre la fosforilacion de p38 MAPK y MAP/ERK en células
dendriticas. Las células se estimularon con 1 mg/ml de zymosan, 10 ug/ml de LPS y 100 pg/ml de IC
durante los tiempos indicados. Se analizaron los extractos proteicos con anticuerpos fosfoespecificos.
Experimento representativo de tres que mostraban idéntico patrén de fosforilacién.

2.3 Papel de los diferentes factores de transcripcion en la regulaciéon de il10

Puesto que la regulacién de la expresion de il10 se puede explicar mediante
mecanismos transcripcionales, se analizé el promotor humano de il10 con el programa
Matlnspector y la base Transfac y se alined con la secuencia del promotor de ratén para
detectar las secuencias conservadas e identificar los posibles factores de transcripciéon que

podrian estar implicados en la regulacién de il10 (Figura 41). El resultado del analisis indicé la
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presencia de sitios de union para los factores: NF-kB, STAT1-3, Sp1-3, c-Maf, NF-Y, ¢/EBP, CREB
y Pbx1.

CRE
-386-TGTCCACGTCACTGTGACCTAGGAACACGCGAATGAGAACCCACAGC
-360-T TCCACGTCA T TGACCT GGA CG GAATG GAA CCACAG

NF-Y c-Maf IRF
-225-GCAGAAGTTCATGTTCAACCAATCATTTTTGCITACGATGCAAAAAT
-196-GCAGAAGTTCAT T € ACCA T TIT GCITAC ATGCAAAAA

AT-rich SBP-1 Sp1
-178-TGAAAACTAAGTTTATTAGAGAGGTTAGAGAAGGAGGAGCTCTAAGC
-150- AAA  AA AGGAGGAGC

Spi-B/PU.1
Sp1/Stat1-3/Ets Pbx1

-133-AGAAAAAATCCTIGTGCCGGGAAACCTTGATTGTGGCTTTTTAATGAA

Sp1/Kruppel TATA box
-84-TGAAGAGGCCTCCCTGAGCTTACAATATAAAAGGGGGACAGAGAGG
-57- AGGCC C CTGAGC T CA TATAAAAGGGGGAC AGA G

c-Rel/Stat6/Ets

c/EBP +1
-38-TGAAGGTCTACACATAGGGGCTTGCTCTTGCAAAACCAAACCCACA

-11- ;ﬂ"«GGT'CT;ﬂ'\C;E'\.| TAG G CTTGCTCITGCA ACCAAA CCACA
+
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4+35-AG CAG CTTGC Murine

Figura 41. Secuencia del promotor proximal de il10. Alineacidn de las secuencias humana y de ratdn,
mostrando los lugares conservados y los sitios de unién de factores de transcripcion. El sitio de inicio de
la transcripcién esta indicado con +1.

Inicialmente se analizé en los extractos nucleares de células dendriticas la presencia de
actividad de unidn a la secuencia consenso de cada factor en presencia de estimulos fungicos
para seleccionar los posibles factores implicados en la regulacién de il10. No se detectd
actividad de union a ¢/EBP, STAT1 ni STAT3 en células tratadas con zymosan. En el estudio de
la secuencia consenso de STAT mediante EMSA tampoco se detectd actividad de unidn (datos
no mostrados) ni fosforilacién de STAT1 en presencia de zymosan (Figura 42). En cambio, si
aparecié respuesta a estimulos como LPS o IFN, y tras el lavado del medio de cultivo y la
adiciéon de IL-4. Aunque el zymosan no active STAT1 puede producirse una activacion
transitoria causada por las citoquinas presentes en el medio de cultivo. STAT3 mostré un ligero

grado de fosforilacion basal que no aumentd en las células estimuladas con zymosan, a

88



Resultados

diferencia de los estimulos que utilizan las vias de sefializacién acopladas a TLR4 (Figura 42).
Estos datos sugieren que los factores de la familia STAT no participan en la regulacion de la

produccién de IL-10 estimulada por zymosan en las células dendriticas.
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Figura 42. Efecto del LPS, IFN-y e IL-4 en la activacion de Statl y Stat3 en células dendriticas. Las
células se trataron con 1 mg/ml de zymosan, 10 pug/ml de LPS, 100 pg/ml de IC y 1000 U/ml de IFN
durante 30 minutos. Estas muestras y las obtenidas tras el lavado del medio y sustitucion del céctel de
citoquinas (800 U/ml de GM-CSF y 500 U/ml de IL-4) se utilizaron para analizar la fosforilaciéon en
tirosina de Statl y Stat3. Experimento representativo de tres con resultados similares.

Los factores de transcripcién Spl y Sp3 también se han asociado con la regulacién de la
actividad del promotor de /10 al unirse a la secuencia GGAGGA conservada en el promotor
humano y de ratdn (Brightbill et al., 2000; Tone et al., 2000). En los experimentos realizados se
observd una actividad de unidn constitutiva (Figura 43, paneles superiores), pero mediante los

ensayos de ChIP no se pudo detectar la unién al promotor de il10 (datos no mostrados).

La presencia de c-Maf en las células dendriticas se detectd a nivel de ARN mensajero
utilizando cebadores para las formas corta y larga producidas por un procesamiento
alternativo, pero no se pudo observar union de c-Maf al promotor de il10 en el estudio de ChIP
(datos no mostrados). Los experimentos de ChIP realizados para detectar Pbx-1 mostraron
inmunoprecipitaciones (IP) menores de 0.001% del total (input), sin encontrar diferencias
entre las células estimuladas y en reposo (datos no mostrados). El factor NF-Y no presenté
actividad de unidn en monocitos a diferencia de lo observado en las células dendriticas,
aunque en este caso no se observaron diferencias entre las células estimuladas y las células

control (Figura 43, panel inferior izquierdo).
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Figura 43. Presencia de actividad de unién de Sp1, Sp3, NF-Y y P-CREB en los extractos nucleares de
células dendriticas. Las células se estimularon con 1 mg/ml de zymosan, 10 ug/ml de LPS y 100 pug/ml de
IC durante 30 minutos y se analizaron los extractos nucleares usando un ensayo TransAM (Active Motif)
para la unidn de los factores indicados a sus secuencias consenso. La especificidad de la reaccién fue
confirmada llevando a cabo la reaccion en presencia de un exceso de sonda de tipo silvestre (WT) y
mutada (MT). Los controles positivos y negativos se incluyen en cada griéfica.
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En el caso de P-CREB tampoco se pudieron observar diferencias de la actividad de
unién entre las células estimuladas y en reposo (Figura 43, panel inferior derecho). Sin
embargo, si se detectd unidn al promotor de il10 mediante ensayos de ChIP en las células
estimuladas con zymosan durante 30 minutos a diferencia de las células sin tratar o las
inmunoprecipitadas con un anticuerpo irrelevante (Figura 44). El pre-tratamiento de las células

dendriticas con el inhibidor de la PKA H89, inhibié la unién de P-CREB al promotor (Figura 44).
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Figura 44. Union de P-CREB y CBP al promotor de il10 y cox2 en las células dendriticas. Las células se
estimularon durante 30 minutos con 1 mg/ml de zymosan y una vez fijadas con formaldehido se realizo
el ensayo de ChIP. El anilisis se realizé con PCR semicuantitativa de 30 ciclos y PCR a tiempo real de 40
ciclos con los cebadores del promotor de i/10 y de cox-2.

La unién de P-CREB al promotor de il10 coincidié temporalmente con un incremento
de la unién del co-activador transcripcional CBP 64 veces mayor en las células estimuladas con
zymosan que en las células no tratadas (Figura 44, panel derecho). Como control negativo de la
unién especifica al sitio CRE se utilizaron cebadores del promotor de il12p35 que no presenta
secuencias consenso de unién a CRE. Los resultados obtenidos de las PCRs fueron negativos.
Las IP realizadas con el anticuerpo anti-TBP se usaron como control positivo de la unién de la
magquinaria transcripcional al promotor de i/10 coincidiendo temporalmente con la unién de P-

CREB y CBP (figura 45).

91



Resultados

a a
a @
= Q <
= = 2 Figura 45. Unién de TBP y CBP al
< < = promotor de il10 en células dendriticas.
Curdlan ‘ - -t i +H' - F Las células se estimularon durante 30
Zymosan| -+ - S minutos en ausencia o en presencia de 1
110 P mg/ml de zymosan y 0.1 mg/ml de
! M curdlan. Se fijaron con formaldehido y se
12 12 hicieron ensayos de ChlIP. El analisis fue
=10 =10 con PCR semicuantitativa de 30 ciclos y
208 éo.a PCR a tiempo real de 40 ciclos con los
< 08 < 06 cebadores del promotor de i/10.
< 04 o 04
@ 02 m o2
00 © 00

En el promotor de cox2 también se encontrd unidn de P-CREB tras la estimulacién de
las células dendriticas con zymosan (Figura 44). Estos resultados estarian de acuerdo con la
presencia de dos sitios de unién a CREB en el promotor de cox2 y con la relevancia funcional

de estos sitios en la regulacion transcripcional de la enzima.

CRTC2/TORC2, un co-activador de CREB, puede translocarse al nucleo y unirse al
complejo de transcripcién, como consecuencia del aumento de calcio intracelular y la
activacion de la calcineurina. Puesto que el zymosan aumenta los niveles intracelulares de
calcio (Figura 34), se estudié el efecto del zymosan sobre la translocacion de CRTC2/TORC2 al
nucleo de las células dendriticas. Como se muestra en la Figura 46 (panel izquierdo), se detecté
la presencia de CRTC2/TORC2 en el nucleo celular con un patrén temporal coincidente con la

unién de P-CREB y CBP al sitio CRE del promotor de il10.

La translocacion de CRTC2/TORC2 al ntcleo solo se observé entre 30 y 60 minutos tras
la estimulacidn con zymosan, no siendo detectable a las cuatro horas (datos no mostrados).
Para determinar si la presencia de CRTC2/TORC2 en el nucleo de las células dendriticas estaba
ligada al complejo CREB/CBP presente en el promotor de il10, se realizaron IP de extractos
nucleares con un anticuerpo anti-P-CREB, pudiéndose detectar la co-IP de CRTC2/TORC2 en

células tratadas con zymosan durante 30 minutos (Figura 46, panel derecho).
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Figura 46. Efecto del zymosan sobre la translocaciéon nuclear de CRTC2/TORC2. Las células se
estimularon durante los tiempos indicados con 1 mg/ml de zymosan y se utilizaron los lisados
citoplasmaticos y nucleares para la inmunodeteccién de CRTC2/TORC2. Las preparaciones de linfocitos
se utilizaron como control positivo (panel izquierdo). Para la inmunoprecipitacion las células se
estimularon con 1 mg/ml de zymosan durante 30 minutos, las fracciones nucleares se utilizaron para IP
con 10 pg/ml de anticuerpo anti-P-CREB. El anticuerpo anti-TORC2 se utilizd para realizar el Western

Blot (panel derecho).
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3. Objetivo: Estudio del balance IL-12 p70/IL-23 en los monocitos derivados a

células dendriticas.

IL-12 p70 e IL-23 son dos citoquinas que comparten una cadena comun (IL-12 p40) y
difieren en la otra (IL-12 p35 e IL-23 p19 respectivamente). Ambas citoquinas se inducen
mediante el reconocimiento de PAMPs, pero generan diferentes respuestas funcionales, lo que

justifica el estudio de su regulacion.

3.1 Produccion de IL-23 versus IL-12

Para estudiar las diferencias que existen en la regulacién de estas citoquinas, se
comenzé analizando la produccion en las células dendriticas en respuesta a distintos estimulos.
Tanto el zymosan como el LPS fueron potentes inductores de IL-23 sin diferencias significativas
entre ambos estimulos, en cambio, solo el LPS fue capaz de aumentar la producciéon de IL-12

p70 (Figura 47).
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Figura 47. Produccién de IL-12 p70 e IL-23 en
células dendriticas. La produccion de IL-12 p70
e IL-23 se midié en los sobrenadantes de células
estimuladas durante 24 horas con 10 pg/ml de
LPS, 1 mg/ml de zymosan, 1 mg/ml de manan y
0.1 mg/ml de curdlan. Los resultados se
representan como la media + DE de cuatro
experimentos independientes.
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Las mayores concentraciones de las citoquinas se detectaron 24 horas después de su
estimulacién y en el caso del zymosan, la méxima liberacién de IL-23 se observd utilizando
concentraciones superiores a 0.5 mg/ml, a partir de 1.5 mg/ml la respuesta empez6 a decaer.
Por el contrario, el LPS no saturd la respuesta con concentraciones de hasta 20 pug/ml (datos
no mostrados). Para ver cual de los componentes del zymosan estaba implicado en la
produccién de IL-23, se estudiaron los efectos producidos por los glucanos y mananos por
separado. El curdlan indujo una mayor produccion de IL-23 que de IL-12p70, a diferencia de lo
que ocurre en el caso del manan. La combinacién de ambos estimulos tiene un efecto similar al

zymosan pero mas intenso (Figura 47).
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Para determinar si la induccion de las citoquinas se regula transcripcionalmente, se
llevaron a cabo RT-PCRs a tiempo real. Todos los estimulos utilizados indujeron el ARN
mensajero de il23p19 sin diferencias significativas entre zymosan y el LPS (Figura 48, paneles
superiores). En el caso de il12p35, el LPS produjo una induccidon de su expresién 66 veces
mayor que el zymosan. Cuando se analizd la expresion de /L12p40 (Figura 48 panel inferior
derecho), también el LPS indujo una mayor expresion del ARN mensajero que el zymosan,

aunque la diferencia fue menor que en el caso de il12p35.
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Figura 48. Expresion de il12p35, il12p40 e il23p19 en células dendriticas. La expresidn de los genes se
midié mediante la extraccion de ARN mensajero y RT-PCR a tiempo real. Los resultados se normalizaron
segun la expresion de gadph y se muestran en unidades arbitrarias (UA).

3.2 Regulacion transcripcional de il23p19

La regulacidn transcripcional de il23p19 se estudié mediante el uso de inhibidores de la
ruta de NF-kB debido a la presencia en el promotor de la citoquina de secuencias consenso
para la unién de esta familia de factores de transcripcién. Se pudo detectar una disminucion
significativa de la produccién de IL-23 cuando se emplearon los inhibidores no selectivos PDTC
y ALLN, en cambio, usando SN50, inhibidor de la subunidad p50, no se observd ningun efecto

sobre la produccién de la citoquina (Figura 49).
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Figura 49. Modulaciéon farmacoldgica de la produccién de IL-23 en células dendriticas. Las células se
incubaron durante 30 minutos en presencia de 18 uM SN50, 100 uM PDTC, 100 uM ALLN vy las
concentraciones indicadas de SB203580 y H89. A continuacidn, las células se estimularon durante 24
horas con 1 mg/ml de zymosan (panel izquierdo) y con 1 mg/ml de zymosan o 10 pug/ml de LPS (panel
derecho). Los resultados se representan como la media + DE de tres experimentos independientes.

*Indica p<0.05.

La ruta PKA/AMP ciclico puede estar implicada en la regulacidn de IL-23 debido a que
la subunidad catalitica de PKA participa en la regulacion de la actividad de NF-kB por su
conocida capacidad para fosforilar la serina 276 de RelA (Zhong et al., 1998; Yoon et al., 2008)
y, posiblemente, de c-Rel ya que presenta una secuencia consenso similar a la de RelA.
Ademads, se ha descrito que los agentes capaces de aumentar los niveles de AMP ciclico
potencian la produccién de IL-23 (Sheibanie et al., 2007). En cambio, experimentos llevados a
cabo con el andlogo permeable del AMP ciclio (8-bromo) y la activacidn de la adenilato ciclasa

con PGE; no incrementan la produccion de IL-23 (datos no mostrados).

Con estos antecedentes, se utilizé el inhibidor de PKA H89, que produjo una completa
inhibicidn en respuesta al zymosan y al LPS. Como H89 también inhibe la actividad de MSK,
para comprobar si esta enzima participaba en la ruta, se utilizo el inhibidor de p38 MAPK,
SB203580, porque esta enzima regula la actividad de MSK1 y MSK2. Se pudo observar una
potente inhibicidn de la produccion de IL-23 inducida por zymosan que dependié de la

concentracion utilizada de SB203580 (Figura 49).

La inhibicién producida por H89 podria ser debida a un efecto sobre la fosforilacion c-
Rel y/o RelA. Por ello, se abordd el estudio de la participacidn de los distintos elementos de la
familia NF-kB. Cuando se estimularon lasétulas dendriticas con  zymosan, se produjo una
translocacion nuclear de c-Rel, Rel B y RelA/p65 mantenida. Resultados similares se obtuvieron

con la combinacién de manan y curdlan (Figura 50). EI LPS también estimulé la translocacion
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de c-Rel y RelA en menor medida que el zymosan, pero en la induccidn de RelB fue el estimulo
mas potente. Al analizar los niveles de p50 se vio que no sufrieron cambios después de la
estimulacion celular (Figura 51), lo que estaria de acuerdo con la ausencia de efecto de los

inhibidores de la translocacion de p50 (Figura 49).
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Figura 50. Translocacién nuclear de las diferentes proteinas de la familia NF-kB en células dendriticas.
Las células se incubaron con 1 mg/ml de zymosan, 10 ug/ml de LPS o 5 mg/ml de manan + 0.1 mg/ml de
curdlan. A los tiempos indicados se recogieron las fracciones nucleares para la inmunodeteccion de c-
Rel, RelA/p65 y RelB. Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes
con resultados similares. TBP se utilizé como control de carga nuclear.

El estudio de las fosforilaciones de NF-kB se abordd mediante el uso de anticuerpos
fosfoespecificos que reconocen la serina 276 de RelA (este anticuerpo también puede
reconocer el epitopo de la Ser-267-c-Rel) y la serina 536 de RelA. El zymosan indujo una leve
fosforilacién de la serina 276 y mas intensa de la serina 536 de RelA (Figura 51), siendo en

cualquiera de los casos el estimulo mas potente.
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Figura 51. Translocacion nuclear de diferentes proteinas de NF-kB en células dendriticas. Las células
fueron incubadas con 1 mg/ml de zymosan, 10 pg/ml de LPS, 5 mg/ml de manan y 0.1 mg/ml de curdlan.
A los 30 minutos se recogieron las fracciones nucleares para la inmunodeteccién de p50 y de las formas
fosforiladas de RelA/p65. Los resultados son representativos de al menos 3 experimentos
independientes con resultados similares.
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Para confirmar el papel del sitio kB en la activacidén transcripcional, se analizé la unién
de las proteinas de NF-kB a los promotores de il12p35 e il23p19 mediante ensayos de ChlIP.
Como se observa en la Figura 52, el zymosan indujo una union de c-Rel al promotor de il23p19
significativa, mayor que la producida por LPS y que se acompafié de la presencia de MSK1.
Ademas, con el zymosan se observd union del co-activador CBP al promotor de il23p19 que, a
su vez se inhibid por H89. Asimismo se observé la fosforilacion de la histona H3 30 minutos

después de la estimulacién con zymosan y su inhibicién por H89 (Figura 52).

30 min 30 min 120 min 30 min 30 min
Anti-c-Rel Anti-RelB Input Anti- MSK1 Anti-P-S10-Histona H3.3
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Figura 52. Unién al promotor de il23p19 y fosforilacion de la histona H3 en células dendriticas. Las
células se estimularon con 1 mg/ml de zymosan y 10 ug/ml de LPS a los tiempos indicados. Tras la
fijacién con formaldehido, se realizé el ensayo de ChIP. Las PCR semi-cuantitativas fueron de 40 ciclos y
con cebadores para el promotor de il23p19. Se utilizé el input como control positivo.

En cambio, en el promotor de il12p35 solo se pudo detectar una débil y transitoria
unién de c-Rel en células estimuladas 30 minutos con zymosan mientras que tras la
estimulacion con LPS ésta union se detecté al menos hasta las cuatro horas. A diferencia de lo
que ocurre en el promotor de il23p19, en il12p35 se pudo observar una ligera fosforilacion
basal en la serina 10 de la histona H3 que no se vio aumentada por la estimulacidon con

zymosan ni inhibida por H89 (Figura 53).
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Figura 53. Unidén al promotor de il12p35 y fosforilaciéon de la histona H3 en células dendriticas. Las
células se estimularon con 1 mg/ml de zymosan y 10 ug/ml de LPS a los tiempos indicados. Tras la
fijacion con formaldehido, se realizé el ensayo de ChIP. Las PCR semi-cuantitativas fueron de 40 ciclos y
con cebadores para el promotor de il12p35.

Aunque RelB se detectd unido a ambos promotores (Figuras 52 y 53) no se obtuvieron
resultados reproducibles ni diferencias significativas entre las células estimuladas y las células

en reposo, lo que también ocurrié en el caso de RelA/p65 (datos no mostrados).

Estos resultados muestran diferentes grados y patrones temporales de ocupacién de
los promotores por c-Rel en respuesta a los distintos estimulos que podrian explicar las

diferentes respuestas observadas.

3.3 Efecto inhibitorio del zymosan sobre la produccion de IL-12 p35 inducida por la

combinacion LPS+IFN-y

La pre-incubacion de las células dendriticas con zymosan indujo una inhibicion de la
produccién de IL-12 p70 inducida por la combinacién de LPS + IFN-y sin afectar los niveles de
IL-23. Este efecto se observd con una pre-incubacién con zymosan de una hora (Figura 54),
pero fue mds intenso tras 12 horas de pre-incubacidn (datos no mostrados). La inhibicién se
detectd con concentraciones de zymosan mayores de 0.5 mg/ml y fue mas efectivo el zymosan
deplecionado que el normal, sugiriendo que este efecto es independiente de la activacion de
los componentes capaces de activar TLR2 (datos no mostrados). Este efecto inhibitorio del
zymosan se explica por una accién a nivel transcripcional puesto que se asocia con una

disminucién de los niveles de ARN mensajero de il12p35 (Figura 54, panel derecho).
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Figura 54. Inhibicién de la producciéon de IL12 p70, IL-23 y expresion de il12p35 por zymosan en
células dendriticas. Las células se incubaron en ausencia o en presencia de 1 mg/ml de zymosan una
hora antes de iniciar la estimulacién con 10 pg/ml de LPS y 1000 U/ml de IFN durante 24 horas. Se
recogieron los sobrenadantes para medir la produccidn de IL-23, IL-12 p70 y los ARN mensajero para la
expresion de il12p35.Los resultados se muestran en unidades arbitrarias (UA).

Implicacion de la familia NOTCH

Uno de los posibles mecanismos por los que el zymosan induce la inhibicién de la
transcripcién de il12p35 podria ser a través de la activacidn de los represores transcripcionales
de la familia NOTCH Hesl y Heyl, de los que se conoce que son capaces de bloquear la
produccién de IL-6 e IL-12 p70 inducida por ligandos de TLR en células mieloides de ratén (Hu
et al., 2008). En nuestro sistema de células dendriticas el zymosan también inhibi6 la
produccién de IL-6 inducida por LPS y por la combinacién LPS + IFN-y (resultados no
mostrados). Con estos antecedentes se abordé el estudio de la expresién de Hesl y Heyl en

células dendriticas.

La estimulacidn con zymosan y con LPS indujo el ARN mensajero de hes1, mientras que
heyl solo se detectd cuando se estimularon las células con zymosan (Figura 55, paneles
derechos). Esta expresion del ARN mensajero estuvo acompafiada por una induccién y
translocacion de la proteina Hes-1 del citoplasma al nudcleo celular. En el caso del zymosan,
ademas de ser mas marcada la induccién que con el LPS, se pudo observar una desapariciéon de

la proteina citoplasmatica.
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Figura 55. Efecto del zymosan sobre la expresion de Hesl y Heyl en células dendriticas. Las células se
incubaron a los tiempos indicados con 1 mg/ml de zymosan y 10 pg/ml de LPS. Se separaron las
fracciones citoplasmaticas de las nucleares y se utilizaron para inmunodeteccién de la proteina Hes1 —
actina y TBP se usaron como controles de carga. Los paneles de la derecha muestran la expresion de
ARN mensajero de hesl y heyl a los tiempos indicados. Los resultados se expresan en unidades
arbitrarias (UA).

TLE y la histona H3

Los represores transcripcionales Hesl y Heyl interaccionan frecuentemente con TLE
para formar un complejo inhibidor activo. Sobre estos antecedentes, se estudié la expresion
de TLE. Se pudo detectar la proteina una hora después de estimular las células con zymosan y
se mantuvo su translocacién nuclear hasta las seis horas. También se detecté un aumento de
la expresion del ARN mensajero de tlel (la isoforma de TLE mas frecuente en las células
mieloides) una hora después de afiadir zymosan (Figura 56). En cambio, la combinacién LPS +

IFN-y no indujo ni la proteina ni el ARN mensajero de TLE.
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Figura 56. Efecto del zymosan sobre la expresion de TLE en células dendriticas. Las células se incubaron
a los tiempos indicados con 1 mg/ml de zymosan o 10 pg/ml de LPS + 1000 U/ml de IFN-y. Se separaron
las fracciones citoplasmaticas de las nucleares y se utilizaron para la inmunodeteccion de la proteina
TLE. B—actina y TBP se usaron como controles de carga. En el panel derecho se muestra la expresién del
ARN mensajero codificante para tlel después de una incubacién de una hora con 1 mg/ml de zymosan,
10 pg/ml de LPS, 1000 U/ml de IFN-y o sus combinaciones.

El efecto de TLE en la transcripcion génica depende a su vez de una interaccién con la
histona H3 y del reclutamiento de las histonas deacetilasas. TLE es capaz de unirse a
deacetilasas de clase | (Chen et al., 1999) y lll (Ghosh et al., 2007), mientras que Hes 1 se une
solo a las de clase Il (Takata and Ishikawa, 2003). Mediante experimentos de co-
inmunoprecipitacion se observd que el zymosan produjo una interaccion de TLE y Hes1 con la
serina 10 fosforilada (P-Ser10) de la histona H3 (Figura 57). A diferencia del efecto producido
por la combinacién de LPS + INF-y, el zymosan redujo la cantidad de histona H3 acetilada en la
lisina 14 (Ac-K14) asociada a TLE y Hesl1, lo cual es consistente con la idea de que el zymosan
potencia el reclutamiento por TLE y Hesl de las histonas deacetilasas en ciertos promotores,
incluso cuando este efecto no se produzca sobre la acetilacidon global de la histona H3. A
diferencia de lo que ocurre en el promotor de il23p19, el zymosan redujo la cantidad de

histona acetilada en la lisina 14 en el promotor de il12p35 (Figura 57).
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Figura 57. Efecto del zymosan sobre TLE, Hes1 y la acetilacién de la histona H3 en células dendriticas.
Los lisados celulares de las células control y estimuladas con 1 mg/ml de zymosan durante cinco horas se
inmunoprecipitaron con anticuerpos frente a TLE1 y Hesl. Tras la separacién en SDS/PAGE vy
transferencia a membranas de celulosa, las membranas se utilizaron para la inmunodeteccion de P-S10-
histona, Ac-K14-histona H3 e histona H3. Los cambios en la acetilacion de la lisina 14 en los promotores
de il12p35 e il23p19 cinco horas después de la estimulacion, se muestran en el panel derecho. 100 nM
de tricostatina (TSA). Experimentos representativos de tres con resultados similares.

Experimentos realizados con inhibidores de las lisina deacetilasas mostraron que el
inhibidor de enzimas de clase | y Il tricostatina (TSA) bloqued por completo la produccion de IL-
12 p70, mientras que el inhibidor de clase Ill, indol EX527, aumentd la produccion de 1L-12

p70y redujo la inhibicién producida por el zymosan (Figura 58).
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Figura 58. Inhibicidn de la produccion de IL12 p70 en CD por inhibidores de deacetilasas. Las células
dendriticas se pre-incubaron en presencia de 100 nM de TSA durante 30 minutos y con 1 uM de EX527
durante seis horas. Se estimularon con 1 mg/ml de zymosan, 10 ug/ml de LPS + 1000 U/ml de IFN-y y sus
combinaciones durante 24 horas. Los resultados se representan como la media * SD de tres
experimentos independientes.
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Participacion de dectin-1

Para analizar si en el efecto inhibitorio del zymosan sobre la produccién de IL-12 p70
participa el receptor de glucanos dectin-1, se realizaron experimentos con un anticuerpo
bloqueante del receptor 30 minutos antes de afadir el zymosan. El efecto inhibitorio del
zymosan se pudo observar también en las células tratadas con el anticuerpo anti-dectin-1 en el

caso de la estimulacién con LPS + IFN-y (Figura 59).

— —~ 20r
r”_c@ i —1Control c_% - CAwT
2 1 I Anti-Dectin-1 = 16f B Dectin-1 KO
O | &2 B
= 2 12f
5, 08 S I
= = o0sf
o 2 |
S 04F s [
5ol il ™
! -
= po- = 00 .
LPS + IFN-y  + + + + + + LPS + IFN-y + + +
0 005 01 05 1 2 0 0.5 1
Zymosan (mg/ml) Zymosan (mg/ml)

Figura 59. Inhibicion de la produccion de IL12 p70 en células dendriticas humanas y de ratén dectin-17"
por zymosan. Las células humanas se pre-incubaron 30 minutos en presencia de 10 ug/ml de anticuerpo
anti-dectin-1, a continuacion se afiadieron las diferentes dosis de zymosan durante 1 hora y se
estimularon con 10 pg/ml de LPS + 1000 U/ml de IFN-y durante 24 horas (panel izquierdo). En la géfica
derecha se muestra el efecto inhibitorio del zymosan en células dendriticas de ratones WT y KO para
dectin-1 estimuladas con 10 ug/ml de LPS + 1000 U/ml de IFN-y durante 24 horas. Los resultados se
representan como la media £ SD de tres experimentos independientes.

Para confirmar estos resultados, se realizaron experimentos con células dendriticas
derivadas de la médula dsea de ratones deficientes en dectin-1. Como se muestra en la Figura
59, los ratones deficientes en dectin-1 mostraron una produccién menor de IL-12 p70 cuando
se estimularon con LPS + IFN-y comparados con los animales silvestres. Sin embargo, el
zymosan ejercié una inhibicion similar en ambos tipos celulares. Estos datos sugeririan que
dectin-1 no es el Unico receptor implicado en la respuesta del zymosan en relacion con su

inhibicién sobre la produccidn de IL-12 p70.
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Discusion

Objetivo 1: Caracterizar la respuesta de las células mieloides a fbs -glucanos en

funcion del entorno y el grado de diferenciacidon celular.

Las células dendriticas y los macréfagos derivados de monocitos son células muy
heterogéneas en funcidon de su estado de diferenciacion y polarizacion, de su localizacién y
entorno. Los resultados mostrados en esta tesis sugieren una respuesta diferente de los
macréfagos al zymosan dependiente del grado de diferenciacién y de los componentes
presentes en el medio (GM-CSF, M-CSF, IL-4, derivados bacterianos...) que pueden explicarse
en parte por el grado de expresion de receptores de membrana. Ademas, el zymosan puede
comportarse como una simple particula exégena que es reconocida por un mecanismo
independiente de los receptores pero que es capaz de iniciar una cascada de sefalizacion

complementaria de las inducidas por los PAMPs asociados que actuan a través de los PRRs.

En el caso de los M@ diferenciados con M-CSF, hay un aumento de la expresion
de las isoformas de dectin-1 A y B, especialmente la B, que explicaria que la unién al ligando
sea productiva en comparacion con lo observado en los M@ diferenciados con SH. También se
detecta mayor expresidn de dectin-2, MR y TLR2. En monocitos diferenciados con GM-CSF e IL-
4 para generar células dendriticas, también se detecté aumento de la expresién de los CLRs, lo
gue concuerda con los datos observados por otros autores (Willment et al., 2003). Por otra
parte, los M@ SH tratados con LPS durante tres horas no muestran diferencias en el patrén de
expresion de los PRRs, lo que estaria de acuerdo con los estudios que han referido cambios en

los receptores de superficie a partir de las 24 horas de incubacién (Willment et al., 2003).

El patrén de captacién de las particulas de zymosan es similar en los macréfagos
obtenidos mediante distintos procedimientos de diferenciacion, aunque los M@ SH capturan
las particulas a mayor velocidad que los M@ M-CSF. Sin embargo, las células dendriticas tienen
una gran capacidad para capturar el zymosan independientemente de que esté sin opsonizar o
recubierto por iC3b, mientras que los macréfagos muestran una captacion preferente de las
particulas opsonizadas. La respuesta al zymosan no es paralela a la captura de las particulas, lo
gue indicaria que la captacion de particulas y la liberacién de mediadores inflamatorios son
procesos independientes. La fagocitosis del zymosan muestra analogias con las respuestas a
las bolas de latex, las sales de aluminio, los cristales de silice (Kuroda et al., 2011) y los cristales
de monourato soédico (Martin et al., 2009), y con el incremento del acceso a los PRR

intracelulares provocado por el proceso fagosomal (Wolf et al., 2011). Esta respuesta se
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explicaria por una activacion temprana de Syk y mas retrasada del sistema de NF-kB, que
conduciria la inducciéon de moléculas pro-inflamatorias como COX-2. En los M@ SH y M@ M-
CSF la induccion de COX-2 se detecta a las seis horas de estimulacidon con el zymosan. Esta
activacion tardia podria explicarse por la union de la familia NF-kB a los dos sitios kB del
promotor de cox2 (ptgs2). La pre-incubacion con dosis bajas de IFN-y no modifican el patdn
de expresién de COX-2 en respuesta al zymosan, aunque incrementa la liberacion de PGE,. En
cambio, la pre-incubacién con LPS aumenta considerablemente la expresién de la enzima a
tiempos cortos, sin que se observe potenciacion de la expresién por el zymosan, lo que
indicaria que el LPS es un estimulo extraordinariamente activo para inducir COX-2. Uno de los
principales productos generados por la actividad de COX-2 es la PGE, cuya produccién se
potencia en respuesta a zymosan en los macréfagos expuestos a bajas dosis de LPS. El
mecanismo que explicaria este sinergismo podria ser una temprana y prominente activacion
de NF-kB generada por la ruta LPS/TLR4 y una Gctigasterior por mediadore s
secundarios, junto a una activacidon tardia producida por el zymosan que se observa en
ausencia del priming con LPS. Estos datos estan de acuerdo con los estudios sobre la
regulacién de ptgs2 dado que se trata de un gen de respuesta inmediata que contiene islas
CpG y muestra una acetilacion constitutiva de las histonas que permiten un estado
transcripcionalmente permisivo (Ramirez-Carrozzi et al., 2009). La potenciacion del efecto del
zymosan producida por el priming también se muestra a nivel del promotor de ptgs2 a juzgar
por el incremento de la ocupacién por parte de las proteinas RelA/p65, pero no parece
probable que este aumento de la presencia del factor de transcripcion se deba a un
incremento de la acetilacién del promotor ptgs2 en vista de los niveles similares de acetilacion
de la histona H3 encontrados en las células estimuladas y en reposo. A pesar del aumento
observado en la produccién de PGE,, no se pudo mostrar un aumento de expresion de COX-2
por el zymosan en células pre-tratadas con LPS, lo que posiblemente se debe a que la
expresion de la enzima no es siempre sindnimo de su actividad, puesto que contiene un
motivo de inestabilidad de 27 aminodcidos y se inactiva por el sustrato (Mbonye et al., 2008).
En el caso de los macrofagos sometidos a priming con IFN-y, una posible explicacién podria ser
la expresiéon de PGE, sintasa microsomal (mPGEs) como se ha descrito en otros sistemas

(Wright et al., 2004).

La liberacion de PGE, producida por el zymosan se inhibe por el bloqueo de la
fagocitosis con la citocalasina D. Este efecto inhibitorio sobre PGE, ha sido descrito
previamente en respuesta a cristales de silice y sales de aluminio (Kuroda et al., 2011) y en

células dendriticas de ratén estimuladas con B-glucanos particulados donde se detecté una

108



Dicusién

disminucién de la produccién de citoquinas en presencia de citocalasina D (Rosas et al., 2008).
Estos autores concluyen que la inhibicidn del ensamblaje del citoesqueleto por la citocalasina
D impide el movimiento celular y el contacto con las particulas, imposibilitando la fagocitosis
del estimulo particulado, pero no el reconocimiento de estimulos solubles (Rosas et al., 2008).
La produccién de PGE, es también sensible al bloqueo de la catepsina B, sin embargo, no se ha
podido detectar inhibicion por el estabilizante lisosomal PVNO. Estos datos estarian de
acuerdo con una activacion de la catepsina B por losp -glucanos a través de dectin-1, como se

ha descrito en un modelo de artritis experimental (Rosenzweig et al., 2011).

En la sefializacién por la proteina CARD9 se pueden distinguir las sefiales downstream
Syk como la activacion de p38MAPK que puede ocurrir en ausencia de produccién de
citoquinas y las sefiales dependientes de SyK/CARD9/NF-kB asociadas con la produccién de
citoquinas (Goodridge et al., 2009). En el primer caso, la translocaciéon de CARD9 al fagosoma si
puede potenciar la produccién de citoquinas si coincide con la activacion de los TLRs (Gantner
et al., 2003). La relevancia de esta cooperacion de receptores aumenta si tenemos en cuenta
que la degradacion de las particulas fagocitadas en el fagosoma pueden aumentar el acceso de
los TLR a sus ligandos y potenciar las respuestas al permitir la cooperacién de distintos tipos de
receptores (Wolf et al.,, 2011). La mayoria de los estudios disponibles se han realizado en
células tratadas con GM-CSF donde se ha encontrado un incremento de la expresidon de
receptores implicados en el reconocimiento de a-mananos y B-glucanos, pero no un aumento
de la expresion de cPLA, (Valera et al., 2008; Parti et al., 2010). Los estudios realizados hasta la
fecha habian mostrado un efecto down-regulatorio del M-CSF sobre la produccidon de
citoquinas en macrofagos de ratén (Rosas et al., 2008; Goodridge et al., 2009), pero la
liberacion de acido araquiddnico y la produccién de eicosanoides no han sido analizados por
estos trabajos. Los resultados aqui presentados permiten distinguir las respuestas
dependientes de la ruta de activacion SyK/ MAPK cPLA,/ analizada mediante el estudio de la
liberacion del dcido araquiddnico y las respuestas dependientes de la transcripcidon de los sitios
kKB como son la inducadn de COX -2, IL-6 e IL23. Utilizando macréfagos derivados de médula
6sea de ratones deficientes en dectin-1 observamos que la expresidon de dectin-1 es necesaria
para la liberacién del acido araquiddénico en respuesta a lof -glucanos, pero no parece tener
un papel fundamental en la produccion de citoquinas ya que no se detectd produccion de IL-6
ni PGE; en respuesta a estimulos que contienen exclusivamente B-glucanos. Inesperadamente,
las respuestas producidas por el zymosan que se pueden asociar con la transcripcikih

dependiente aumentaron en los ratones deficientes en dectin-1, lo que sugeriria que en
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ausencia de este receptor se favorece la unidén a otros receptores asociados con la activacion

de la transcripcion.

El zymosan se comporta como un estimulador poco activo del inflamasoma NLRP3 en
vista de la baja cantidad de IL-1B liberado en los mac6fagos humanos. En contraste con las
bajas cantidades de IL-1B, TNFa e IL-10, observadas en los macréfagos, el zymosan fue un
potente inductor de la produccidn de IL-6 e IL-23 sobretodo en los M@ SH en comparacién con
los M@ M-CSF. Estos datos concuerdan con los estudios realizados en ratones estimulados con
cristales de urato monosédico que inducen una alta produccion de IL-6 y bajos niveles de TNFa
e IL-1B (Martin et al., 2009), lo que se ha confirmado en eosindfilos humanos (Kobayashi et al.,
2010) y fibroblastos pulmonares (Hogan et al., 2011). Una elevada producciéon de IL-6 inducida
por el zymosan en comparacidn con otras citoquinas se ha descrito en fibroblastos de Ia
cérnea humana (Nomi et al., 2010), mientras que en las células dendriticas humanas se han
referido cantidades reducidas de IL-6 en comparacion con otras citoquinas como IL-10 e IL-23
(Leibundgut-Landmann et al., 2007). Estos estudios revelan que la respuesta al zymosan
depende del tipo celular y del grado de diferenciacion. Una posible explicacién de la potente
produccidon de IL-6 en los macrofagos estimulados con zymosan es que en su regulacion
transcripcional pueden cooperar NF-kB y CREB para reclutar el co-activador CBP en el
promotor de IL-6, y potenciar la expresion (Dendorfer et al., 1994; Wen et al., 2010; Spooren
et al., 2010). Este patron de cooperacion diferiria de otros sistemas donde CREB y RelA/p65 se
unen a diferentes promotores y compiten por CBP (Parry and Mackman, 1997; Vo and
Goodman, 2001). La predominante produccién de IL-23 puede explicarse por la robusta
capacidad del zymosan para bloquear la transcripcidon en el promotor de il12p35, como se
discute a continuacién, y el consiguiente uso exclusivo de la subunidad IL-12 p40 para formar

dimeros con IL23 p19 (Alvarez et al., 2011).

El papel de las proteinas adaptadoras debe analizarse en funcién del papel de estas
proteinas en la activacion de Syk y de su participacion en la sefializacién de las integrinas
(Mécsai et al., 2006) y en la captacion de los hongos (Moalli et al., 2010). Los datos aqui
presentados muestran una fosforilacion de DAP12 y CD32A, pero no se pudo demostrar
fosforilacién de la cadena del receptor Fc. A diferencia de la fosfadilaein tirosina
detectada en la molécula adaptadora DAP12 en respuesta al zymosan, la fosforilacién de
CD32A no mostrd diferencias significativas entre las células en reposo y las estimuladas con
zymosan, lo que concordaria con la ligera fosforilacion basal del ITAM cominmente observada
en macrdéfagos en ausencia de unidn a un ligando y que, sin embargo, pueden generar sefiales

de relevancia funcional (Ng et al., 2008; lvashkiv, 2009). Puesto que se ha descrito que la unidn
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directa de particulas a la membrana independientemente de la unidn a receptores puede
sefializar a través de DAP12/Syk (Mdcsai et al., 2006; Ng et al., 2008), nuestros datos son
compatibles con que una parte del efecto del zymosan sea independiete de la unién a

receptores.

Dado que el M-CSF incrementa la expresidén de las isoformas A y B de dectin-1 y la
expresion de los receptores con capacidad de unir a manosa como DC-SIGN, y respuestas
como la liberacidén de acido araquiddénico y la produccion de PGE, en ausencia de un
incremento de la expresidon de cPLA, y COX-2, estos resultados sugieren un efecto similar al del

GM-CSF, explicable por el aumento de la expresion de receptores de membrana.
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Objetivo 2: Estudiar la regulacion de la produccion de IL-10 en los monocitos

derivados a células dendriticas

La produccidn de IL-10 por las células de la inmunidad innata en respuesta a patégenos
es importante para mantener el equilibrio homeostatico y evitar las reacciones autoinmunes.
Estas funciones se llevan a cabo por sus acciones inmuno-reguladoras. Estudios previos
realizados en macrdfagos y células dendriticas sefialan la produccién en respuesta a PAMPs
derivados de la pared de los hongos de una alta cantidad de IL-10 e IL-23 y una baja secrecion
de IL-12 p70, en comparacion con el efecto de un estimulo como el LPS, que induce la
produccién de IL-12 p70. Estos hechos pueden tener consecuencias patofisiologicas dado el

efecto inmunoregulador de IL-10 y la participacion de IL-23 en reacciones autoinmunes.

La mayoria de los estudios sobre la regulacion de IL-10 se han realizado utilizando LPS,
ligando que actua a través del receptor TLR4 y que no posee capacidad para generar aumentos
transitorios de Ca®" intracelulares (Barbet et al., 2008). Este hecho es importante para explicar
la diferente respuesta producida por el zymosan, que ademads de actuar sobre dectin-1, es
reconocido por TLR2. A diferencia de TLR2, TLR4 es capaz de activar la via de MyD88 y
también estimula la via TRIF y activa el sistema JAK/STAT. El reconocimientofde -glucanos
mediante dectin-1 sefializa por el motivo ITAM presente en la cola citoplasmatica del receptor
y permite la activacién de Syk y el reclutamiento de un complejo multi-proteico de
sefializacion. Ello conduce a la generacién de segundos mensajeros por la actividad de cPLC-y,
que hidroliza los fosfolipidos de la membrana para producir diacilglicerol e inositol 1,4,5-
trisfosfato. La relevancia de esta ruta se ha comprobado en ratones deficientes en cPLC-y que
muestran una respuesta reducida frente al zymosan (Xu et al., 2009) (Figura 60). Estas
diferencias en los mecanismos de sefializacién asociadas a cada estimulo explican por qué el
LPS y el zymosan son capaces de inducir respuestas muy diferentes en las células inflamatorias
y/o usar rutas de sefializacion distintas para generar las mismas respuestas. El control de la
expresion de IL-10 por STAT3 cuando se ha utilizado LPS como estimulo se ha pretendido
extender como mecanismo general (Benkhart et al., 2000; Chang et al., 2007; Villagra et al.,
2008), sin embargo, la generalizacidn del paradigma no parece justificada dada la distinta
capacidad de los diferentes estimulos para activar factores de transcripciéon (Chung et al.,,

2007; Park et al., 2008).
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Figura 60. Esquema de las vias de sefalizacion utilizadas por los diferentes estimulos. El LPS sefializa a
través de TLR4, activando las rutas de TRIF y MyD88. El zymosan seiializa a través de TLR2 y receptores
de lectina tipo C. Activa las vias de MyD88 y Syk, ademads, de mediadores inflamatorios.

La regulacion de IL-10 puede ocurrir a nivel transcripcional o post-transcripcional. La
estabilidad del ARN mensajero ha sido considerada uno de los principales mecanismo de
regulacién de la citoquina. En macréfagos de ratén se han descrito motivos AUUUA
desestabilizantes del ARN mensajero en la region no codificante 3" (3’UTR) de IL-10 (Powell et
al., 2000). Ademas, se ha detectado la capacidad de unir la proteina tristetraprolina al ARN
mensajero, lo que permite su desestabilizacion (Stoecklin et al., 2008), asi como la regulacion
mediante la presencia de micro ARNs (Sharma et al., 2009). En los experimentos realizados
hemos observado un ligero componente de regulacién asociado con la estabilidad del
mensajero, pero no en grado suficiente como para ser el principal sistema de regulacion de IL-

10 en respuesta al zymosan.

Nuestros resultados son compatibles con que el principal efecto del zymosan sobre la
produccién de IL-10 puede explicarse a través de mecanismos de regulacion transcripcional. La
lista de factores de transcripcién que se han asociado con la regulacién de IL-10 es muy amplia.
Se han descrito factores de transcripcion constitutivos en células hematopoyéticas como Sply
Sp3 que podrian regular la expresiéon de IL-10 dado que existen secuencias consenso
conservadas en el promotor humano y en el de ratén. Estos estudios se han realizado con
EMSAS y mediante ensayos de luciferasa, pero sin demostrar la unién del factor in vivo al
promotor nativo de la citoquina coincidiendo con la expresién de IL-10 (Brightbill et al., 2000;
Tone et al., 2000). Estos resultados muestran la presencia constitutiva de Spl y Sp3 en el

nucleo de las células dendriticas, pero no su unién al promotor proximal de /10 tras la
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estimulacién celular. Este papel regulador de Sp1 y Sp3 contrastaria con la interpretacién de la
funcién de estos factores que se comportan como co-activadores constitutivos de genes
houskeeping y genes sin caja TATA. STAT3 es uno de los factores de transcripcion que mas
frecuentemente se han asociado con la induccién de IL-10 en respuesta a LPS (Benkhart et al.,
2000; Chang et al., 2007). En cambio, en los experimentos realizados en células dendriticas
estimuladas con zymosan, STAT3 muestra un ligero grado de fosforilacién basal que no
aumenta si se compara con lo producido cuando se estimulan con un ligando capaz de activar
TLR4. El factor c-Maf, expresado constitutivamente en monocitos y macréfagos en reposo, ha
sido estudiado en células de ratéon y se han detectado su unién al promotor de /10 en
respuesta a LPS (Cao et al., 2004). En las células dendriticas humanas aunque se han visto
variaciones de la expresién del ARN de c-Maf, no hemos podido observar su unién al promotor
de il10 en presencia de zymosan. Estos datos indicarian que estimulos diferentes pueden usar
factores de transcripcidon distintos para activar la transcripcién de IL-10. Otro ejemplo de este
empleo alternativo de factores se ha observado al estudiar la induccién de /10 en macréfagos
de ratén estimulados con células apoptodticas, que se regulan por el factor Pbx1 (Chung et al.,

2007).

Los estudios realizados en ratones deficientes en la subunidad p50 de NF-kB muestran
un defecto en la produccidn de IL-10 y un descenso en la expresidon del ARN mensajero (Cao et
al., 2006). Autores como Gringhuis et al., proponen una regulacién dependiente de la
fosforilacién de la serina 276 de la subunidad p65 (Gringhuis et al., 2007). Estos estudios no
pueden trasladarse de forma univoca a las células humanas a la vista de la baja conservacién
de los sitios kB entre el humano y el dat Este hecho podria explicar el incremento de la
produccién de IL-10 asociado con la inhibicion de NF-kB mediante la competicién de NF-kB y
CREB por el co-activador CBP (Vo and Goodman, 2001) y por la actividad de las kinasas
dependientes de AMP que inhiben la activacién de NF-kB y favorecen la de CREB (Sag et al.,
2008).

Estudios recientes sobre Erk1/2 y p38 MAPK han descrito que, ademas de inducir
respuestas pro-inflamatorias, las MAPKs también pueden iniciar rutas de retroalimentacién
negativa a través de la activacién de las quinasas MSK1 y MSK2, que limitan la respuesta pro-
inflamatoria activada por las vias TLR. Las MSKs fosforilan CREB en la serina 133 y la histona
H3, lo que aumenta la transcripcién de il10 (Ananieva et al., 2008). Estos datos y los resultados
obtenidos en nuestros experimentos indican el papel central de CREB en la regulacién de IL-10.
Esta afirmacion se justificaria, en primer lugar, por la presencia de altos niveles de actividad de

uniéon de P-CREB a CRE en los nucleos celulares de las células dendriticas, incluso en ausencia
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de estimulos, lo que concuerda con estudios previos realizados en ratones (Kang et al., 2006) y
lineas celulares de monocitos humanos (Kuipers et al., 2008). Este hallazgo sugiere que
ademads de la fosforilacion de CREB se precisan otros mecanismos para producir la
transcripcién CRE-dependiente. Asimismo, el zymosan favorece la unién de CREB al sitio CRE
de il10, el reclutamiento del co-activador CBP vy la translocacion de CRTC/TORC2 al nucleo, lo
que permite la formacion del complejo nuclear P-CREB/TORC2. Estos resultados estdn de
acuerdo con la participacién de las sefiales mediadas por el AMP ciclico, que se favorece por
una produccidn autocrina de PGE,.el aumento de los niveles de Ca®" intracelular, la activacidn
de la calcineurina y las vias mediadas por las MAPK/ERK. La actividad de la GSK3B puede influir
en las vias anteriormente mencionadas, Los resultados obtenidos sugieren que CRTC/TORC2
puede funcionar en células dendriticas como un sensor dual para los niveles de AMP ciclico y
Ca*, al igual que se ha descrito en pancreas e higado (Screaton et al, 2004). CRTC/TORC2 es un
co-activador de CREB que estd retenido en el citoplasma de las células en reposo por
interacciones con las proteinas 14-3-3. Esto depende de una fosforilacion ténica llevada a cabo
por quinasas activadas por AMP (SIK2), cuya actividad se aumenta por GSK3f y se inhibe por
PKA (Silen Katoh et al., 2006). La defosforilacion de CRTC/TORC2 es llevada a cabo por la
calcineurina, que se regula por los niveles de Ca”" intracelular. Nuestros resultados concuerdan
con este modelo a la vista de la disminucién de la produccidn de IL-10 observada cuando se
bloquea la calcineurina y al aumento producido por los analogos permeables del AMP ciclico y
por los inhibidores de la enzima GSK3B. La potenciaadbn del efecto del zymosan, por el LiCl se
explicaria por su capacidad para aumentar la fosforilacion de la serina 9 de ffa yGSK3

aumentar la transcripcion dependiente de CREB favoreciendo la interaccién de CRTC/TORC2
con el dominio bZIP de CREB (Bder et al., 2007). Ademas, la unién de P-CREB al promotor de

il10 se inhibe en presencia del inhibidor de la PKA.

Este aumento de la produccién de IL-10 mediado por CREB guarda relacién con la
regulacién de la COX-2, que presenta dos sitios de unidn akB y dos sitios de unién a CRE en su
promotor humano. El zymosan es un potente inductor de cox2 y la induccién de la produccion
de IL-10 por la PGE, se ha descrito previamente (Harizi et al., 2002). En el caso de las células
estimuladas por zymosan la produccién endégena de PGE, como consecuencia de la activacion
de COX-2, potenciaria la produccidon de IL-10 ya que seria un potente mecanismo autocrino

para elevar los niveles de AMP ciclico a través de los receptores de E prostanoides.
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Figura 61. Esquema del complejo activador de la transcripcion que se forma en el promotor de i/l10 en
células dendriticas estimuladas con zymosan. TORC2/CRTC2 se retiene en el citoplasma por la
fosforilacion tonica por kinasas de la familia AMPK o SIK2. La defosforilacién por calcineurina y sefiales
dependientes de PKA y de GSK3p regulan la translocacion de CRTC/TORC2.

Tomados colectivamente, los datos presentados muestran al zymosan como un
potente inductor de la transcripcidn de il10 dependiente de CRE en las células dendriticas. En
este mecanismo regulatorio, el zymosan favorece la uniéon de P-CREB al promotor proximal de
il10 favoreciendo la transcripcion CRE-dependiente a la que contribuirdn la produccién
autocrina de PGE, y una red de interacciones de PKA, MAPK/ERK, GSK3B, calcineurina y la
presencia en el promotor de los co-activadores CBP y CRTC/TORC2, formando un complejo

iniciador de la transcripcion (Figura 61).
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Objetivo 3: Estudio del balance IL-12 p70/IL-23 en los monocitos derivados a células

dendriticas.

La IL-12 p70 es una citoquina importante en la respuesta pro-inflamatoria y en el inicio
de la respuesta adaptativa Thl. En cambio, la IL-23 modula principalmente una respuesta de
tipo Th17. Ambas citoquinas se producen por las células dendriticas y tienen una subunidad en
comun (IL12 p40) y otra diferente (IL12 p35 e IL23 p19). La regulacidn de estas citoquinas es
crucial para desencadenar una respuesta adecuada frente a los patogenos. Los resultados
obtenidos confirman que el zymosan es un fuerte inductor de IL-23 pero produce bajas
cantidades de IL-12 p70, a diferencia de lo que ocurre con el LPS que es capaz de producir las
dos citoquinas utilizando la via de sefializacidon de TLR4. La diferencia entre el efecto del LPS y
el del zymosan se pudo observar a nivel de ARN mensajero. Ambos estimulos fueron capaces
de inducir la expresion de il23p19 e il12p40, en cambio, solo el LPS fue capaz de aumentar la
expresion de il12p35. Esta incapacidad del zymosan para inducir il12p35 parece ser el factor

principal que explicaria la produccién predominante de IL-23.

La mayoria de los trabajos sobre la regulacion del promotor de il23p19 se han centrado
en el estudio de los factores de transcripcion NF-kB y ATF/CREB, aunque hay trabajos sobre la
participacion de AP1 (Liu et al., 2009) y la proteina homdloga de C/EBP (CHOP) (Goodall et al.,
2010). A la vista de los resultados obtenidos en el estudio de la regulacién de il10, donde la
ruta de la PKA y los niveles de AMP ciclico juegan un papel fundamental a través de CREB, los
resultados obtenidos sobre la modulacidon farmacoldgica de la produccién de IL-23 indican que
los niveles intracelulares de AMP ciclico no participan en su regulacién. Podria llevar a cierta
confusion el resultado obtenido con el inhibidor de la PKA H89, que produce un bloqueo
completo de la produccion de IL-23 en respuesta a LPS y a zymosan. Este hecho podria
explicarse porque H89 es un farmaco capaz de inhibir la actividad de PKA y MSK, y ambas
quinasas fosforilan la histona H3, la proteina cromosdmica HMG-14 (Saccani et al., 2003;
DeManno et al., 1999), CREB (Deak et al., 1998) y RelA/p65. Por este motivo, los efectos de
H89 deben ser estudiados minuciosamente antes de asignarlos a una diana especifica. El papel
de MSK1 en la produccién de IL-23 se apoya por la localizacidn de la enzima en el promotor de
iI23p19 en células estimuladas por zymosan y por el bloqueo de la liberacién de IL-23 en
presencia del inhibidor de la p38 MAPK SB203580, dado que esta kinasa se encuentra

localizada por encima de las rutas de sefializacion de MSK1 y MSK2 (Ananieva et al., 2008).

A diferencia de lo que ocurre con el factor de transcripcion CREB, los datos

presentados indican el posible papel regulador de NF-kB sobre el promotor de i[23p19 a la
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vista del efecto observado con los inhibidores generales de NF-kB como PDTC y ALLN sobre la
produccién de la citoquina. La falta de inhibicién por el inhibidor de la translocacion de la
subunidad p50 (SN50) puede explicarse por la presencia constitutiva de la proteina en el
nucleo celular y su papel inhibitorio de la transcripcidn cuando no forma dimeros con c-Rel o
p65. El zymosan induce la translocacion al ndcleo de c-Rel, RelA/p65 y RelB desde los 30
minutos hasta al menos cuatro horas de estimulacidon. c-Rel se ha considerado un factor
importante en el control de il12p35 en las células de ratén porque su promotor contiene una
secuencia 5'-GGGAATCC-3" en el sitiokB a la que se unen preferentemente lositheros que

contienen c-Rel (Liu et al., 2003; Kollet y Petro, 2006; Grumont et al., 2001). Curiosamente,
esta secuencia también estd presente en el promotor de iI23p19. En los estudios de ChIP
hemos observado que el zymosan es capaz de aumentar la unién de c-Rel al promotor de
iI23p19 junto con la unidén de MSK1 y CBP, e incrementa la fosforilacién temprana de la serina
10 de la histona H3, lo que constituyen condiciones éptimas para la activacion de la
transcripcién. A diferencia del efecto producido por el zymosan, el LPS tiene un efecto menor
sobre la unién de c-Rel al promotor de il23p19 pero produce la unién del factor al promotor de
il12p35 al menos desde los 30 minutos hasta cuatro horas después de la estimulacién. El
efecto de la PKA sobre la transcripcién dependiente de c-Rel parece deberse a la fosforilacidn
de la serina 10 de la histona H3, ya que c-Rel, a pesar de tener una S267 homdloga de la S276
de RelA no se fosforila por la subunidad catalitica de PKA ni por MSK. Los resultados obtenidos
indican que las diferencias en la produccién de IL-12 p70 inducida por LPS y zymosan pueden
explicarse por la distinta capacidad de estos estimulos para inducir la unidn de c-Rel a los sitios

kB del promotor de il12p35y de il23p19.

Nuestros resultados podrian interpretarse en el sentido de que el zymosan tiene un
efecto inhibidor sobre la sefial que produce el IFN-y y que es necesaria para la produccidn de
IL-12 p70, ya que su capacidad para activar NF-kB no es inferior a la del LPS y podria
relacionarse con estudios previos realizados con ligandos de receptores que contienen motivos
ITAM (Du et al., 2005; Du et al., 2006). Sin embargo, la reciente descripcién de la atenuacion
de la produccion de IL-12 p70 e IL-6 por parte del complejo represor NOTCH compuesto por los
represores transcripcionales Hes y Hey nos puso sobre la pista de un mecanismo de inhibicion
mas selectivo y que podria tener una explicacion dependiente de la secuencia del promotor de
il12p35. La sefializacion iniciada por TLR2 y TLR4 es capaz de inducir la via NOTCH candnica con
los genes diana Hes 1 y Hey 1, que se comportan como inhibidores retroalimentados de las
citoquinas IL-12 p70 e IL-6 en células de ratdn (Hu et al., 2008). Otro mecanismo de induccion

de Hesl independiente de la via NOTCH se ha descrito en hepatocitos donde su induccién es
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mediada por CREB (Herzing et al., 2003). A la vista de la potente activacion de CREB inducida
por zymosan, es posible que Hesl se induzca por este mecanismo en células dendriticas.
Curiosamente, la via de sefalizacion del IFN-a inhibe esta ruta represora mediante el bloqueo
de la expresion del dominio intracelular de NOTCH vy la inhibicién de la induccidon de las
proteinas represoras. El promotor humano de il12p35 contiene tres cajas E cerca del sitio kB y
de los sitios activados por IFN-y. El mas cercano de estos sitios es una secuencia palindromica
6ptima para la unidn de Hey 1 y Hes 1. Nuestros resultados sobre las células dendriticas
estimuladas con zymosan y con LPS muestran una alta induccién del ARN mensajero de hesl,
pero solamente el zymosan es capaz de aumentar la expresién de heyl. La presencia en el
nucleo de TLE no se observa con LPS, pero si se induce por el zymosan y se acompafia por la
interaccion fisica de TLE con la histona H3 fosforilada en la serina 10, a juzgar por el resultado

de los estudios de coinmunoprecipitacion.

Mediante el uso de inhibidores de los diferentes tipos de histona deacetilasas, las
sirtuinas o deacetilasas de clase Ill, parecen tener un papel mas relevante en la inhibicién de la
produccién de IL-12 p70 por parte del zymosan. Esto estaria de acuerdo con la capacidad que
tienen TLE y la Hes 1 para unirse a la Sirtuina 1 (Sirt 1) y con el descubrimiento de que TLE y
Sirtl son necesarios para la inhibicion de la actividad de NF-kB (Ghosh et al., 2007). La
inhibicidn de la produccién por la TSA puede explicarse por tener su diana en los factores de
transcripcion mas que en las histonas, dado que las deacetilasas dependientes y las
independientes de TSA estan implicadas en la modulacion de NF-kB y en la actividad de IRF
(Nusinzon y Horvath, 2003; Yeung et al., 2004; Bode et al., 2007; Feng et al., 2010), ademas,
TSA bloquea la produccidn de IL-12 p70 a concentraciones donde sélo afecta ligeramente la

acetilacién global de la histona H3.

Los datos descritos en esta tesis concuerdan con un papel de NF-kB en la regulacén
del promotor de il23p19 en respuesta al zymosan, pero no con la posible participacidon de
factores de la familia ATF/CREB. Ademds, contribuyen a explicar el modelo de regulacion
negativa de la produccion de IL-12 p70 al mostrar una fuerte induccion de hesi, heyl y tle, asi
como las interacciones fisicas de TLE con Hes1 y con la serina 10 de la histona H3 en respuesta
al zymosan. Estos datos indican que en respuesta a patrones de la pared celular de hongos, las
células muestran una gran capacidad para dirigir la repuesta inmune hacia la produccién de IL-
23 por rutas de sefializacién que inhiben la expresion de il12p35 a través del reclutamiento de

represores transcripcionales (Figura 62).
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Figura 62. Esquema del complejo represor formado en el promotor de il12p35 cuando se estimulan las
células dendriticas con zymosan. La estimulacién por zymosan induce la expresion de Hesl, Heyl y TLE,
que tienen capacidad de unién a secuencias consenso de DNA en las E-boxes, y para reclutar proteinas
con actividad lisina-deacetilasa que puede utilizar como substratos factores de transcripcién o histonas.
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VL.

El M-CSF en los macréfagos humanos estimula la expresidn los receptores de tipo
lectina tipo C decin-1, isoformas A y B, dectin-2, receptor de manosa y DC-SIGN. La
presencia de concentraciones bajas de LPS, aunque son capaces de inducir priming, no

modifican el patron de expresidén de estos receptores.

Los macréfagos diferenciados en presencia de M-CSF muestran un aumento de su
capacidad para liberar acido araquiddénico y producir PGE, en presencia de estimulos
derivados de la pared de hongos como el zymosan, sin que se observe un aumento de
la expresidon de las enzimas implicadas en el metabolismo del acido araquiddnico cPLA,

y COX-2.

La respuesta al zymosan no es paralela a la captura de las particulas. La fagocitosis de
las particulas activa la via de Syk rapidamente y NF-«B de forma tardia, conduciendo a
la induccidén retrasada de COX-2 y a la produccién de PGE, tras varias horas de
estimulacién. En presencia de bajas dosis de LPS, los macréfagos son capaces de

inducir rapidamente la via de COX-2, y muestran una respuesta sinérgica al zymosan.

El zymosan es un potente inductor de la transcripcidon de il10 dependiente del sitio
CRE. Esto se produce por la formacién de un complejo supramolecular unido al
promotor que incluye el factor de transcripcién P-CREB junto con las proteinas co-
activadoras CBP y CRTC/TORC2, que junto a TBP, indicaria la inclusion de la maquinaria

de transcripcion.

La actividad de CREB se modula por la sefializacién autocrina de PGE,, los niveles de
AMP ciclico, la actividad de PKA, la ruta MAPK/ERK, la regulacion negativa de GSK33
sobre CREB y CRTC/TORC2 y los niveles de calcio intracelular a través de la

calcineurina.

La regulacién del promotor de i[23p19 en respuesta a zymosan depende de factores de
transcripcién de la familia NF-kB, en especial c-Rel, de las actividades de MSK1 y CBP y

la fosforilacidn de histona H3 en su promotor proximal.
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VII. La regulacion negativa que ejerce el zymosan sobre la produccién de IL12 p70 se
explica por la activacién de represores transcripcionales de la familia Notch y la
formacién de un complejo represor unido al promotor de il12p35 compuesto por

Hes1, Heyl, TLE e histonas deacetilasas de la clase Ill (sirtuinas).
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The Induction of IL-10 by Zymosan in Dendritic Cells
Depends on CREB Activation by the Coactivators
CREB-Binding Protein and TORC2 and Autocrine PGE,"

Yolanda Alvarez,* Cristina Municio,* Sara Alonso,* Mariano Sanchez Crespo,?*
and Nieves Fernandez”

Stimulation of human monocyte-derived dendritic cells with the yeast extract zymosan is characterized by a predominant production
of IL-10 and a strong induction of cyclooxygenase-2, but the molecular mechanisms underlying this response are only partially under-
stood. To address this issue, the activation of transcription factors that may bind to the i/10 proximal promoter was studied. Binding
activity to Spl, Sp3, NF-Y, and cAMP response element (CRE) sites was detected in the nuclear extracts of dendritic cells; however these
binding activities were not influenced by zymosan. No binding activity to Statl, Stat3, and ¢/EBP sites was detected. Notably, zymosan
activated «B-binding activity, but inhibition of NF-kB was associated with enhanced IL-10 production. In sharp contrast, treatments
acting on CREB (CRE binding protein), including 8-Br-cAMP, PGE,, and inhibitors of PKA, COX, and glycogen-synthase kinase-33
showed a direct correlation between CREB activation and IL-10 production. Zymosan induced binding of both P-CREB and CREB-
binding protein (CBP) to the i/10 promoter as judged from chromatin immunoprecipitation assays, whereas negative results were
obtained with Ab reactive to Sp1, Sp3, c-Maf, and NF-Y. Zymosan also induced nuclear translocation of the CREB coactivator trans-
ducer of regulated CREB activity 2 (TORC?2) and interaction of TORC2 with P-CREB coincidental with the association of CREB to
the il10 promoter. Altogether, our data show that zymosan induces if10 transcription by a CRE-dependent mechanism that involves
autocrine secretion of PGE, and a network of interactions of PKA, MAP/ERK, glycogen-synthase kinase-33, and calcineurin, which
regulate CREB transcriptional activity by binding the coactivators CBP and TORC?2 and inhibiting CBP interaction with other tran-

scription factors. The Journal of Iinmunology, 2009, 183: 1471-1479.

ungal infections are very common due to the high number

of people with a compromised immune system and the

widespread use of antibiotics, the ubiquitous Candida be-
ing the most prevalent infectious fungus. The first line of defense
against fungi is the innate immune system, which is mainly com-
posed of phagocytic cells endowed with a set of germline encoded
receptors that recognize conserved microbial structures. These re-
ceptors, so called pattern recognition receptors (PRR),® display
broad substrate specificity, enabling the host to recognize a wide
range of pathogens without the need for somatic mutation. The
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structures expressed in pathogens, which in turn are recognized by
PRR, are called pathogen-associated molecular patterns (PAMP)
and, in the case of Candida, a-mannans and 3-glucans are the
most important PAMP. The PRR that recognize c-mannans are the
mannose receptor and DC-SIGN (dendritic cell-specific ICAM-3
grabbing nonintegrin), whereas the recognition of B-glucans is
conducted by dectin-1 (1) and TLR2 (2—4). The recognition of
fungal PAMP by their cognate PRR results in a phagocytic and
inflammatory response directed to the elimination of the pathogen.
However, the secretion of inflammatory mediators that ensues en-
gagement of PRR may differ according to the nature of the recep-
tors involved and has important consequences for the outcome of
the infection.

Among the distinct types of phagocytes, dendritic cells (DC)
regulate the immune response to infection because of the array of
cytokines they release. A response dominated by IL-12 p70 is gen-
erally protective by promoting Thl immunity, whereas 1L-10 pre-
vents excessive activation of the immune response and limits im-
mune pathology, but alternatively may prevent the complete
eradication of pathogens.

Previous studies in macrophages and DC have disclosed that
fungal PAMP acting through dectin-1 and DC-specific ICAM-3
grabbing nonintegrin (DC-SIGN) induce a cytokine response char-
acterized by a high production of IL-10 and IL-23, and a low
secretion of IL-12 p70 (5-8), as compared with the effect of ar-
chetypal TLR4 agonists. This may have pathophysiological con-
sequences for the persistence of fungal infection and raises the
question of the signaling pathways involved in the predominant
IL-10 response. The regulation of IL-10 production has been the
subject of intense research. However, most studies have been con-
ducted in archetypical TLR4 models using LPS as a ligand and
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both transcriptional and posttranscriptional mechanisms have been
reported. As regards transcriptional regulation, many transcription
factors have been considered as master regulators, namely Stat3
(9-12), Spl and Sp3 (12-14), c-Maf (15), NF-Y (16), NF-«B (17—
19). Pbx1b (pre-B cell leukemia transcription factor-1b) (20),
c¢/EBP (21), NFAT (22, 23), and cyclic AMP response element
(CRE) binding protein (CREB) (24, 25). In addition, posttranscrip-
tional regulation of IL-10 message has also been proposed because
of the high number of AU-rich elements in the 3'-UTR of IL-10
mRNA (26) and their binding by the RNA-binding protein tristet-
raprolin, which destabilizes the message (27). In this study, we
have analyzed the signaling mechanisms whereby IL-10 is induced
in DC by zymosan, an extract of Saccharomyces cerevisiae cell
wall, the composition of which mimics the structure of Candida.
After addressing the possible involvement of several transcription
factors and mRNA stability, we found a major role of a CRE
(cyclic AMP response element) site and have analyzed the protein
kinase network associated with the activation of CREB (CRE-
binding protein) and the role of CREB coactivators CBP (CREB-
binding protein) and TORC2 (transducer of regulated CREB ac-
tivity 2, also known as CREB-regulated transcriptional coactivator
2, CRTC2). In addition, we have found a cyclooxygenase (COX)-
dependent autocrine feed-forward mechanism and a negative reg-
ulation of IL-10 by NF-«B activation, most likely due to a com-
petition of both CREB and NF-kB for a limited amount of CBP.

Materials and Methods
Reagents and cells

Zymosan, mannan from Saccharomyces cerevisiae, H-89, LiCl, and Opti-
Prep were from Sigma-Aldrich. SN-50 was purchased from Calbiochem,
IL-10 and TNF-a were assayed with Biotrack ELISA systems from Am-
ersham Biosciences. Mononuclear cells were collected from buffy coats of
healthy donors by centrifugation on Ficoll-Hypaque cushions. The sepa-
ration of monocytes and their differentiation into DC has been reported
previously (7). Anti-dectin-1 mAb was a gift from Dr. Gordon D. Brown
(Institute of Infectious Disease and Molecular Medicine, University of
Cape Town, South Africa). Anti-mannose receptor mAb (no. 555952) was
from BD Pharmingen and anti-DC-SIGN mAb (no. MABI161) was from
R&D Systems.

Immunoblots

Proteins were separated by electrophoresis in SDS/PAGE and transferred
to nitrocellulose membranes. The membranes were used for immunode-
tection of MAPK/ERK and p38 MAPK with anti-ACTIVE MAPK and p38
polyclonal Abs from Promega, and with reagents from Cell Signaling
Technology for the assay of Statl, Stat3, and glycogen synthase kinase
(GSK)-33-Ser9 phosphorylation. Quantitation of the blots was conducted
using BioRad Quantity One gel imaging software (Bio-Rad). For immu-
noblots directed to assay nuclear translocation of TORC2, nuclear extracts
were obtained by using a nuclear extract kit (Active Motif). Coimmuno-
precipitation of P-CREB and TORC2 was conducted using the Nuclear
Complex Co-IP kit of Active Motif. Anti-TORC2 Ab was from Santa Cruz
Biotechnology.

Real time RT-PCR of IL-10, IL-12 p40, IL-12 p35, and COX-2

Purified RNA was depleted of genomic DNA by treatment with DNase
(Turbo-DNA free, Ambion) and used for reverse transcriptase reactions.
The resulting cDNA was amplified in a PTC-200 apparatus equipped with
a Chromo4 detector (Bio-Rad) using SYBR Green I mix containing Hot
Start polymerase (ABgene). The sets of primers for PCR are shown in
supplemental Table S1.* Cycling conditions were adapted to each set of
primers, but in most cases were as follows: 94°C for 5 min, followed by 40
cycles of 94°C for 30 s, 60°C for 30 s, and extension at 72°C for 30 s.
GAPDH was used as a housekeeping gene to assess the relative abundance
of the different mRNA, using the comparative Cy. (threshold cycle) method.

* The online version of this article contains supplemental material.

REGULATION OF IL-10 BY ZYMOSAN

Nuclear transcription factor DNA-binding activity

Nuclear extracts of DC were obtained from cell cultures grown in 10-cm
tissue culture dishes by using a nuclear extract kit. Levels of transcription
factor binding activity in the nuclear extracts were quantified by TransAM
Spl1/3, Stat Family, NF-YA, ¢/EBPa/f, and pCREB assay kits (Active
Motif) and expressed as the OD at 450 nm. The assay of NF-kB binding
activity was conducted by conventional methods as previously described
(28). For this purpose, DC were washed with ice-cold hypotonic lysis
buffer. Unbroken cells were eliminated by centrifugation at 1,000 X g for
10 min, and the nuclei were collected by centrifugation at 15,000 X g for
1 min. The nuclear pellet was resuspended in high salt extraction buffer and
the nuclear extract was obtained by pelleting for 30 min at 105,000 x g.
Double-stranded oligonucleotide probes were end labeled with [v-P]ATP
using T4 polynucleotide kinase. A total of 10 pg nuclear protein was in-
cubated for 20 min on ice with radiolabeled oligonucleotide probes (2—6 X
10* cpm) in a 25 pl reaction buffer containing 2 pg poly(dI-dC), 10 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 8% Ficoll,
and 4% glycerol. Nucleoprotein-oligonucleotide complexes were resolved
by electrophoresis in a 4% nondenaturing PAGE. The oligonucleotide
sequences used for the detection of binding activity to the NF-xB
sites from the COX-2 promoter are 5'-GGGGAGTGGGGACTACCCC
CTCT-3 (—163-154 Site I) and 5'-GGGGGAGAGGGGATTCCCTG
CGC-3" (—388-379 Site II).

Chromatin immunoprecipitation (ChlP) assay

ChIP assays were conducted with reagents and Ab from Santa Cruz Bio-
technology, except anti-P-CREB Ab, which was from Upstate Biotechnol-
ogy and anti-TBP (TATA box binding protein), which was from Diage-
node. In brief, DC were stimulated and then washed twice with PBS and
fixed with 19 formaldehyde for 10 min at room temperature. Cross-linking
was terminated by 0.125 M glycine and after washing, cells were resu-
pended in lysis buffer. Crude nuclear extracts were collected by microcen-
trifugation at 2,000 rpm for 5 min and resuspended in a lysis buffer con-
taining a high salt concentration. Chromatin sonication was conducted
using a Bioruptor device (Diagenode) set at maximal power for three in-
tervals of 10 min, including 30 s sonication and 30 s pause. This procedure
constantly yielded chromatin fragments of 200—600 bp. The chromatin
solution was precleared by adding 50 pl Protein A/G PLUS-Agarose for 30
min at 4°C under continuous rotation. After elimination of the beads. Ab
was added for overnight incubation at 4°C, and then Protein A/G PLUS-
Agarose was added and incubated for an additional period of 2 h at 4°C.
Beads were harvested by centrifugation at 12,000 rpm and sequentially
washed with lysis buffer (high salt). wash buffer, and elution buffer. Cross-
links were reversed by heating at 67°C in a water bath, and the DNA bound
to the beads isolated by extraction with phenol/chloroform/isoamylalcohol.
PCR were conducted with primers designed from both the il/0 and the
cox2 promoters.

Results
Zymosan is a strong inducer of IL-10 production by DC

Zymosan is a potent stimulus for IL-10 production through a Syk-
dependent signaling pathway (5, 6). This route conveys signals
different from those triggered by TLR2, which may lead to 1L-12
p70 induction, and explains why zymosan is a less potent stimulus
for IL-12 p70 production than genuine TLR4 ligands such as LPS.
In a previous study conducted in DC, we have found that zymosan
induces about a fifth of the amount of IL-12 p70 produced by LPS,
whereas it is a strong stimulus for COX-2 induction (7). Because
the production of IL-10 and IL-12 p70 by DC defines the polar-
ization of T cells, we scrutinized the molecular mechanisms un-
derlying the response to a fungal stimulus. Zymosan was a more
potent stimulus than LPS to induce IL-10 production in 11 inde-
pendent experiments (Fig. 1A4), although the difference did not
reach statistical significance due to the dispersion of the data. As
compared with stimuli signaling through other pathways, zymosan
was a stronger stimulus than immune complexes. which archetypi-
cally transduce signals through Syk-dependent mechanisms.
IFN-+, which acts through the Jak/Stat signaling pathway, failed to
induce IL-10. The production of IL-10 elicited by zymosan was
time- and dose-dependent (Fig. 1, B and C). Notably, the response
to LPS increased up to a concentration of 20 pg/ml, whereas in the
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FIGURE 1. Production of IL-10 by DC stimulated with different stim-
uli. A, Effect of zymosan and LPS on IL-10 production by DC from 11
different samples. B, Time-course of IL-10 production elicited by zymosan,
IC, and IFN-vy. C. Dose-response of IL-10 production in response to zy-
mosan, IC, and LPS. D, Production of TNF-a by zymosan and IC. E, The
effect of zymosan, mannan, curdlan and combination thereof on IL-10 pro-
duction is shown on the left columns. The effect of 10 pLg/ml mAb reactive
to dectin-1, DC-SIGN, and CD206/mannose receptor is shown on the right
columns. Preincubation with the mAb was conducted for 30 min before
zymosan addition.

case of zymosan plateaued at 1 mg/ml and was accompanied by a
strong stimulation of TNF-a production (Fig. 1D). To address
whether the effect of zymosan could be explained by either g-glu-
cans or e-mannans, additional experiments were conducted using
curdlan, a pure B-glucan, and combination of curdlan and mannan,
as well as mAb reactive to dectin-1, DC-SIGN, and the mannose
receptor. As shown in Fig. 1E, mannan showed a synergistic effect
with curdlan, whereas anti-dectin-1 mAb produced a complete in-
hibition of the IL-10 response and anti-DC-SIGN mAb inhibited
IL-10 production by —50%. In contrast, anti-mannose receptor
mAb showed no effect. These results suggest that similar to what
has been described regarding arachidonic acid release (7), recep-
tors for both B-glucan and w-mannan, in particular DC-SIGN, co-
operate to induce IL-10, although dectin-1 seems to be the main
receptor involved.

To address whether the distinct effect of zymosan on DC can be
explained by an effect on transcription, the levels of the mRNA
encoding IL-12 p40, IL-12 p35, IL-10, and COX-2 were assayed
in cells treated with LPS, zymosan, and IC. As shown in Fig. 2,
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FIGURE 2. Effect of different stimuli on the expression of the mRNA
encoding IL-12 p40 (A). IL-12 p35 (B). COX-2 (C), and IL-10 (D). DC
were stimulated for different times with the indicated stimuli and collected
for the extraction of total RNA and real-time RT-PCR.

LPS was the strongest stimuli for the induction of IL-12 p40 and
IL-12 p35, whereas zymosan was the strongest stimulus for both
IL-10 and COX-2 mRNA induction, what agrees with the notion
that differences in the expression of cytokines and COX-2 elicited
by the different stimuli can be explained by transcriptional mech-
anisms. Experiments directed to address the influence of message
stability were conducted in cells treated with the transcription in-
hibitor actinomycin D (Fig. S1). Under these conditions, IL-10
mRNA decreased to 38% 2 h after the addition of the drug,
whereas in control cells only decreased to 86%, thus suggesting
that stabilization of the mRNA does not play a major role in the
control of IL-10 production.

Transcriptional regulation of IL-10

Because the regulation of IL-10 expression is best explained by
transcriptional mechanisms, the study of the transcription factors
implicated in this regulation was addressed by several approaches.
Computer analysis of human and mouse il/0 promoters was con-
ducted using the Matlnspector program and the TRANSFAC da-
tabase (Genomatics Software) to detect binding sites for transcrip-
tion factors. In addition, both sequences were aligned with DNA
Block Aligner software to define conserved areas, because these
regions are more likely to represent functionally relevant elements
(Fig. S2A4). Several of the sites detected have been previously as-
sociated with the transcriptional regulation of il/0, but there are
some discrepancies regarding their functional relevance and stud-
ies using fungal stimuli have not been reported so far. Our first
approach was to search for the presence of binding activities to the
consensus strings of the transcription factors found on the human
il10 promoter. As shown in Fig. 3, A, B, and G, no binding activity
to Stat and C/EBP consensus sequences was observed in the nu-
clear extracts of cells treated with zymosan. However, binding
activity to Statl and Stat3 was elicited by IFN-« and ¢/EBP bind-
ing activity could be detected in a control nuclear extract from rat
liver. Notably, constitutive binding activity to Sp sites compatible
with both Spl and Sp3 was detected (Fig. 3, C and D), as well as
binding activity to NF-Y (Fig. 3E) and CRE (Fig. 3F) consensus
sequences. As regards NE-Y, binding activity was not detected in
monocytes, whereas high amounts were found in lymphocytes,
Jurkat cells, and DC (Fig. 3E). These findings agree with previous
reports in monocytic cells where it has been reported that the A
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FIGURE 3. Presence of transcription factor binding activity in nuclear
extracts. DC were stimulated with different additions for 30 min as indi-
cated. After this time. nuclear extracts were obtained and used for the
binding assay to consensus sequences using TransAM assay. The speci-
ficity of binding was confirmed by carrying out the reaction in the presence
of an excess of wild type (WT) and mutated probe. Positive and negative
controls have been included as indicated on each panel. These are repre-
sentative experiments of at least two for each transcription factor.

subunit of NF-Y, which is indispensable for DNA binding, is ex-
pressed after monocyte differentiation.

NF-«B is activated by zymosan and has been associated to the
regulation of i//0 in mouse macrophages (17-19), as well as to the
regulation of cox2. Taking into account that the expression of
COX-2 parallels IL-10 induction, experiments were conducted us-
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FIGURE 4. Nuclear extracts from cells incubated in the presence of
different stimuli contain binding activities to the NF-«kB sites of COX-2
promoter. A, DC were incubated with 1 mg/ml zymosan, 10 pg/ml LPS,
and 100 pg/ml IC. At the times indicated, cell lysates were collected and
the nuclear extracts assayed for binding to probes containing the kB-bind-
ing sites of the COX-2 promoter. Lanes marked “Competitor” indicate that
the binding reaction was conducted in the presence of a 100-fold excess of
unlabeled oligonucleotide probes. B, To address the dose-dependency of
the induction of kB binding activity, nuclear extracts from cells stimulated
for 45 min in the presence of different concentrations of stimuli were used.
These are representative experiments of three with similar results.

ing probes containing the kB sites from the human cox2 promoter
that have been found of functional relevance. As shown in Fig. 4,
zymosan and LPS were strong activators of NF-«B binding activ-
ity both at early and late times after the addition of the stimuli,
because peaks of activity were observed both 1 and 24 h after
addition of the stimuli (Fig. 44), thus suggesting that both direct
and indirect mechanisms might be involved in this response. In
contrast, IC displayed a nonsignificant activation. The kB-binding
activity was also observed in response to curdlan and mannan (Fig.
4B, top), thus agreeing with the involvement of both 8-glucan and
a-mannan components in zymosan response. The response to
zymosan was dose-dependent and binding was competed by the
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unlabeled sequence (Fig. 4B); however, in some cases maximal
response was observed with 0.1 mg/ml, what could be explained
by differences linked to different donors, basal activation of the
DC. or variations in the time-course of NF-«B activation. How-
ever, as the sequence involved in NF-kB-dependent regulation of
il10 expression in the mouse is not conserved in the human /0
promoter, the simple presence of kB-binding activity in the nuclear
extracts upon zymosan challenge is not a proof of the involvement
of NF-kB in the regulation of IL-10 expression in human DC.
Altogether, the above-mentioned results do not support the in-
volvement of Statl, Stat3, and ¢/EBP in the regulation of IL-10
induction, and additional experiments were conducted focusing on
the possible involvement of NF-«B, Spl, Pbx1b, and CREB.

Effect of the pharmacological modulation of CREB and NF-kB
activity on IL-10 production

Because the activity of CREB and NF-kB can be modulated by
pharmacological tools, experiments were conducted with 8-Br-
cAMP, a cell permeable analog of cyclic AMP, PGE,, and the
protein kinase A (PKA) inhibitor H-89. As shown in Fig. 5, in-
crease of the intracellular levels of cyclic AMP by both PGE, and
8-Br-cAMP had on its own a limited effect on IL-10 production. In
contrast, stimulation of DC with zymosan in the presence of these
compounds produced a synergistic increase of IL-10 production.
Notably, the opposite effect was observed in the presence of the
protein kinase A inhibitor H-89 (Fig. 5A4). An enhancing effect on
IL-10 production was also observed in the presence of LiCl, a
compound which has been found to increase IL-10 production by
inhibiting GSK3p, an enzyme that positively regulates NF-kB ac-
tivity and negatively regulates CREB activity (25, 29). The effect
of LiCl and 8-Br-cAMP was not additive, thus indicating that both
compounds might be acting on the same pathway. In keeping with
the reported opposite effect of GSK38 on CREB and NF-«B ac-
tivity, blockade of NF-kB activity by two structurally unrelated
inhibitors of NF-kB, SN50, and PDTC, was accompanied by an
increase of IL-10 production (Fig. 5B). Because the regulation of
CREB activity has been related to calcium/calmodulin kinases and
CRE coactivators, the activity of which depends on a sensor of
both Ca®* and cyclic AMP levels (30), the Ca®*-dependence of
IL-10 production was addressed. IL-10 production was blunted by
Ca®*-chelation (Fig. 5C). Tonomycin induced a limited production
of IL-10. thus suggesting that intracellular Ca®* levels are not the
only factor determining IL-10 production. However, low micro-
molar concentrations of cyclosporin induced a significant decrease
of IL-10 production, thus pointing to the involvement of cal-
cineurin in the regulation of IL-10 production (Fig. 5C). Because
E prostanoid receptors type 2 and 4 are involved in the regulation
of the intracellular levels of cyclic AMP and zymosan is a strong
inducer of COX-2 and PGE, production, the effect of inhibiting
COX-1 with the specific inhibitor SC560 0.3 uM and COX-2 with
the specific inhibitor NS398 1 pM was addressed. As shown in
Fig. 5D, the isolated addition of any of those compounds did not
show any significant effect on IL-10 production, although NS398
significantly inhibited IL-10 production when tested at 5 pM. No-
tably, combination of both compounds produced a significant in-
hibition, thus suggesting that both COX isoforms might be in-
volved in the autocrine production of PGE, that regulate
intracellular cyclic AMP levels and zymosan-induced IL-10 pro-
duction. Attempts to modulate the production of IL-10 induced by
IC showed again enhancement by 8-Br-cAMP and inhibition by
H-89, thus suggesting a similar mechanism of regulation as that
involved in response to zymosan (Fig. 5E). To obtain further in-
sight into the signaling mechanisms involved in IL-10 induction by
zymosan, the effect of LiCl and H-89 on GSK3p3-Ser9 phosphor-
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FIGURE 5. Effect of different additions on the production of IL-10. DC

were preincubated for 30 min with the different additions as indicated and
then stimulated with zymosan and IC. Supernatants were collected after
48 h in culture for the assay of IL-10. Results represent mean = SEM of
five to six independent experiments. *, p << 0.03.

ylation, IkBa degradation, MAP/ERK activation, and COX-2 in-
duction was addressed. Unlike H-89, LiCl and zymosan were
potent inducers of GSK33-Ser9 phosphorylation (Fig. S3), a
posttranslational modification associated with inhibition of
GSK3p activity (31). Notably, LiCl also induced a slight induction
of COX-2 and enhanced the effect of zymosan, thus pointing to a
parallel regulation of IL-10 and COX-2 induction, and explaining
the enhancing effect of GSK3g inhibition on both IL-10 and
COX-2 expression. The degradation of [kBa induced by zymosan
was not influenced by the pharmacological treatments, including
SN50, which blocks NF-«B p50 nuclear translocation, but does not
inhibit IkBa degradation. In addition, the activation of MAP/ERK
was not influenced by those treatments (Fig. S3). Taken together,
these results suggest that the polarization of DC cytokine response
vs IL-10 production might depend on the balance between NF-«B
and CREB activity, and that mechanisms other than the simple
activation of the DNA-binding activity of these factors by separa-
tion of IkB inhibitors and phosphorylation of CREB, respectively,
regulate the final response.

The MAPK cascade and IL-10 production

IL-10 production has been shown to be highly dependent on sig-
naling cascades regulated by both the MAPK/ERK (32, 33) and the
p38 MAPK (34). Triggering the MAPK/ERK pathway could ac-
tivate kinases involved in the phosphorylation of CREB (30, 32,
33) or in the phosphorylation of histones (35). thus allowing bind-
ing of transcription factors to the promoters. The effect of p38
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MAPK has been associated with the activation of mitogen and
stress kinases (MSK), which in turn phosphorylate CREB in mu-
rine cells treated with LPS (36). IL-10 production was inhibited by
the MAPK/ERK inhibitor U0126 (Fig. 5A), but not by the p38
inhibitor SB203580 (data not shown). As shown in Fig. S4, all of
the stimuli activated the p38 MAPK pathway, although zymo-
san was the most active activator of the MAPK/ERK route.
These data are consistent with the involvement of MAPK path-
ways in the regulation of IL-10 production and support the pref-
erential involvement of the MAPK/ERK route in response to
Zymosan.

The role of distinct transcription factors on IL-10 induction

ChIP assays were conducted using Abs reactive to P-CREB, CBP,
c-Maf, NF-YA, Spl, Pbx1, and TBP. As shown in Fig. 64, sig-
nificant binding of P-CREB to the i//0 promoter was observed in
DC stimulated with zymosan, but not in control cells nor in sam-
ples treated with an irrelevant Ab. Pretreatment with the PKA in-
hibitor H-89 inhibited P-CREB binding to the i//0 promoter (Fig.
6A, right). Notably, P-CREB binding to the il/0 promoter was
associated with a 64-fold increase of the amount of CBP bound to
the [0 promoter (Fig. 6B). ChIP was negative when the PCR
were conducted using primers from the i//2p35 promoter, which
is known not to include CRE sites (data not shown). P-CREB
binding was also detected in the cox2 promoter upon zymosan
stimulation (Fig. 6A, bottom), which agrees with the presence of
two CRE sites in this promoter (Fig. S2B) and with the functional
relevance of these sites in cox2 transcriptional regulation (37, 38).
Notably, stimulation of DC with both zymosan and curdlan was
associated with binding of TBP to the il/0 promoter (Fig. 6C, left),
which suggests association of P-CREB and CBP binding to the
promoter with recruitment of the RNA polymerase II and activa-
tion of transcription. Curdlan also enhanced the binding of CBP to
the il10 promoter, which agrees with the notion that the B-glucan
receptor is involved in at least a part of the response (Fig. 6C,
right). Binding of P-CREB and CBP to the promoters was coin-
cidental with the detection of TORC2 in the nuclear extracts,
which was observed between 30 and 60 min after zymosan addi-
tion, and to a reduced extent at 4 h. In contrast, the subcellular
distribution of the nuclear protein TBP and the cytoplasmic protein
B-actin was not modified under these conditions (Fig. 6D). thus
pointing to the selectivity of the effect of zymosan on TORC2
translocation. Moreover, immunoprecipitation of the nuclear ex-
tracts with anti-P-CREB Ab showed that TORC2 coimmunopre-
cipitated with P-CREB in DC treated with zymosan (Fig. 6E).
Taken together, these findings suggest that zymosan induces bind-
ing of P-CREB to CRE sites, recruitment of the coactivators CBP
and TORC2, binding of components of the RNA II polymerase
complex to the il/0 promoter, and that these responses require
PKA activity.

As regards the possible involvement of c-Maf, we found the
expression of the mRNA encoding both the long and the short
form of c-Maf in DC (Fig. S5A), the induction of which by LPS
and IL-4 has been reported in monocytes (15), but we could not
show binding to the il/0 promoter in ChIP assays (data not shown).
Regarding Sp1 and Sp3, the detection of binding activity in resting
cells was not accompanied by binding to the i//0 promoter, which
agrees with the notion that this family of transcription factors be-
haves as a constitutive activator of housekeeping genes and other
TATA-less genes. ChIP assays with anti-Pbx1 Ab showed immu-
noprecipitation of <<0.001% of the input, without difference be-
tween resting and zymosan-treated DC. Stat3 has been associated
with il]0 transcriptional activation, specially in response to ligands
of TLR4, which differ from zymosan because of their capacity to
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FIGURE 6. Binding of P-CREB. CBF, and TBP to the IL-10 promoter.
A, B, and C, DC were stimulated with 1 mg/ml zymosan or 0.1 mg/ml
curdlan for 30 min and at the end of this period, cells were fixed with 1%
formaldehyde. After separation of the nuclear pellet. solubilization of chro-
matin, and preclearing, Abs were added for immunoprecipitation with Pro-
tein A/G PLUS-Agarose beads. Semiquantitative PCR were conducted for
30 cycles and real-time PCR for 40 cycles with primers from both il-10 and
cox-2 promoters. Results are expressed as percentage on input chromatin.
In some cases, DC were stimulated with curdlan or zymosan in the pres-
ence of 10 uM H-89, as indicated. These are representative experiments of
two or three for every condition. D, Effect of zymosan on the nuclear
translocation of TORC2. DC were incubated with I mg/ml zymosan and
at the times indicated DC were lysed and used for the separate assay of
TORC2 in the cytoplasmic and nuclear fractions. Preparations known to
contain high amounts of TORC2 such as Hep G, cells and lymphocytes
were used as control. The distribution in the fractions of the nuclear protein
TBP (TATA box binding protein) and the cytoplasmic protein B-actin was
assayed as a control of the nuclear translocation assay. E, Coimmunopre-
cipitation of P-CREB and TORC?2 in nuclear extracts after zymosan treat-
ment. DC were incubated in the presence and absence of 1 mg/ml zymosan
for 30 min and then 500 wg protein from the nuclear fractions were used
for immunoprecipitation with 5 pg anti-P-CREB Ab. Anti-TORC2 Ab was
used for blotting.

activate the Jak/Stat pathway by TRIF (TIR-domain-containing
adapter-inducing IFN-fB)-dependent mechanisms. In addition to
our inability to show Stat-binding activity in nuclear extracts from
stimulated DC, which was further scrutinized in EMSA assays
with the consensus Stat sequence (data not shown), we did not find
tyrosine-phosphorylated Statl in DC stimulated with zymosan,
whereas it was induced upon LPS and IFN-y treatment or after
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FIGURE 7. Diagram of the mechanism of induction of IL-10 by fungal
stimuli in DC and cyclooxygenase-dependent autocrine feed-forward. The
B-glucan and the e-mannan components of fungal stimuli are recognized
by several receptors expressed in DC such as dectin-1, TLR2, and DC-
SIGN. These stimuli activate distinct kinase pathways, which ultimately
lead to the activation of the transcription factors NF-xB and CREB. Both
factors may cooperate in the induction of cox2, whereas only CREB is
involved in {70 induction expression. PGE,, the major product of COX-2,
activates E prostanoid receptors 2 and 4, and enhances CREB activation
through protein kinase A. Nuclear translocation of TORC2 depends on
signals elicited by Ca®*/calcineurin and PKA, whereas MAPK and PKA
may be involved in CREB phosphorylation. AA, arachidonic acid: cPLA,,
cytosolic phospholipase A,: DAG, diacylglycerol; EP. E prostanoid: IP3,
inositol 1.4,5-trisphosphate; IxB, inhibitory subunit of NF-xB: PLCy,
phospholipase Cy, Syk. spleen tyrosine kinase: Y-P, phosphotyrosine.

washing the culture medium and addition of IL-4 (Fig. S5B). thus
indicating that although zymosan does not activate Statl, it may be
temporarily activated by cytokines present in the medium (39).
Stat3 showed tyrosine phosphorylation in resting cells, which was
increased by IFN-y but not by other treatments. Taken collec-
tively, our results show a major role for CREB in the positive
transcriptional regulation of il/0 in response to the fungal stim-
ulus zymosan. A diagram of the signaling routes involved in
IL-10 regulation in DC stimulated with fungal stimuli is shown
in Fig. 7.

Discussion
The present results confirm the major effect of zymosan on IL-10
production and show that this effect can be explained via transcrip-
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tional regulation. Although this could be considered an obvious
finding, stability of IL-10 message has been considered a major
mechanism whereby the regulation of IL-10 takes place in some
systems. Moreover, most studies have been conducted in murine
macrophages and, to the best of our knowledge, reports are not
available on human DC, thus making it difficult to assess the real
significance of those findings to human disease. The list of tran-
scription factors that has been associated with IL-10 regulation
includes NF-kB, Statl and Stat3, Spl and Sp3, c-Maf, NF-Y,
c/EBP, CREB, and Pbx1. Studies on NF-«B have stressed the rel-
evance of p50 homodimers (17). However, these studies have been
conducted in the mouse and the low conservation of the kB-bind-
ing site between human and mouse IL-10 promoters (Fig. S2A)
makes it unlike the relevance of this finding to humans. Moreover,
we have observed that NF-«B inhibition is associated with an in-
crease of IL-10 production and this agrees with other studies where
NE-kB inhibition was associated with an increase of IL-10 pro-
duction. Different mechanisms have been considered to explain
this finding. First, competition between NF-kB and CREB for a
limiting amount of CBP is a classical paradigm (40) that has been
shown to occur in TLR-mediated cytokine production (29). Sec-
ond, activation of human monocytes by LPS produces a mTOR-
dependent activation of Stat3 leading to IL-10 induction, which is
accompanied by NF-«B inhibition (11). This finding is consistent
with our finding of IL-10 blunting by the mTOR inhibitor rapa-
mycin (Fig. 5B). Third, AMP-activated protein kinase activity has
been found to inhibit NF-«kB activation and to increase CREB
activation (41). Spl and Sp3 have also been associated with the
regulation of IL-10 activity by binding to a GGAGGA sequence
conserved in both human and mouse i/]0 promoter that does not fit
with the typical GC boxes of the consensus sequence recognized
by the transcription factor database. These studies have focused on
the binding of nuclear proteins to a probe and on luciferase re-
porter assays, but binding of the factors to the native promoter has
not been demonstrated (13, 14). Our findings agree with the con-
stitutive presence of Spl and Sp3 activity in the nuclear extracts
from DC, but we have not been able to demonstrate Sp1 and Sp3
binding to the proximal i//0 promoter, thus suggesting that alter-
native mechanisms of i//0 transcriptional activation may be oper-
ative in our cell system. Stat3 is one of the transcription factors that
have been associated most frequently with IL-10 induction. How-
ever, most studies have been conducted using LPS, a TLR4 ligand
that activates signaling routes different from those triggered by
zymosan. A major difference between the TLR2 and the TLR4
route is that in addition to the MyD88 pathway activated by li-
gands of both types of receptors, the TLR4 route recruits the TRIF
pathway and activates the JAK/STAT system. On this basis,
whereas induction of type I IFN and activation of Stat are major
effects of LPS, this response is not operative with zymosan. In
contrast, fungal stimuli interact with the C-type lectin receptors
dectin-1, DC-SIGN, and the mannose receptor (1, 7, 42, 43). Dec-
tin-1 contains an ITAM motif (ITAM) that undergoes tyrosine
phosphorylation by Src-family tyrosine kinases (44, 45). This al-
lows the activation of Syk and the assembly of a multiprotein
signaling complex. A consequence of this is the activation of phos-
pholipase Cvy, which hydrolyzes phosphatidylinositol 4,5-bisphos-
phate to generate the key second messengers diacylglycerol and
inositol-1.4,5-trisphosphate. Notably, the relevance of this route to
the cytokine response induced by B-glucans has been confirmed in
phospholipase Cv2-deficient mice, which show a reduced response
to both zymosan and curdlan (23). In contrast, LPS is an archetypal
TLR ligand lacking the ability to generate Ca™? transients in DC
(46). These data could explain why LPS and fungal stimuli may
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induce different responses on inflammatory cells and/or use dis-
tinct routes to elicit the same responses. Because most studies have
been conducted using LPS as a stimulus, the control of IL-10 ex-
pression by Stat3 has been considered a general paradigm so far
(9-12). Further evidence that distinct stimuli might use distinct
transcription factors has recently been reported by showing that
during the ingestion of apoptotic cells by murine macrophages, the
synthesis of IL-10 is under the control of Pbx1b (20) and by the
involvement of CREB in the regulation of IL-10 production by
murine macrophages stimulated with adiponectin (47).

Recent studies have disclosed that TLR4 stimulation activates
CREB by a mechanism linked to the p38 MAPK-dependent ki-
nases MSK1 and MSK2 (36), thus making it likely that CREB
might cooperate with Stat3 to induce IL-10 expression upon LPS
challenge. Taking this finding into account and in view of the
failure of our attempts to show the involvement of the Stat3 in
the induction of IL-10 in response to zymosan, we put forward the
hypothesis of the involvement of CREB in the transcriptional reg-
ulation of IL-10. Our results support this notion on the basis of
several findings. First, nuclear extracts of DC showed high levels
of CRE binding activity in an assay for P-CREB, even in the ab-
sence of stimulus, which agrees with previous reports on murine
(38) and human monocytic cell lines (48) and point to mechanisms
other than CREB phosphorylation for transactivating activity to
occur. In keeping with this concept, we found that zymosan pro-
motes P-CREB binding to the CRE site and recruitment of the
coactivator CBP, as well as translocation of TORC2 to the nucleus
and formation of P-CREB/TORC2 nuclear complexes. Current
concepts on CRE-driven transcriptional activation include the in-
volvement of cyclic AMP-mediated signals, Ca®* /calcineurin-me-
diated signals, and MAPK/ERK mediated signals. These signals
may be modulated by GSK3g and by autocrine production of
PGE,. A model of integration of these signals could be the exten-
sion of the paradigm delineated in liver and pancreas where both
Ca®* and cyclic AMP signals act on a common sensor, TORC2,
which is also expressed in hemopoietic cells (49, 50). TORC2 is a
CREB coactivator retained in the cytoplasm of resting cells by
interaction with 14-3-3 proteins. This depends on tonic phosphor-
ylation under the control of kinases of the AMP-activated protein
kinase family, in particular salt-inducible kinases, the activity of
which is enhanced by GSK38 and inhibited by PKA (51). In con-
trast, TORC?2 is dephosphorylated by calcineurin. This sensitivity
of TORC2 to both cyclic AMP- and Ca®"-dependent signals
makes it a dual sensor for cyclic AMP and intracellular Ca>* lev-
els (30). Our findings suggest a mechanism of regulation of CREB
similar to that depicted in TORC-dependent systems on the basis
of the enhancement of IL-10 production by cyclic AMP analogues
and GSK3p inhibitors, inhibition by PKA and calcineurin block-
ers, and the occurrence of nuclear translocation of TORC2 and
interaction with P-CREB following zymosan stimulation. In addi-
tion, the PKA inhibitor H-89 blocked P-CREB binding to the il10
promoter. LiCl on its own induced COX-2 and IL-10 production
and enhanced zymosan effect. This agrees with its ability to en-
hance GSK3[-Ser9 phosphorylation and also with the recently re-
ported ability of LiCl to enhance CREB-mediated transcription by
favoring the interaction of TORC with the bZIP domain of CREB
(52).

The parallel induction of COX-2 and IL-10 points to close links
for both proteins as regards mechanism of regulation and func-
tional role. Human cox2 has two kB sites and two CRE sites (37,
38). In view of its ability to activate both NF-xB and CREB, zy-
mosan is an optimal stimulus for COX-2 induction, which can
occur even when both transcription factors compete for a limited
amount of CBP, because blunting of kB-dependent transcription

REGULATION OF IL-10 BY ZYMOSAN

might be compensated by an increase of CREB-dependent tran-
scription. Our findings also show a functional cooperation of
COX-2 and IL-10 in the response to fungal stimuli, because en-
dogenous PGE, enhances the effect of zymosan on IL-10 induction
and the opposite effect is observed upon COX inhibition. The pro-
duction of IL-10 by PGE, has been reported previously (53), and
more recently the cooperation of IL-23 and PGE, to induce 1L-17
has been described (54). Whether this cooperation can be ex-
plained on the basis of similar mechanisms to those described in
this study is an open question in view of the strong induction of
IL-23 elicited by zymosan (8, 55). It remains to be ascertained
whether similar mechanisms of regulation of i[/0 expression are
operative in monocytes and macrophages. In preliminary experi-
ments in macrophages derived from human monocytes differenti-
ated for 14 days in the presence of serum, we observed lower
levels of IL-10 protein induction upon zymosan challenge than in
DC, whereas mannan was a potent stimulus. An explanation for
this finding could be the different array of receptors expressed in
DC and macrophages. For instance, macrophages do not show a
level of DC-SIGN expression as high as DC, but it should also be
taken into account that the expression of inhibitors of dectin-1
signaling may explain the lack of some responses to B-glucan sig-
naling in some types of myeloid cells (56). Taken collectively, our
data show that zymosan is a strong activator of CRE-dependent
transcription in DC. This explains a production of cytokines dom-
inated by IL-10 rather than by IL-12 p70. As to the mechanism of
regulation of CREB activation, our results disclose an autocrine
role for PGE, and a network of interactions of PKA, MAPK/ERK,
GSK3p, and calcineurin that point to TORC?2 as a central regulator
of IL-10 expression.
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The fungal analog zymosan induces [L-23 and low amounts of
IL-12 p70. This study addresses the molecular mechanisms
underlying this cytokine pattern in human monocyte-derived
dendritic cells. The transcriptional regulation of il23a, one of
the chains of IL-23, depended on the activation of c-Rel and
histone H3 phosphorylation, as judged from the association of
c-Rel with the i[23a promoter and the correlation between 1L-23
production and Ser-10-histone H3 phosphorylation. Consistent
with its reduced ability to produce IL-12 p70, zymosan induced
a transient occupancy of the il/2a promoter by c-Rel, blocked
the production of IL-12 p70 and the transcription of ill2a
induced by other stimuli, and triggered the expression and
nuclear translocation of the transcriptional repressors of the
Notch family hairy and enhancer of split (Hes)-1, Hes5, hairy/
enhancer-of-split related with YRPW motif protein (Hey)-1,
and transducin-like enhancer of split (TLE). Zymosan also
induced the interaction of Hesl and TLE with histone H3 phos-
phorylated on Ser-10 and deacetylated on Lys-14. Inhibition of
class [1I histone deacetylases increased the production of IL-12
p70and partially blunted the inhibitory effect of zymosan on the
production of IL-12 p70 elicited by LPS and IFN-y. These
results indicate that the selective induction of IL-23 by -glu-
cans is explained by the activation of c-Rel associated with Ser-
10-histone H3 phosphorylation in the i{23a promoter mediated
by mitogen- and stress-activated kinase and/or protein kinase A
and inhibition of il12a transcription by a mechanism involving
activation of several corepressors with the ability to bind TLE
and to promote histone deacetylation.

IL-12 p70(1) and IL-23 (2) are cytokines released by antigen-
presenting cells that are involved in the induction or amplifica-
tion of the T-helper type 1 and type 17 responses, respectively.
IL-12 p70and IL-23 share a common chain IL-12 p40 (il 12/23b)
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and differ by another chain, IL-12 p35 (ilI2a) in the case of
IL-12 p70 and [L-12 pl19 (il23a) in IL-23. The production of
IL-12 p70 and IL-23 is regulated at the transcriptional level and
determined by their heterodimeric structure. il12/23b regula-
tion depends on NF-kB activation (3), whereas the transcrip-
tional regulation of i/l 2a also requires a type [ interferon auto-
crine-paracrine loop involving interferon regulatory factors
(IRF)-1, IRF-3, and IRF-8/ICSBP (3- 6). Stimulation of Toll-like
receptor (TLR)*-4 induces an IL-12/IL-23 balance different
from that elicited through the TLR2 and C-type lectin routes (7,
8). At first glance, this may be explained because, unlike TLR2,
TLR4 ligands activate the MyD88 and the TIR domain-contain-
ing adapter-inducing interferon-B routes and trigger both the
NF-&kB pathway and the type I IFN autocrine-paracrine loop.
However, this does not explain why TLR2 ligands may behave
as negative modulators of IL-12 p70 production (7, 9) nor the
molecular mechanisms underlying the distinct patterns of
[L-23/IL-12 p70 response. Whereas LPS induces both cyto-
kines, Mycobacterium tuberculosis (7) and zymosan, an extract
of the cell wall of Saccharomyces cerevisiae mainly composed of
B-glucans that is recognized by at least the C-type lectin recep-
tor dectin-1 {10) and TLR2 (11, 12}, induce IL-23 and a low
amount of IL-12 p70 (12-15). Moreover, coligation of the
B-glucan receptor dectin-1 and TLR2 enhances IL-23 and
down-regulates IL-12 p70, but there is no mechanistic explana-
tion for this finding (8, 16). Addressing whether the effect of
zymosan occurs via inhibition of il12a transcription or through
a sole stimulation of {/23a transactivation has pathophysiolog-
ical relevance, because IL-23 takes part in the defense against
pathogens and in the development of autoimmunity. Several
hypotheses can be put forward to explain the distinct 11-12/
[L-23 balances elicited by different stimuli as follows. (i) il23a
induction could be explained through the activation of tran-
scription factors of the family ATF-2/CREB. In fact, competi-
tion between CRE-binding protein (CREB) and NF-&B for the
coactivator CREB-binding protein (CBP) explains the IL-12
p70*'~/IL-10*** pattern induced by zymosan in dendritic
cells (DC) (17). A corollary to this finding is that stimuli with a

*The abbreviations used are: TLR, Tolk-like receptor; CREB, cAMP-response
element-binding protein; CBP, CREB-binding protein; DC, dendritic cell;
M5K, mitogen- and stress-activated kinase; PKAc, PKA catalytic subunit;
PEAiL PKA inhibitor; RHD, Rel homology domain; TLE transducin-like
enhancer of split; TSA, trichostatin; Ab, antibody.
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strong ability to activate CREB should produce a parallel reduc-
tion of k B-dependent transcription. In keeping with this mech-
anism, enhancement of IL-23 production by chemicals acting
on the protein kinase A (PKA)/CREB route has been reported
(18, 19).

(ii) Differential activation of NF-xB family elements could
explain differences in IL-12 p70 and IL-23 production. For
instance, c-Rel-p50 complexes regulate genes involved in T
cell function, including IL-12 p70, whereas the RelA/p65
subunit regulates genes encoding inflammatory cytokines
(20). This can be explained by different promoter xB-site
sequences, but it may also depend on additional factors such
as the capacity of RelA to be phosphorylated by PKA and to
interact with CBP (21, 22), which allows acetylation of Lys-
310, a site critical for transcriptional activity (23), or the
unique ability of c-Rel/c-Rel homodimers to bind with high
affinity to a broader range of NF-kB recognition sequences
than do RelA-p65-containing complexes. This fact seems to
be specially relevant regarding the transcriptional regulation
of il12a in DC stimulated with LPS (24). In addition, a dif-
ferential combination of NF-kB subunits could explain the
occurrence of distinct transcriptional programs because
activation of the B-glucan receptor dectin-1 allows for the
formation of inactive RelA-RelB complexes (25), and an
exchange of dimers allows fine-tuning of the response over
time (26). Whether the reported enhancement of IL-23 pro-
duction by cyclic AMP is associated with NF-xB signaling
should be experimentally tested, taking into account that
Ser-276 phosphorylation of p65 can also be elicited by mito-
gen- and stress-activated protein kinase-1 (MSK1) (27), thus
suggesting alternative mechanisms of activation.

(iii) TLR and Notch routes cooperate in the activation of
canonical Notch target genes. However, TLR- and Notch-in-
duced hairy and enhancer of split (Hes)-1 and hairy/enhancer-
of-split related with YRPW motif protein (Hey)-1 also attenu-
ate IL-6 and IL-12 p70 production via a feedback inhibitory
loop that is abrogated by [FN-+ (28).

After testing all of these hypotheses, we have observed the
unigue involvement of c-Rel in the regulation of both il f 2a and
il23a. Whereas LPS produced binding of c-Rel to both promot-
ers, zvmosan induced binding and early histone H3 phosphor-
ylation of the i{[23a promoter as well as a transient binding of
c-Rel to il12a promoter. The production of IL-23 correlated
with the extent of histone H3 phosphorylation and was highly
sensitive to H89, an inhibitor of the nucleosomal response (29).
Addition of zymosan prior to the stimulation with LPS and
[FN-v induced a near complete inhibition of IL-12 p70 produc-
tion. Zymosan inhibited IFN-y signaling at different steps and
also induced the expression of the transcriptional repressors
Hes1, Hes5, Heyl, and the corepressor transducin-like en-
hancer of split (TLE), which may bind the set of N- and E-boxes
in the i[12a promoter. In addition, zymosan induced the asso-
ciation of TLE and Hesl with histone H3 showing increased
Ser-10 phosphorylation and reduced Lys-14 acetylation. These
data indicate that zymosan stimulates i[23a transcription via
c-Rel and histone H3 phosphorylation and activates transcrip-
tional repressors of il12a that ultimately produce Lys-14-his-
tone H3 deacetylation.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents, Cells, and Mice—Zymosan, mannan from Saccha-
romyces cerevisiage, curdlan from Alcaligenes faecalis, H89, and
the catalytic subunit of PKA were from Sigma. Depleted zymo-
san from §. cerevisiae was from InvivoGen (San Diego). Endo-
toxin levels in the reagents were below 1 ng/ml as determined
by the limulus amebocyte lysate assay (Cambrex Bio Sciences,
Walkersville, MD). Moreover, addition of 200 pg/ml poly-
myxin B did not modify the effect of the different stimuli. This
negates the possible involvement of LPS in the responses stud-
ied. IL-12 p70 and IL-6 were assaved with reagents from
Thermo Scientific Pierce and IL-23 with reagents from R&D
Systems (Minneapolis, MN). IFN-B was assaved with reagents
from PBL InterferonSource (Piscataway, NJ). Recombinant his-
tone H3.3 was from New England Biolabs (Ipswich, MA).
Recombinant active MSK1, anti-Ser(P)-10-histone H3 (catalog
no. 04-817), anti-Ac-Lys-14-histone H3 (catalog no. 07-353),
anti-histone H3 (catalog no. 05-928), and PKA inhibitor pep-
tide were from Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). DC
were obtained from human monocytes as reported previously
(15). Bone marrow-derived DC from mice were obtained by
culture in the presence of murine recombinant GM-CSF.
Because deletion of hes! in mice results in embryonic or neo-
natal lethality (30), hes! conditional knock-out mice were gen-
erated by crossing hes17°*°% animals, kindly provided by Dr.
Ryoichiro Kageyama, with Mx1-Cre transgenic mice (the Jack-
son Laboratory). Littermates with hes 17 *:Mx1-Cre (KO) or
hes1™'*:Mx1-Cre (WT control) genotypes were intraperitone-
ally injected with 200 pg/mouse of poly(l:C) three times in 5
days to induce deletion, and mice were used for experiments 2
weeks later. heyI-null mice were kindly provided by Dr. Man-
fred Gessler (31), and heyl™'* and heyl ™'~ littermates were
used for experiments. Unless otherwise stated, LPS was used at
a concentration of 10 pg/ml, zymosan at 1 mg/ml, and IFNs at
1000 units/ml

Immunoblots—Proteins were separated by electrophoresis in
SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes. The
membranes were used for immunodetection of c-Rel (Santa
Cruz Biotechnology sc-70), RelB (Santa Cruz Biotechnology
sc-226), p50 (Santa Cruz Biotechnology sc-7178), RelA/p65
{Millipore catalog no. 06-418), Ser(P)-276-p65 (Cell Signaling
catalog no. 3031), Ser(P)-536-p65 (Cell Signaling catalog no.
3037), Statl (Cell Signaling catalog no. 9172), Tyr(P)-701-Stat1
{Cell Signaling catalog no. 91715), Ser{P)-727-Statl (Cell Sig-
naling catalog no. 9177), Hesl (Santa Cruz Biotechnology
sc-25392), Hes5 (Millipore, AB5708), and TLE (pan-TLE goat
polyclonal, Santa Cruz Biotechnology sc-13373). Quantitation
of the blots was carried out using Quantity One gel imaging
software (Bio-Rad). For immunoblots directed to assay nuclear
proteins, the nuclear extracts were obtained by using a nuclear
extract kit (Active Motif, Carlsbad, CA).

Real Time RT-PCR—Purified RNA was depleted of genomic
DNA by treatment with DNase (Turbo-DNA free™!, Ambion)
and used for RT reactions. The sets of primers for PCRs are
shown in Table 1. Cycling conditions were adapted to each set
of primers. gapdh was used as a housekeeping gene to assess the
relative abundance of the different mRNA, using the compara-
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TABLE 1
Primers used for ChIP and real time RT-PCR

5 indicates sense, and AS indicates antisense.

ill2as. e 3 -AGGCCTGTTTACCATTGGA-3
i12a AS 5 -TCAAGGGAGGATTTTTGTGG-3
il23a S. 5 -CATGGGECCTTCATGCTATTT-3
i23a AS 5-TTTGCATTGTCAGGTTTCCA-3'
IFNB 5 5-TCTAGCACTGGCTGGAATGAG-3'
IFNP AS 5-GTTTCGGAGGTAACCTGTAAG-3
IRFIS .. 5-TTCCCTCTTCCACTCGGAGT-3
IRF1 AS 5 -GATATCTGGCAGGGAGTTCA-3'
IRFE 5 5 -GCTGATCAAGGAGCCTTCTG-3
IRFE AS 5-ACCAGTCTGGAAGGAGCTGA-3'
Hesl 5 5 TGAGCCAGCTGAAAACACTG-3
Hesl AS 5 -GTCACCTCGTTCATGCACTC-3
Hesl 5 5 -GAGAAGCAGGGATCTGCTAA-3
Heyl AS..... 5 -CCCAAACTCCGATAGTCCAT-3
ill2a ChIPS. 5 -GGCAATTTGTCCACGTCACT-3'
il12a ChIP AS ... 5-TGATTTCCTGGGGAGAACAG-3'
i23a ChIPS.... S -CTGGGTTTCCGATTTTCTCA-3
i23a ChIP AS.. 5 -CCCATGTGACGAAATGACTG-Y
GAPDH S...... 5 -GTCAGTGGTGGACCTGACCT-3
GAPDH AS.. 5 -AGGGGAGATTCAGTGTGGTG-3'
€-Rel S 3 -ATTGTCGACT TATGGCCTCCGGT
GCGTATAA-3
c-Rel AS..icicsscisinnan 3 -TTAGCGGCCGCTTATTCTACGTG
ATCCTGGCACAG-3
TLET Sccicsseicscnan 5 -AGCCAGCACGCCTGTTCTGA-3'
TLEI AS iinnsnnssicisnnin 3 - TCAGCTCGCCGTTCATGCCA-3

tive C; (cycle threshold) method. In the case of reactions
directed to assay the i/12a promoter and TLE 1, the PCR
medium was supplemented with 1 mM betaine in view of the
high GC content of the amplified sequences.

IRF-3 DNA Binding Activity—Nuclear extracts of DC were
obtained from cell cultures grown in 10-cm tissue culture
dishes by using a nuclear extract kit. Levels of transcription
factor binding activity of IRF-3 in the nuclear extracts were
quantitated with TransAM ™ {Active Motif) and expressed as
the absorbance at 450 nm.

ChIP Assay—ChIP assays were conducted with reagents
and Ab from Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz,
CA), as reported previously (17). PCRs were carried out with
primers designed from both the i[23a and ilI12a promoters
(Table 1).

Expression of the Rel Homology Domain (RHD) of Human
c-Rel—The RHD of human c-Rel(1-309) was constructed by
PCR from a full-length c-Rel cDNA construct provided by Dr.
Tse-Hua Tan {Baylor College of Medicine, Houston, TX) using
PiuUltra™ II Fusion HS DNA polymerase {Agilent Technolo-
gies, Santa Clara, CA) and fused in-phase to the N-terminal
histidine tag using Sall-Notl sites of a pET-28a vector. The
mutant S267A was constructed by overlap mutagenesis using
primers forward 5"-geagttgcggagaccigetgaccaggaagttag-3" and
reverse 5'-ctaacttcctggtcageaggtetecgeaactge-3'. Recombinant
proteins were expressed in Escherichia coli strain BL21(DE3)
induced with isopropyl B-D-thiogalactoside for 5 h at 37 °C. His
tag proteins were purified with nickel beads and used for in
vitro kinase assays.

In Vitro Kinase Assay—A 1-ug aliguot of substrate proteins
was incubated at 30 °C for 20 min in reaction buffer (12 mm
MOPS/NaOH, pH 7, 0.3 mM EDTA, 0.01% B-mercaptoeth-
anol, 0.5% glycerol, 0.01 Brij-35, and 0.1 mg BSA) containing 15
ng of PKAc or active MSK1 and supplemented with 10 mm
Mg(Ac),, 20 pm ATP, and 1 pCi of [y-**P]ATP. The reaction
was stopped by addition of Laemmli buffer, and the phosphor-
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FIGURE 1. Production of IL-23 by different stimuli. The production of
IL-23 in a group of 20 samples of DC stimulated for 24 h with the indicated
stimuli is shown in A. Dose-response experiments for zymosan and LPS are
shown in B and C, respectively. The effect of LP5, zymosan, and combina-
tion of mannans and B-glucans on IL-23 and IL-12 p70 production is
shown in D. Time course experiments are shown in E and F. Results repre-
sent mean * 5.[0. of three independent experiments. n.s. indicates not
significant.

ylated substrate proteins were separated by SDS-PAGE in 15%
acrylamide. Phosphate incorporation was analyzed using
Phosphorlmager technology. Phosphorylation of c-Rel was also
assayed by Western blot using anti-Ser(P)276-p65 phosphospe-
cific antibody.

Immunoprecipitation of TLE and Hes!—Coimmunopre-
cipitation of TLE, Hesl, Ser(P)10-histone H3, and Ac-Lys-
14-histone H3 was carried out using the nuclear complex
Co-IP kit (Active Motif). The clarified lysates were preab-
sorbed on protein G-Sepharose and then incubated over-
night with anti-pan-TLE precipitating goat Ab or anti-Hes1
rabbit Ab, followed by 2 h of incubation with protein A/G
Plus-agarose beads. Immune complexes were extensively
washed, suspended in Laemmli sample buffer, and subjected
to SDS-PAGE. Blots were stained to assess the input protein
and the coimmunoprecipitation of Ser(P)-10- and Ac-Lys-
14-histone H3.
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FIGURE 2. Effect of differe nt stimuli on the expression of the mRNA encoding IL-19{A and B), IL-12 p35 (C), and IL-12 p40 (D), and pharmacological modulation
of IL-23 production. DC were stimulated for different times with the indicated stimuli and collected for the extraction of total RMA and real time RT-PCR. GADPH
was used for normalization of the data. The effect of the pharmacological modulation of NF-xB, p38 MAPK, and PKA on IL-23 production by zymosan is shown
in Eand F. DC were incubated for 30 min at 37 “Cin the presence of the indicated additions and then stimulated with 1 mg/mlzymosan or 10 pg of LPS for 24 h
(F). IL-23 was assayed in the supernatants. Results are expressed as mean = 5.0.% p < 0.05.

RESULTS

Production of IL-23 by Different Stimmuli—Zymosan and LPS
were strong stimuli of 1L-23 production in human monocyte-
derived dendritic cells, whereas ovalbumin/anti-ovalbumin
equivalence immune complexes and IFN-y were inactive (Fig.
14). Zymosan induced a higher production of 1L-23 than LPS,
but no significant differences were found. Maximal response to
zymosan was observed with concentrations higher than 0.5
mg/ml (Fig. 1B), thus agreeing with previous results showing
that optimal production is obtained with concentrations higher
than 0.2 mg/ml and that different dose-response patterns can
be observed for each cytokine (7). In line with recent reports
stressing that ultrapure LPS does not consistently induce
detectable quantities of IL-12 and IL-23 from human DC (32,
33), LPS response was not saturated with concentrations as

16586 _IOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

high as 20 pg/ml (Fig. 1C), thus suggesting that the process of
differentiation of monocytes into DC, which is associated with
a decrease of the surface display of CD14, might explain these
findings. Alternatively, optimal response to LPS might depend
on the concomitant presence of signals elicited by other ago-
nists, for instance [FNs (4, 34). Because zymosan is a B-glucan
polymer that also contains mannose moieties, experiments
were conducted with mannan, the pure B-glucan curdlan, and a
combination thereof. Similar to zymosan, curdlan induced a
predominant production of IL-23 (Fig. 1D), which was also
observed with combinations of stimuli. Maximal concentra-
tions of cytokines were observed at 24 h, with a trend of IL-23
production to decrease after this time when zymosan or com-
bination of curdlan and mannan were employed (Fig. 1, E and
F). Attempts to ascertain whether the induction of cytokines is
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transcriptionally regulated were carried out by real time RT-
PCR. As shown in Fig. 2, 4 and B, all of the stimuli induced the
mRNA of i[23a, without significant differences in the amounts
elicited by LPS and zymosan (Fig. 24). In contrast, the increase
of il12a mENA induced by LPS was 66-fold as high as that
elicited by zymosan (Fig. 2C). The induction of il12/23h mRNA
elicited by LPS was 10-fold as high as that produced by zymosan
and 5-fold as high as that observed in response to a combination
of curdlan and mannan when the time points of maximal induc-
tion were considered (Fig. 2D).

Transcriptional Regulation of il23a by the NF-xB Route—
Nonselective inhibition of the NF-kB route with pyrrolidine
dithiocarbamate and WN-acetyl-leucinyl-leucinyl-norlencinal
diminished IL-23 protein production, whereas SN50, an inhib-
itor of NF-kB1/p50 nuclear export, was inactive (Fig. 2E), thus
confirming prior reports on the involvement of NF-xB proteins
and in particular c-Rel in the regulation of il23a (35-37).
Involvement of the cyclic AMP/PKA route in the regulation of
IL-23 stems from two different types of observations. First, the
regulation of NF-kB transactivating activity by PKA-mediated
phosphorylation of Ser-276-RelA (21) and, likely, a similar con-
sensus sequence in c-Rel (see below). Second, the enhancement
of IL-23 production by agents that increase intracellular cyclic
AMP levels (18, 19). The PKA and nucleosomal response inhib-
itor H89 produced an almost complete inhibition of IL-23 pro-
duction in response to zymosan and LPS (Fig. 2F). In contrast,
the cell-permeable analog 8-bromo-cAMP and activation of
adenylyl cyclase with prostaglandin E, did not increase 1L-23
production (data not shown). This finding is consistent with an
effect of H89 on c-Rel and/or RelA phosphorylation or on
another target, rather than on the PKA/CREB system, because
the catalytic subunit of PKA is tightly bound to IkB and RelA
and does not require prior dissociation from its regulatory sub-
unit by cyclic AMP to become active (21), but it differs from
results reported in Schwann cells, where both Ser-276-RelA/
p65 phosphorylation and xB-dependent transcriptional activ-
ity were induced by treatment with forskolin and dibutyryl-
cAMP (22). Zymosan induced a rapid and lasting translocation
of c-Rel, RelA/p65, and RelB into nuclear fractions, which
increased up to at least 4 h, and a similar result was observed
with the combination of mannan and curdlan (Fig. 34). In con-
trast, p50 levels in nuclear fractions did not show significant
changes upon cell stimulation (Fig. 3B), which agrees with the
reported negative regulation of NF-xB target genes by p50
homodimers in resting cells (38). The phosphorylations of
NF-kB elements were addressed with phosphospecific antibod-
ies reactive to Ser(P)-276-RelA (this Ab could also recognize
Ser(P)-267-c-Rel epitope) and Ser(P)-536-RelA. As shown in
Fig. 3B, zymosan induced a faint phosphorylation of Ser-276-
RelA and a more intense phosphorylation of Ser-536-Rel A.

Role of c-Rel and Histone H3 Phosphorylation— c-Rel con-
tains a sequence around Ser-267 similar to that around Ser-276
of Rel A/p&5 that plays a central role in the transcriptional activ-
ity (Fig. 44). Because the use of phosphospecific antibodies to
assess these phosphorylations has shown some limitations (39),
we proceeded to carry out in vitro kinase assays with MSK1 and
PKA catalytic subunit (PKAc), i.e. protein kinases inhibited by
H&9 (40). As shown in Fig. 4B, in vifro phosphorylation of the
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RHD of ¢-Rel and the S267 A mutant did not induce any signif-
icant change of the reactivity with the phosphospecific anti-
body. This differs from the massive phosphorylation that has
been reported when RelA/p65 was used as a substrate in in vitro
kinase assays using the same Ab for immunoblotting (39). To
confirm this issue, radicactive phosphate incorporation into
the recombinant RHD of c-Rel was assessed. As shown in Fig. 4,
Cand D, both PKAc and MSK1 induced similar incorporation
of phosphate into the RHD in both the wild type and the S267A
mutant, thus suggesting that any of the 10 Ser and 14 Thr of the
RHD could be substrates of the kinases except Ser-267. Both
PKAc and MSK1 produced a strong incorporation of phosphate
into histone H3.3. The effect of PKAc on c-Rel RHD WT and
5276 A mutant was completely inhibited by both 1 uMm PKA
inhibitor (PKAi) and 1 pm H89, whereas the effect of MSK1 was
less markedly reduced (Fig. 4D). Notably, although 1 pm H89
and PKAi completely inhibited histone H3.3 phosphorylation
by PKAc, this was not observed with MSK1 (Fig. 4D, right pan-
els). Further assessment of the effect of H89 on histone H3.3
phosphorylation by PKAc and MSK1 was conducted with dif-
ferent concentrations of H89. As shown in Fig. 4F, H89 still
inhibited PKAc activity at 0.1 pum (ICs, ~0.08 pa), thus show-
ing a good correlation with the concentrations required to
inhibit IL-23 production, whereas concentrations above 1 um
(IC:, ~—6 puM) were needed to inhibit MSK1 activity.

We next looked at the binding of NF-&B to il12a and {l23a
promoters using ChIP assays. Zymosan induced a significant
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binding of c-Rel to the i{23a promoter (Fig. 54). This binding
was more prominent than that elicited by LPS and was accom-
panied by MSKI1. Zymosan also elicited binding of the coacti-
vator CBP to the /[23a promoter, and this was inhibited by H89.
Motably, histone H3 phosphorylation in the il23a promoter
could be observed as soon as 30 min after zymosan addition and
was inhibited by H89 (Fig. 5A, bottom panel). A weak and tran-
sient binding of c-Rel to the il12a promoter could be detected
only 20 min after zvmosan addition, whereas LPS-induced
binding was detectable for at least 4 h (Fig. 5B). Although RelB
binding was detected on both promoters, this was neither
reproducible nor was it very different from that observed in
resting cells. As regards RelA/p65 binding, we did not observe
differences between resting and stimulated cells (data not

16588 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

shown). Contrary to the il23a promoter, the ill2a promoter
showed some degree of basal Ser-10-histone H3 phosphorylation,
but this was not enhanced by zymosan nor showed consistent inhi-
bition by H89, at least in the time frame of the experiments (Fig. 5B,
bottom panel). Together, these results show distinct degrees and
time patterns of c-Rel binding and Ser-10-histone H3 phosphory-
lation of il12a and i[23a promoters that might explain the distinct
responses elicited by the different stimuli.

Role of IFN and IFN Regulatory Factors—As shown in sup-
plemental Fig. 514, most stimuli induced a low amount of
[FN-B protein, with the combination of LPS and poly(I:C) being
the most active. A similar pattern of response was observed
when the mRNA levels were assayed (supplemental Fig. 514,
lower panel). These results are consistent with the notion that
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type [ IFNs can robustly induce gene expression at low or even
undetectable levels of signaling (41). Notably, zymosan was
consistently found to inhibit IFN- production. Further assess-
ment of the IFN signaling loop was carried out by looking at the
activation of IRF-1, IRF-3, and IRF-8. LPS was not found to
enhance significantly IRF-3 binding activity, whereas this activ-
ity was clearly detected with a control protein (supplemental
Fig. S1B). Induction of IRF-1 and IRF-8 was observed with IFNs
and combinations of LPS and IFN/poly(I:C). Again, zvmosan
significantly inhibited IRF-1 and IRF-8 production (supple-
mental Fig. S1C). Statl phosphorylation was addressed to
assess downstream effects of IFN receptor activation. IFN-vy
was the most potent activator of Tyr-701-Statl phosphoryla-
tion (Fig. 64). Zymosan produced a significant inhibition of
Tyr-701-Statl phosphorylation at 1 h, but this did not reach
statistical signification at 2 h. In contrast, all of the stimuli
induced a similar degree of Ser-727-Stat] phosphorylation at
1 h, which was not inhibited by zymosan (Fig. 68). Taken
together, these data suggest an inhibitory effect of zymosan at
different levels of the IFN autocrine-paracrine loop that might
explain a portion of its effect on the IL-23/IL-12 balance.
Zymosan Inhibits the Effect of LPS and IFN-y—Preincubation
of DC with zymosan induced a dose-dependent inhibition of
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IL-12 p70 production without significantly affecting IL-23 lev-
els. This was observed with a preincubation of 1 h, but was more
intense after overnight incubation (Fig. 74). This inhibition was
detectable with concentrations higher than 0.5 mg/ml and was
more effective when depleted zymosan was used, thus suggest-
ing that the inhibition is independent of TLR-activating com-
ponents (Fig. 7B). The inhibitory effect of zymosan was at the
transcriptional level because il/2a mRNA was decreased (Fig.
7C). Attempts to associate the effect of zymosan with the B-glu-
can receptor dectin-1 were carried out by adding 10 pg/ml anti-
dectin-1 mAb 30 min before zymosan. As shown in supplemen-
tal Fig. 524, the inhibitory effect of zymosan on the production
of IL-12 p70 elicited by combination of LPS and [FN-v was also
observed in the DC pretreated with the blocking mAb. Further
evidence that dectin-1 is not the main receptor involved in the
inhibitory effect of zymosan was obtained in bone marrow-
derived DC from dectin-1~"" mice. As shown in supplemental
Fig. S2B, dectin-1—"" mice showed a lower production of IL-12
p70 in response to combination of LPS and IFN-y as compared
with dectin-1""" mice; however, zvmosan exerted a similar
inhibition in both cases. These findings indicate that TLR2 is
not involved in the mediation of the inhibitory effect of zymo-
san on IL-12 p70 production and that the sole activation of

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 16589

ZLOZ ‘L1 Ndy U0 'Qroav VA 30 YAISHIAING 18 Biooqimwm woy papeciumeg



Notch and Histones in the IL-12/IL-23 Balance

A 1 Hour 2 Hours
s 2 2F 23z
EE O DE EE OEE
LPS | . S
Zymosan| - R T |
P-Y701-Stat] [*% &g = - -p_...-..--|

*

-

MNormalized P-Y¥701-Stat1
(Fold-increase)
= h} W B A M =]

B i

P-5727-5tat] | = DD e - S SR
10 I

L e

Stat1 P-m---

FIGURE 6. Effect of different additions on 5tat1 phospherylation. DC
were incubated for 1 hin the presence and absence of zymosan and then
stimulated as indicated for 1 or 2 h. At the end of this period, the cell
lysates were collected for the assay of Stat1 phosphorylation on Tyr-701
and 5er-727. Histograms represent mean = 5.0. of three independent
experiments. ¥, p << 0.05.

=]
T

MNormalized P-5727-Stat1
{Fold-increase)

S = kW st~
L]

dectin-1 by the B-glucan component does not explain the
inhibitory effect.

Mechanism of Zymosan-induced Imhibition of il12a Trans-
cription—We next addressed the activation by zymosan of
the transcriptional repressors Hesl and Heyl, which have
been reported to block IL-6 and IL-12 p70 production by TLR
ligands (28). In keeping with this notion, zymosan and depleted
zymosan inhibited the production of IL-6 (Fig. 84). Stimulation
of DC with zymosan and LPS produced a marked induction of
hes! mRNA, whereas hey! mRNA was only induced by zymo-
san (Fig. 8R). This was accompanied by nuclear translocation of
Hesl protein in response to zymosan (Fig. 8C). Hes1 nuclear
translocation was also observed with depleted zymosan and
when IFN-v was added 1 h before zymosan (Fig. 8D). I[FN-y
reduced LPS-induced hesi and hey! mRNA expressionand toa
lesser extent the effect of zymosan (supplemental Fig. S3).
However, this inhibition was not observed when combination
of LPS and IFN-vy was used, thus suggesting a synergistic effect
of LPS and zyvmosan and that maximal inhibition of IL-12 p70
production is associated with maximal induction of hesi and
heyl and with nuclear translocation of Hesl (Fig. 94). Tran-
scriptional repression by Hesl and Hey is most frequently due
to interaction with TLE. Consistent with this mechanism, TLE
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protein expression was observed 1 h after addition of zymosan
followed by nuclear translocation at 3 and 6 h (Fig. 98). The
mRNA encoding tlel, the most abundant isoform in myeloid
cells, was increased 1 h after the addition of zymosan (Fig. 9C).
In contrast, LPS and IFN-vy did not induce TLE protein nor
mRNA expression (Fig. 9, B and C). The effect of TLE on tran-
scription depends on its interaction with histone H3 and the
ensuing recruitment of histone deacetylases. In line with this,
TLE1 binds both class I (42) and class I1I histone deacetylases
(43), whereas Hesl and Hey2 bind class 1[I deacetylases (44).
Zymosan produced the interaction of both TLE and Hesl with
Ser(P)-10-histone H3 as shown in coimmunoprecipitation
experiments (Fig. 9D), which agrees with the aforementioned
involvement of Ser-10-histone H3 phosphorylation in IL-23
production and with the occurrence of transcriptional repres-
sion linked to the association of TLE with the N-terminal resi-
dues of histone H3 (45). Unlike combination of LPS and IFN-vy
(Fig. 9D, rightmost lower panel), zymosan decreased the
amount of TLE- and Hesl-associated Ac-K14-histone H3 (Fig.
9D), which is consistent with the notion that zymosan enhances
the recruitment by TLE and Hes1 of histone deacetylases to
selected promoters, even though it might exert mild effects on
global histone H3 acetylation (see input and nuclear fractions in
Fig. 9D). Unlike the i[23a promoter, zymosan also reduced the
amount of Ac-Lys-14-histone H3 in the i[I2a promoter (Fig.
9E), although to a lower extent than in the coimmunoprecipi-
tation experiments, thus suggesting that ChIP assays may
detect acetylated histone H3 along the promoter, whereas
coimmunoprecipitation experiments pull down histone H3 in
close contact with TLE and/or Hes1. Experiments with inhibi-
tors of lysine deacetylases showed that the inhibitor of class I
and Il enzymes trichostatin (TSA) induced a complete blockade
of IL-12 production, whereas the class 11l deacetylase inhibitor
indole EX527 (46) enhanced the production of IL-12 p70 and
reduced the inhibitory effect of zymosan (Fig. 9F). Because the
function of TLE is not restricted to interaction with elements of
the Notch route, as it can also interact with Runt domain tran-
scription factors and proteins involved in Wnt signaling as Lef/
Tcf, the effect of zymosan in hes!—'~ and hey] '~ animals was
addressed. As shown in Fig. 10, A-C, individual ablation of
these genes did not suppress the inhibitory effect of zvmosan,
thus suggesting that there is redundancy between elements of
the Notch route and/or that proteins of other families may
interact with TLE. In keeping with the first hypothesis is the
finding of strong induction and nuclear translocation of Hes5 in
response to zymosan (Fig. 10D). Taken together, these data
indicate that zymosan induces a TLE-dependent blockade of
il12a transcriptional expression that might be exerted through
MNotch-dependent routes, and it ultimately depends on histone
deacetylation reactions most likely dependent on class III his-
tone deacetylases (sirtuins).

DISCUSSION

The present results confirm the strong induction of 1L-23
expression and the low production of [L-12 p70 elicited by
zymosan, which differs from the response elicited by the LPS/
TLR4 route. The largest differences between the effect of LPS
and zymosan were observed on i[12a mRNA expression, thus
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suggesting that the low induction of il12a elicited by zymosan
may be the main factor explaining IL-23 polarization. Most
reports on the transcriptional regulation of i{23a have focused
on the role of NF-kB and ATF/CREB factors, although there is
at least one report showing the involvement of AP-1 (47) and a
recent report stressing the involvement of C/EBP homologous
protein (CHOP) (33). Our data are consistent with a role for
NF-kB in the regulation of i[23a but are less conclusive as
regards ATF/CREB factors. On the one hand, pharmacological
modulation of intracellular cyclic AMP levels did not influence
IL-23 production, thus differing from the results observed on
IL-10 production, which is strongly dependent on CREB activ-
ity (17, 48). On the other hand, the purported PKA inhibitor
H&89 produced a complete inhibition of IL-23 production.
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Because H89 inhibits both PKA and MSK activities and these
kinases phosphorylate histone H3 and nonhistone chromo-
somal protein HMG-14 (26, 49) in addition to both CREB (50)
and RelA/p65, H89 effects should be scrutinized before being
assigned to any specific target. The involvement of MSK1 in
IL-23 production is supported by its location to the i[23a pro-
moter in response to zymosan and by the complete inhibition of
IL-23 production by the p38 MAPK inhibitor SB203580, as
MSK1 and MSK2 are activated downstream of p38 MAPK (51).

c-Rel has been involved in the control of murine il12a,
because this promoter contains the sequence 5'-GGG-
AATCC-3" found in functional B sites that preferentially bind
c-Rel-containing dimers (3, 6, 52). Notably, this sequence isalso
found in the i[23a promoter. Zymosan enhanced the binding of
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c-Rel to the i[23a promoter together with MSK1 and CBP, and
it increased early Ser-10-histone H3 phosphorylation, thus sug-
gesting optimal conditions for transcriptional activation.
Unlike zymosan, LPS induced c-Rel binding to the il12a pro-
moter at least from 30 min to 4 h after addition of the stimulus.
As to the role played by Ser(P)-267-c-Rel in the transcriptional
regulation of il23a, our data do not support the involvement of
the canonical RRPS sequence around Ser-267. This agrees with
the report by Yu et al. (53), who showed that stimulation by
PKAcS of the transcriptional activity of c-Rel was not affected
by §267A mutation, thus indicating that there are other sites in
c-Rel that could be phosphorylated by PKAc. Alternatively,
these findings suggest that the effect of PKAc on c-Rel-depen-
dent transcription might depend on Ser-10-histone H3 phos-
phorylation in view of the strong interaction of c-Rel and
PKA-CP disclosed in that study, which was maintained in the
5267A mutant and is reminiscent of the PKA translocation
associated with protein kinase A-anchoring proteins that regu-
late local protein phosphorylation (54). Altogether, the present
results are consistent with a central role for c-Rel and Ser/Thr
kinases in the regulation of {l23a transcription; however, the
lack of formal proof of Ser-267-Rel RHD phosphorylation and
the correlation between the concentrations of H89 required to
inhibit I1L-23 production and histone H3.3 phosphorylation,
point to histone H3 phosphorylation as the target of PKA

16592 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

and/or MSK. It seems possible that both kinases might exert a
redundant function, but the finding that inhibition of histone
H3.3 phosphorvlation by PKA shows better correlation with
inhibition of IL-23 production than inhibition of MSK on the
same substrate suggests a preferential involvement of PKA.
Our data indicate that the differences in the production of
IL-12 p70 elicited by LPS and zymosan can be the result of
differential binding of c-Rel to the kB sites of i[12a, but an
explanation for this difference is not obvious in view of the
similar sequences of the xB sites in i/12a and i{23a promoters
(Fig. 5C). Although we did not disclose a potent effect of zymo-
san on IFN signaling, a reduction of the IFN signature was
observed, thus agreeing with previous reports on ligands of
receptors containing I'TAM motifs (55, 56). Notably, our find-
ings agree most with the recently reported attenuation of IL-12
p70 production by the transcriptional repressors Hesl and
Heyl. TLR2 and TLR4 signaling induces the canonical Notch
target genes hesl and heyl (28), which in turn behave as feed-
back inhibitors of 1L-6 and IL-12 family cytokine genes.
Another mechanism of hes! induction has been reported in
hepatocytes, where CREB-mediated induction of hes! inhibits
peroxisome proliferator-activated receptor--y expression in the
fasted state (57). Whether this route is also implicated in the
immune system is worth noting in view of the prominent ability
of zymosan to activate the CREB route. In contrast, [FN-y sig-
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FIGURE 9. Effect of zymosan on the expression of Hes1 and TLE, and histone H3 phosphorylation and acetylation elicited by different ligands. Hes1
protein was assayed 6 h after incubation with the indicated additions {(4). The induction and the nuclear translocation of TLE by zymosan is shown in B. TATA
box-binding protein (TBP) was used as a load control of nuclear proteins. The expression of the mRNA encoding tle! after incubating DC for 1 h with different
additions is shown in C. Coimmuneoprecipitation of TLE and Hes1 with Ser{P}-10-histone H3 and Ac-Lys-14-histone H3. DC were incubated in the presence and
absence of 1 mg/mlzymosan for 5 h, and then 500 g of protein from the nuclear fractions were used for immunoprecipitation with 5 g of either pan-anti-TLE
Ab or anti-Hes1 Ab. Anti-Ser(P}-10-histone H3, anti-Ac-Lys-14-histone H3, and anti-histone H3 Ab were used for blotting. Input nuclear fractions are shown in
the right panels. The effect of combination of LPS and [FN-y and 100 nM trichostatin on global Ac-Lys-14-histone H3 and on the acetylation of histone H3
coimmunoprecipitated with Hes1 in DC treated with LPS + IFN-v is shown in the lower panel (D). Changes in the acetylation state of Lys-14-histone H3 in the
il12a and il23a promoters after 5 h of stimulation with the indicated additions or treatment with 100 nm T5A are shown in E. The effect of TSA and indole EX527
on the production of IL-12 p70 is shown in F. Results show mean = 5.D. of four experiments. *, p <2 0.05 as compared with controls in the absence of drug.

naling blocks this route by interfering with Notch intracellular
domain expression, which is upstream of Hes1 and Heyl induc-
tion. The mechanism whereby TLR signaling induces Hesl
depends on p38 MAPK, IKK, and phosphorylation of Ser-10-
histone H3 in the hes! promoter (supplemental Fig. 54). Hes1
and Heyl inhibit transcription by binding to N- and E-boxes in
proximal promoters. i silico analysis of human il1 2a promoter
disclosed three E-boxes upstream of the B and IFN-y-acti-
vated sites. Notably, the nearest one to these sites matches the
perfect palindrome sequence CACGTG optimal for Hes1 and
Heyl binding. One of the best established mechanisms whereby
mammal Hes proteins repress transcription is by their ability to
recruit the Groucho homologs TLE1 -4 to generate a transcrip-
tional repressor complex (58). TLE interacts with the N-termi-
nal residues 1-46 of histone H3 and attracts further corepres-
sors like class I and I1I histone deacetylases and members of the
Sin3 complex, thus leading to strong transcriptional repression
(45). The present results extend the aforementioned model of
negative feedback modulation by showing strong induction
of Hesl, Hes5, Heyl, and TLE, as well as physical interaction of
TLE and Hes1 with Ser{P)-10-histone H3 and deacetylated Lys-
14-histone H3 in response to zymosan. Experiments with
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knock-out mice indicate that isolated genetic abrogation of
hes! and heyl does not eliminate the inhibitory effect of zymo-
san. Because zymosan also induces the expression of Hes5 and
TLE, and Hes5 has been found to be the main player in the
development of pathophysiological conditions such as pulmo-
nary arterial hypertension (59), it seems likely that il1 2a repres-
sion might occur through a redundant mechanism involving
various partners at initial steps, but ultimately depending on
TLE and histone deacetylase-mediated repression. As judged
from the outcome of pharmacological experiments, class I11
deacetylases targeted by the indole compound EX527, rather
than TSA-sensitive class [ and II enzymes, are involved. This is
consistent with the capacity of both TLE and Hesl to bind the
class III lysine deacetylase Sirtl and with the finding that both
TLE and Sirt1 are required for inhibition of NF-xB activity (43).
However, inhibition of IL-12 p70 production by TSA can be
best explained by targeting transcription factors, rather than
histones, because both TSA-dependent and -independent
deacetylases are involved in the modulation of NF-B and IFN
regulatory factor activity (60—63), and TSA blocks IL-12 p70
production at concentrations that only slightly affect global his-
tone H3 acetylation (Fig. 9D). In addition to its interaction with
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FIGURE 10. Zymosan inhibits IL-12 p70 preduction in hesT and hey1 KO mice. Bone marrow-derived DC were obtained from mouse femurs and incubated
in the presence of zymosan for 1 h before the addition of the indicated stimuli. IL-12 p70 protein production was assayed after 24 h (A) and induction of il1.2a
and if12/i123b mRNA was assayed at 4 h (B and C). The nuclear translocation of Hes5 is shown in the nuclear fractions of DC at different times after addition of
the indicated stimuli (D). This is a representative blot of two showing the same result.

the Notch route, TLE may exert transcriptional repression
through binding to Pax/BASP, Six homeobox proteins, Runt
transcription factors, and Lef/ Tcf. Notably, the E-box near-
est to the transcription start of the i/ 2a promoter overlaps with
a consensus site for Runx binding (supplemental Fig. 54).
Because Runx proteins are expressed in DC and may exert TLE-
dependent repression (64), a plausible explanation might be
that wherever TLE induction takes place, its interaction with
context-specific transcription factors gives rise to the forma-
tion of high order complexes with gene-specific sequence
repression. This agrees with current views regarding Gro/TLE
proteins as versatile corepressors that can sense and integrate
different cellular inputs to regulate the expression of large sets
of genes (65). These data suggest a combinatorial formation of
complexes from distinct protein families and the possibility of
allowing the transition from activation to repression for tran-
scription factors capable of interacting with TLE. To the best of
our knowledge, this is the first description of the induction of
TLE during the innate immune response. As regards the recep-
tors involved in Hes1, Hes5, and Heyl induction, our data can-
not afford a clear-cut response aside from ruling out a sole
involvement of dectin-1. Because several pattern receptors
have been linked to zymosan recognition, including CR3, dec-
tin-1, dectin-2, TLR2, DC-specific ICAM-3 grabbing noninteg-
rin, and the mannose receptor, this is a question open to scru-
tiny. Rather than dectin-1, CR3 has been proposed as the main
zymosan receptor in the human polymorphonuclear leukocytes
(66); however, the analysis of the function of this receptor is a
complex task in view of both its ability to bind a large series of
ligands and its cooperation with other receptors such as TLR4
(67, 68) and FcyR (69). Similar complexity exists regarding
mannan recognition receptors, which includes dectin-2, DC-
specific ICAM-3 grabbing nonintegrin, the mannose receptor,
and TLR4, because in many cases they can exert opposing func-
tions. In fact, mannan recognition in combination with dec-

16594 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

tin-1 has been involved in the polarization of the Th17 response
(70), a typical IL-23 dependent event, but this study was con-
ducted in peripheral blood mononuclear cells that express an
array of receptors different from those present in DC. This may
explain our finding of an enhancement of IL-12 production by
mannan, making it unlikely the involvement of a single mannan
recognition receptor in the blunting effect of zymosan on the
IL-12 p70 response. Taken together, these data indicate that
fungal patterns show the capacity to direct the immune
response to the production of IL-23 by engaging signaling
routes that inhibit il 2a expression through the recruitment of
transcriptional repressors.
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