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Abreviaturas.

ACS: Anticuerpos.

Abs: Absorbancia.

AF: Adyuvante de Freund.

Ag: Antigeno.

ANOVA: Andlisis de la varianza.

Ab549: Linea celular epitelial pulmonar (Adenocarcinoma Alveolar).

B. abortus: Brucella abortus.

BSA: Seroalbumina bovina, siglas en inglés de Bovine Serum Albumin.
CDs: Células dendriticas.

ClI: Cuerpos de Inclusion.

CF: Citometria de Flujo.

CKs: Citoquinas.

CMH-1: Complejo Mayor de Histocompatibilidad de Clase 1.

CMH-II: Complejo Mayor de Histocompatibilidad de Clase 1.

Col: Colaboradores.

CPA: Células presentadoras de antigenos.

CpG: Secuencias de DNA no metiladas.

CR: Receptor de Complemento, siglas en inglés de Complement receptor.
Cys: Cisteina.

Da: Dalton.

DAPI: Colorante cuyas siglas en inglés representan al 4 *,6-diamino-2-fenilindol.
DiD: Colorante cuyas siglas en inglés representan al 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-
tetramethylindodicarbocyanine perchlorate.

DMEM: Siglas en inglés de Dulbecco's Modified Eagle's Medium.
DMSOQO: Dimetil sulféxido

DO: Densidad Optica.

DTT: Ditiotreitol.

E. coli: Escherichia coli.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

E. faecalis: Enterococcus faecalis.
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EGTA: Acido etilenglicol tetracético

ELISA: Enzimoinmunoensayo, siglas en inglés de Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay.
FITC: Isotiocianato de fluoresceina, siglas en inglés de Fluorescein Isothiocyanate.
FMLP: Formil —metionil-leucil- fenilalalanina, siglas en inglés de Formyl-Methionyl-Leucyl-
Phenylalanine.

FNB: Flora normal bacteriana.

FPLC: Cromatografia liquida rapida de proteinas, siglas en inglés de Fast Protein Liquid
Chromatography.

g: Fuerza de gravedad

Hs: Horas.

HEPES: Siglas en inglés de 2-[4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid.
IFD: Inmunofluorescencia directa.

IL: Interleuquina.

IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido.

kDa: Kilodalton.

L: Litros.

LB: Linfocitos B.

LB: Luria Bertani.

LPS: Lipopolisacarido.

LT: Linfocitos T.

LTA: Acido lipoteicoico.

mm: milimetros

MTT: tetrazolium.

MWM: Marcador de peso molecular, siglas en inglés de Molecular weight marker.

NAG: N-acetilglucosamina.

NAM: Acido N-acetilmuranico.

NF-kB: Factor nuclear kB, siglas en inglés de nuclear factor Kb.

NHS: Esteres de N-hidrosuccinimida, siglas en inglés de N-hydroxysuccinimide.

NK: Natural Killer.

nM: nanomolar.

NOD1: Siglas en inglés de Nucleotide-binding oligomerization domain protein 1
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NP-40: Siglas en inglés de nonyl phenoxypolyethoxylethanol.

ON: Durante toda la noche, siglas en inglés de Over night.

OPD: Ortofenilendiamina, siglas en inglés de Ortofenilendiamina.

OVA: Ovoalbumina

PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida, siglas en inglés de Polyacrylamide Gel
Electrophoresis.

PAMPs: Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos, siglas en inglés de Pathogen Associated
Molecular Patterns.

PBMC: Células mononucleares, siglas en inglés de Peripheral Blood Mononuclear Cells.

PBS: Buffer Fosfato Salino, siglas en inglés de Phosphate Buffered Saline.

PBS-T: PBS-Tween.

PG: Piruvato-glutamina.

PGNSs: Peptidoglicanos.

pgr: picogramos

PGRPs: Proteina de Reconocimiento de Peptidoglicanos, siglas en inglés de peptidoglycan
recognition proteins.

PGRP-S: PGRP corta, siglas en inglés de PGRP SHORT.

PGRP-I: PGRP intermedia, siglas en inglés de PGRP INTERMEDIATE.

PGRP-1a.C: Dominio C-terminal de PGRP-la.

PGRP-IBN: Dominio N-terminal de PGRP-Ip.

PGRP-L: PGRP larga, siglas en inglés de PGRP LONG.

PI3K: Fosfoinositol 3-quinasa.

PM: Peso molecular.

PMN: Polimorfonucleares.

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo, siglas en inglés de Phenylmethylsulfonyl Fluoride.

PRRs: Receptores de reconocimiento de PAMPs.

RI: Respuesta inmune.

RPMI: Siglas en inglés de Roswell Park Memorial Institute.

Rs: Radio de Stokes.

RU: Unidades de resonancia, siglas en inglés de Resonance Units.

S. aureus: Staphilococcus aureus.
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SDS: Dodecilsulfato de sodio, siglas en inglés de Sodium Dodecyl Sulfate.
SFB: Suero fetal bovino.

SHN: Suero Humano Normal.

Sl: Sistema inmune.

SN: Sobrenadante.

SPR: Resonancia Plasmatica de Superficie, siglas en inglés de Surface Plasmon Resonance.
TBS: Buffer Tris Salino, siglas en inglés de Tris Buffered Saline.

TCR: Receptor de Célula T, siglas en inglés de T-Cell Receptor.

THP-1: Lineas tumorales de monocitos humanos.

TLR: Receptor tipo Toll, siglas en inglés de Toll Like Receptor.

TNF: factor de necrosis tumoral.

UFC: Unidades formadoras de colonias.

VD3: D3 1,25-dihidroxivitamina, siglas en inglés de vitamin D3.

7-AAD: 7-Amino-Actinomicina D, siglas en inglés de 7-Aminoactinomycin
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I. Generalidades del Sistema Inmune

Durante toda la vida de un organismo existe una interaccion permanente con el medio que lo
rodea. Como consecuencia de este intercambio, los organismos han desarrollado diferentes
mecanismos de defensa que les permiten sobrellevar las agresiones provenientes del ambiente
externo. Estos mecanismos varian en complejidad segun la ubicacién en la escala bioldgica en
que cada uno se encuentra. En los mamiferos se encuentra el sistema mas desarrollado que se
denomina sistema inmune (SI).

Cuando un individuo inmunocompetente sufre una infeccion, el Sl trata de erradicar al
patégeno mediante diversos mecanismos que en conjunto reciben el nombre de respuesta inmune
(RI). La defensa contra los microorganismos ocurre en primer lugar a traves de la denominada
inmunidad innata y luego por la inmunidad adaptativa [Abbas 2012].

La principal caracteristica del Sl es la capacidad de diferenciar lo propio de lo extrafio vy,
excepto en situaciones patoldgicas, la Rl se desencadenara contra microorganismos invasores,
productos de estos o incluso alguna sustancia ajena que no tenga caracter infeccioso. En términos
generales, se denomina antigeno (Ag) a toda sustancia que es capaz de desencadenar una Rl e
interactuar con los productos de la misma [Margni 1996].

Previamente a que se desencadene la RI, existen barreras naturales de defensa que tratan de
impedir, ya sea fisica o quimicamente, la entrada de los patdgenos al organismo. Cuando estas
barreras naturales, por ejemplo: la piel, el mucus, las enzimas contenidas en las secreciones
(especialmente la lizosima), etc. son vulneradas, entonces actda el Sl innato, que si bien no es
altamente especifico, es el primer paso para discriminar entre lo propio y lo extrafio. Si la RI
innata no logra controlar la infeccion, entonces se montara la R1 adquirida.

Ambas RI se caracterizan por presentar sustancias solubles o humorales y celulares que seran
compartidos o particulares de cada tipo de Rl. Ejemplos de los componentes humorales son los
anticuerpos (Acs), el sistema complemento y las citoquinas (CKSs). Las células involucradas en la
RI derivan de un precursor comdn o stem cell en médula 0sea, que puede ser un progenitor
mieloide, que origina a los granulocitos (neutréfilos, basofilos y eosinéfilos), macrofagos,
monocitos y células dendriticas (CDs); o un progenitor linfoide, que da origen a los linfocitos T
(LT), linfocitos B (LB) y células natural killer (NK). Los érganos en los que se originan y

maduran los componentes del SI se Ilaman 6rganos linfoides primarios y en el humano son la
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medula 6sea y el timo. Los 6rganos linfoides secundarios son los ganglios linfaticos y el bazo,
donde se desencadena la RI o hay procesos relacionados con ésta [Janeway 2009; Abbas 2012].

La RI adquirida se caracteriza por ser altamente especifica y generar memoria. Ante la
presencia de un patégeno se requieren células capaces de procesarlo y mostrar los péptidos
antigénicos al Sl, para que este los reconozca como no propios y desencadene mecanismos para
eliminarlos. Estas células denominadas células presentadoras de antigenos (CPA), como los
macrofagos y las CDs, exponen a estos péptidos asociados a las moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad de clase Il (CMH-II). Los péptidos que se asocian a las moléculas CMH-
Il se generan por la accién de proteasas sobre Ags extracelulares que han sido fagocitados o sobre
las proteinas secretadas por patdgenos intracelulares, como ciertos parasitos, que son capaces de
vivir en el sistema endosomal. Estos se fusionan con el lisosoma para constituir los
fagolisosomas que en una etapa posterior se asociaran con las vesiculas exociticas. Alli también
se encuentran las moléculas del CMH-I1 protegidas por la cadena invariante. Al encontrarse con
los péptidos antigénicos, esta cadena es removida, dandose la asociacion entre el CMH-I1 vy el
péptido antigénico para su posterior presentacion en la superficie de la CPA. Posteriormente, los
LT CD4" reconocen a los péptidos antigénicos presentados en el contexto de las moléculas del
CMH-II mediante sus TCRs y, al activarse, liberaran mediadores solubles que permitiran el
desarrollo de la RI adaptativa (Fig. 1).

Por otro lado, todos los tipos celulares a excepcidn de los espermatozoides y de los globulos
rojos, son capaces de presentar Ags asociados a moléculas del CMH-1. Que un Ag se presente
asociado al CMH-I o Il estara intimamente ligado al tipo de patégeno y al ciclo de vida del
mismo. En lineas generales, los patdgenos intracelulares como los virus, son capaces de sintetizar
sus proteinas intactas en el citoplasma de la célula infectada, las que luego son degradadas en
péptidos menores por un sistema catalitico presente en el citoplasma celular llamado proteosoma.
Estos péptidos antigénicos se presentardn en la superficie celular asociados a moléculas del
CMH-I. Alli los LT CD8" reconoceran, a través de su receptor de superficie (TCR), al péptido en
el contexto del CMH-I activandose y eliminando a la célula infectada [Janeway 2009; Abbas
2012].

Ademas, la RI adquirida reconoce patdgenos circulantes por medio de los Acs, los que pueden
encontrarse como receptores en la superficie de membranas de los LB donde actdan en el

reconocimiento de los Ags o como Acs secretados en circulacion y otros fluidos.
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La interaccion entre el Ac de membrana y su Ag especifico activa los LB virgenes e inicia la
respuesta inmune humoral. Los LB estimulados secretan los Ac para que interaccionen con los
Ags especificos desencadenando maltiples mecanismos efectores que requieren la interaccion de
otros componentes del sistema inmune como las proteinas del complemento, fagocitos y otros,

cuya finalidad es la completa eliminacion de los mismos (Fig. 1).

= .
Inmunidad Inmunidad
humoral celular
|
|
I
I
Microbio * * !
i
| Microbios
Microbios Microbios , intracelulares
extracelulares fagocitados i (p. €j., virus) que se
en el macréfago ' replican dentro de
 la célula infectada
Linfocitos :
reactivos < i FERoL)
kb Linfocito i Linfocito
Linfocito B T cooperador i T citotoxico
|
Anticuerpo :
secretado I
Mecanismo \ * :
efector "V} |
1
v |
N = ,
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'——"T forid Suero Células : Células
ransierido por (anticuerpos) (linfocitos T) | (linfocitos T)
|
Bloquea las Activa los : Mata las células
infecciones y macrofagos || infectadas
Funciones elimina los para que maten | | y elimina
microbios a los microbios | || los reservorios
extracelulares fagocitados 1 de la infeccion
I

Figura 1. Inmunidad adaptativa. En la inmunidad humoral, los LB secretan anticuerpos que
actlan en la eliminacion de los microbios extracelulares. En la inmunidad celular, los LT
cooperadores activan a los macréfagos para que maten a los microbios fagocitados, o los LT
citotéxicos destruyen directamente las células infectadas.
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Il. Inmunidad Innata

El sistema inmune innato emplea diferentes estrategias para discriminar Ags propios de
aquellos que no los son [Medzhitov 2002; Janeway 2009]. Una de ellas, el denominado
reconocimiento de lo propio perdido, missing self, esta basada en la deteccién de marcadores de
Ags propios normales que, acoplado a sefiales inhibitorias, bloquean el inicio de la respuesta
contra lo propio. La segunda estrategia, el reconocimiento de lo propio inducido, induced self, se
basa en la deteccion de marcadores de lo propio anormal, que son inducidos ante una infeccién o
transformacion celular. Las bases del tercer mecanismo, el reconocimiento de lo no propio
microbiano, microbial nonself, subyace en la habilidad del hospedador para reconocer productos
conservados del metabolismo microbiano que son Unicos a estos como el lipopolisacarido (LPS)
en bacterias gran-negativas, el acido lipoteicoico (LTA) en bacterias gran-positivas, las
secuencias de DNA CG no metiladas (CpG), la flagelina y los peptidoglicanos (PGN),
denominados genéricamente patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs) [Medzhitov
2002]. Esta estrategia permite al Sl innato discriminar entre lo propio no infeccioso y lo no
propio infeccioso [Hoffmann 2003].

Estos mecanismos comienzan a actuar inmediatamente después de la penetracion del agente
agresor, a diferencia de lo que ocurre con la inmunidad adaptativa, que requiere un cierto tiempo

para que se haga efectiva (Fig. 2).

Microbio
Inmunidad innata Inmunidad adaptativa
% S . Linfocitos B
| Barreras !

.. epiteliales

s
Fagocitos Células
dendriticas! 8

o o
Q A

9 1 4
Complemento  Linfocitos NK'*
[ Horas Vi
0 6 12 1 4 7
Tiempo después
de la infeccion

Figura 2.- Evolucion cronoldgica de la RI.
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En la RI innata participan componentes celulares como: fagocitos (monocitos Yy
polimorfonucleares), linfocitos NK, células endoteliales, etc. (Fig. 2) y componentes humorales
provenientes de la activacion del sistema de complemento ya sea por la via alterna o la via de las
lectinas, CKs, metabolitos del acido araquidonico, etc. [Abbas 2012].

Las células fagociticas, como los neutrofilos polimorfonucleares y macrofagos, son las
encargadas de destruir a los microorganismos ingeridos mediante la sintesis de intermediarios
radicales del oxigeno, 6xido nitrico y enzimas presentes en los fagolisosomas. Los fagocitos
reconocen y responden a los productos microbianos a través de diferentes tipos de receptores de
reconocimiento de PAMPs (PRRs), tales como los de tipo Toll (TLRs), los de manosa, y los
asociados a la proteina G que pueden reconocer péptidos pequefios que contienen N-
formilmetionina (Fig. 3). Los microorganismos que acceden a los compartimientos internos del

huésped, al ser detectados por los PRRs inducen una RI.

Receptor ‘
para Receptor Receptor

Receptor U ©
del ti?ao IN-formilmetionil para basurero
toll manosa

Figura 3. Distintos receptores de reconocimiento de PAMPs presente en las membranas
de los fagocitos.

En primera instancia, la invaginacion de la membrana citoplasmatica engloba a las particulas,
originando un fagosoma. La fusion de los fagosomas con los lisosomas origina los
fagolisosomas, donde se concentran los mecanismos microbicidas.

La reaccion local inicial de la inmunidad innata es la respuesta inflamatoria caracterizada por
calor, dolor, rubor y tumor. El proceso inflamatorio es quizas la respuesta mas importante para la
defensa del organismo y por lo tanto resulta esencial para la vida. Al mismo tiempo, es el
mecanismo que con mayor frecuencia produce dafios en las estructuras celulares, pudiendo

incluso producir la muerte del individuo. Esta es una respuesta que se pone en marcha frente a
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estimulos nocivos de muy variado origen; pudiendo ser desencadenada por bacterias, virus,
parasitos, injurias fisicas, etc.

La inflamacion es una respuesta dindmica y compleja que involucra la participacion de
maltiples factores celulares, humorales y tisulares. La funcion de la inflamacion es limitar
localmente una lesion e inactivar las causas desencadenantes, destruyendo a los microorganismos
invasores. También debe eliminar las estructuras organicas dafiadas e inducir la reparacion o
regeneracion de los tejidos. La composicion de leucocitos inflamatorios en los tejidos se modifica
con el tiempo y pasa de rica en neutrofilos a rica en células mononucleares, lo que refleja un
cambio en la atraccion de diferentes leucocitos y la vida corta de los neutréfilos [Pennimpede
2003].

Ante una infeccion, las células que actlan en primera instancia son los macréfagos locales
preexistentes (Fig. 4) que reconocen al agente agresor empleando diferentes receptores de
complemento (CR), como CR1 y CR2 que unen productos del sistema de complemento (C3b y
C3bi) que estdn pegados al microorganismo. Como consecuencia de esa interaccion los
macrofagos sintetizan y liberan CKs como la interleuquina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral
(TNF) a e IL-8, que tiene un alto poder de quimiotaxis y de activacion de neutréfilos circulantes.
Esto induce a los mismos a una rapida migracion a los sitios extravasculares donde se encuentra
el agente patogeno. Esta migracion es mediada por moléculas que se expresan en las membranas
de los neutréfilos, LFA-1 (antigeno asociado a funciones de linfocitos 1) y las moléculas de
adhesion ELAM-1 (moléculas endoteliales de adhesién de leucocitos), ICAM-1 e ICAM-2
(moléculas de adhesion intercelular), que se expresan en el endotelio de los vasos, inducidas por
IL-1 y TNF-a de origen macrofagico (Fig. 4). Estas CKs inducen, a su vez, alteraciones en el
endotelio vascular a través del cual se produce la migracion de los neutréfilos y son responsables,
en buena medida, de la reaccion organica general que suele observarse acompafiada a un proceso
inflamatorio: fiebre, disminucién de la presion arterial, taquicardia, etc., siendo ademas de crucial

trascendencia para la cicatrizacion de heridas.
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Figura 4. Secuencia de eventos en la migracién de leucocitos sanguineos a los sitios de
infeccion. Se puede observar los fendmenos de rolling de los leucocitos, activacion de las
integrinas, desarrollo de una adhesién estable, migracion transepitelial, en primera instancia, y
posteriormente a través de la matriz extracelular, hacia el foco de infeccién orientado por
guemoquinas liberadas por los macréfagos.

La activacion de los neutrdfilos, da inicio al proceso de injuria tisular e inflamacion causado
por la liberacion, por parte de estos, de productos intermediarios del oxigeno (peréxido de
hidrogeno, anion superoxido y radicales hidroxilo) y la exocitosis de los contenidos de sus
granulos citoplasmaticos, especialmente la elastasa y defensinas. En este proceso de injuria
participan también los metabolitos del &cido araquidénico (tromboxanos, leucotrienos), y los
fragmentos C3a y C5a del sistema de complemento (Fig. 4).

Todo este proceso hace que los neutrdfilos sean las células defensivas que acuden en primer
término al lugar de la infeccion, observandose un acumulo de ellas en las primeras 24 horas. A
partir de este momento las células predominantes son los macrofagos que, dada su distribucion,
tardan més tiempo en llegar con el objetivo de fagocitar los microorganismos invasores.

En el caso particular de las bacterias, su muerte tiene lugar por mecanismos intracelulares que
ocurren en células fagociticas, y por mecanismos extracelulares mediados por el sistema de
complemento. La accion fagocitica se ejerce no s6lo cuando un microorganismo llega a los
tejidos si no también cuando hay una invasion del torrente circulatorio [Abbas 2012].

Dentro de los componentes humorales que actlan en la respuesta innata se pueden destacar

por un lado la existencia de los llamados anticuerpos naturales, generados por un subgrupo de
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LB, que se caracterizan por estar presentes antes de que se desencadene una infeccion, y que a
pesar de tener un numero limitado de especificidades, reconocen patrones moleculares comunes
en las membranas bacterianas, y por el otro la presencia de varias proteinas plasmaticas del
sistema de complemento producidos por la via alterna, que son activadas por los
microorganismos y que favorecen su destruccion y el proceso inflamatorio.

A pesar de todos los mecanismos presentes para destruir a los microorganismos patégenos
muchos de ellos logran evadirlos y persistir en el tiempo constituyendo infecciones cronicas

como lo hacen ciertos virus, bacterias (intracelulares preferentemente), hongos, etc.

I11. Patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS)

Como fuera mencionado anteriormente, el Sl innato, a diferencia del adaptativo no reconoce
mas que una cantidad total concreta de productos microbianos sumamente conservados que no
estan presentes en las células del hospedador. Los productos microbianos capaces de estimular la
inmunidad innata reciben el nombre de PAMPs. Microorganismos de diversas clases (bacterias,
virus, hongos) expresan PAMPs distintos, como es el caso del ARN bicatenario que poseen los
virus en proceso de multiplicacion, asi como las secuencias de ADN CpG, la presencia de N-
formilmetionina en proteinas, LPS y PGNs son caracteristicas propias de microorganismos de
origen bacteriano.

Este trabajo de tesis trata sobre el rol que desempefian los receptores de PGN denominados

PGRP (peptidoglycan recognition proteins).

IV. Peptidoglicanos (PGNSs)

Los PGNs constituyen uno de los principales componentes de la pared celular de todas las
bacterias, constituyendo una densa red que provee el soporte mecéanico necesario para prevenir la
ruptura de las células bacterianas debido a las presiones osmoticas fluctuantes del medio.
Quimicamente son polimetros alternados de N-acetilglucosamina (NAG) y de acido N-
acetilmuranico (NAM), combinados por uniones B (1-4) que se entrecruzan con cortos péptidos
conectores o stems, compuesto por L- y D- aminoacidos alternados [Schleifer y Kandler 1972;
Doyle y Dziarski 2001] (Fig. 5).
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Figura 5.- Estructura de PGNs. Representacion esquematica de PGN Lys-Type (A) y de
PGN Dap-Type (B).

Si bien el esqueleto carbohidratado se encuentra altamente conservado en todas las bacterias
(excepto por la variante O-acetilada o N-acetilada), los motivos peptidicos contienen una alta
diversidad. De acuerdo al residuo que ocupe la tercera posicion en el péptido stem, los PGNs se
dividen en dos grandes categorias:

e Tipo lisina (Lys-Type)
e Tipo diaminopimelico (Dap-Type)

En los PGNs Lys-Type, los péptidos stems, estan unidos por puentes peptidicos compuestos
por una a cinco glicinas. Sin embargo, este puente varia tanto en su largo como en su
composicion aminoacidica en las diferentes bacterias. En los PGNs Dap-Type, la lisina en
posicion 3 del péptido stem, es reemplazada por acido meso-diaminopimelico, lo que se traduce
en la ausencia del puente aminoacidico y en la union directa del péptido stem al esqueleto
carbonado.

Debido a su amplia distribucion en practicamente todas las paredes celulares bacterianas, 1os
PGNs, representan un excelente blanco para el reconocimiento del Sl innato, [Liu 2001],
interactuando con factores humorales como lisozima, complemento, CD14 soluble y proteinas de
reconocimiento de PGNSs; y celulares, como los macrofagos y linfocitos. La activacion de
macrofagos a través de CD14 [Gupta 1996; Weidemann 1997] y TLR2 [Yoshimura 1999],
induce la produccion de CKs [Wang 2000a; 2000b] responsables de las manifestaciones clinicas

en infecciones (fiebre, inflamacion, etc.).
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V. Proteinas de Reconocimiento de peptidoglicanos (PGRPS)

Las PGRPs son moléculas de reconocimiento de PAMPs, que unen (como CD14y TLR2), y
en ciertos casos hidrolizan (lisozima), PGNs [Kang 1998; Liu 2000; Werner 2000; Liu 2001;
Medzhitov 2002; Hultmark 2003; Mellroth 2003; Wang 2003; Dziarski 2004]. Es por ello
que estas moléculas son muy importantes para la defensa contra infecciones bacterianas y se
encuentran altamente conservadas desde invertebrados (como insectos, equinodermos, moluscos)
hasta vertebrados; aunque esta ausente en nematodos asi como también en plantas [Michel 2001;
Choe 2002; Gottar 2002; Ramet 2002; Travassos 2004, Onoe, 2007]. La familia de las PGRPs
incluye alrededor de 100 miembros. Todos tienen un dominio homoélogo de unién a PGN de
aproximadamente 165 aminoacidos que posee hasta un 30% de similitud con la secuencia
aminoacidica de la lisozima del bacteriéfago T7 (una amidasa dependiente del ion Zn™™). De
acuerdo a su actividad, las PGRPs, se las clasifica en dos grandes grupos:

e PGRPs cataliticas: al igual que la lisozima del bacteriofago T7 algunas PGRPs
hidrolizan PGN, rompiendo la unién amida entre NAM y L-Ala [Gelius 2003; Kim 2003;
Mellroth 2003; Wang 2003].

e PGRPs no cataliticas: este grupo se corresponde a la gran mayoria de la familia de estas
proteinas, estas se unen a PGNs, pero no poseen actividad amidasa debido a que carecen del
residuo clave de cisteina (Cys) 160 para la unién al Zn"* [Kang 1998; Kim 2003; Guan 2004a;
2004b].

Si bien las PGRPs estan ampliamente distribuidas, han sido estudiadas y caracterizadas
principalmente en insectos y mamiferos. Las PGRPs han sido agrupadas en 3 clases [Werner,
2000; Liu 2001; Hultmark 2003; Blanco 2008]:

1)- PGRP-S (corta), con un peso que varia entre 20 y 25 KD.

2)- PGRP-I (intermedia), cuyo peso varia entre 40 y 45 KD.

3)- PGRP-L (larga), cuyo peso varia entre 30 y 90 KD.

En los mamiferos se han identificado 4 tipos de PGRPs (PGRP-S, PGRP-L, PGRP-Ia y
PGRP-Ip) las que son productos de la expresion de 3 genes codificantes. Alternativamente fueron
renombradas como PGLYRP-1, PGRLYRP-2, PGRLYRP-3 y PGLYRP-4 respectivamente
[Kang, 1998; Werner 2000; Liu 2001; Xu 2004; Dziarski 2006a; 2006b; Lu 2006; Dziarski

2011]. En Drosophila melanogaster se han identificado 13 genes codificantes para PGRPs, los

11
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cuales se transcriben en al menos 19 proteinas diferentes [Werner 2000], que basado en el
tamafno del ARNm transcripto se clasifican en PGRP-S y L [Dziarski 2011], mientras que en
algunas especies de mosquito, como el Anopheles gambiae, hay 7 genes codificantes de PGRPs,
los cuales se transcriben en 9 proteinas [Christophides 2002].

La distribucion de las PGRPs en insecto es variada, la PGRP-S corresponde a proteinas
extracelulares, mientras que PGRP-L, corresponde no solo a proteinas extracelulares e
intracelulares sino que también a proteinas de transmembrana, como es el caso de PGRP-LC, la
cual presenta 3 isoformas distintas LCa, LCx, y LCy. Muchas de estas PGRPs se expresan en
6rganos inmunocompetentes, como el intestino, los cuerpos de grasa y los hepatocitos.

En contraste de lo que sucede en insectos, donde algunas PGRPs son receptores de
transmembrana (PGRP-LC y PGRP-LF), todas las PGRPs de mamiferos son proteinas solubles
[Guan 2004a; Dziarski 2006a]. Se describié que la expresion de PGRPs en humanos era
mayoritariamente en la médula 6sea, y se producia en menor medida en el higado, rifién, intestino
delgado, pulmones, leucocitos periféricos, etc.; lo que seria consistente con su funcion
inmunoldgica [Kang 1998; Liu 2001] (Fig.6).

12
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Figura 6. Distribucion y funcion de las PGRPs. Descripcion de la distribucion y la funcién de
las distintas isoformas de PGRPs expresadas en mamiferos. (Extraido de Dziarski 2006a)

La distribucion de PGRPs en mamiferos es muy amplia, y varias de ellas son secretadas.
PGRP-S se expresa en los neutrofilos (pero no se la ha detectado en LB, LT, NK, fibroblastos ni
monocitos) [Liu 2000; Cho 2005], PGRP-Ia. y PGRP-IP estan selectivamente expresadas en los
tejidos expuestos al medio, como la piel, ojos, glandulas salivales, lengua, garganta, eséfago,
estomago e intestino [Mathur 2004; Lu 2006], los cuales estan en contacto con
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microorganismos ambientales y se encuentran habitados por microorganismos comensales. Se
piensa que debido a los efectos bactericidas de las PGRPs, estas influyen en la microbiota en
estos sitios. La PGRP-L es producida constitutivamente por el higado y es secretada al torrente
sanguineo en respuesta a un aumento en los niveles de IL-1p y TNF-a. Recientemente se
describié que PGRP-L es producida por los LT [Lu 2006; Bu 2010; Ma 2010; Duerr 2011].
Muchos de los estudios realizados hasta el momento han sido en su mayoria mediante técnicas de
deteccion de mMRNA (Northern-Blot 0 RT-PCR) lo que no garantiza la presencia de la proteina ya
que la regulacion de la expresion puede ocurrir a nivel transduccional y, ademas, se emplearon
mayoritariamente tejidos y pocos tipos celulares aislados e identificables [Liu 2000; 2001;
Kaneko 2004].

Las cuatro PGRPs de mamifero controlarian la adquisicion y el mantenimiento de la
microbiota normal del intestino, la cual protege al hospedador de procesos inflamatorios, dafios
en los tejidos y colitis [Saha 2010; Dziarski 2011]. PGRPs (en particular, PGRP-S y PGRP-Ip)
se expresan también en las glandulas mamarias, por lo que estan presente en la leche maternay
podrian influenciar la microbiota presente en la boca y el intestino del recién nacido.

Cada PGRP contiene un s6lo dominio de union a PGN (en la mayoria de los casos, en el
extremo C-terminal), a excepcion de PGRP-Io. y PGRP-If de mamiferos y PGRP-LF de
Drosophila, en las que hay 2 dominios de union a PGN dispuestos en tandem [Guan 2004b]. Se
ha planteado que el rol funcional de los dominios de unién en tandem podria deberse a que
promueven una mayor actividad, pues permitirian un ataque multivalente o que estos dominios en
tdndem representan maltiples sitios de union a PGN especificos para una sola PGRP, permitiendo
a un pequefio numero de proteinas detectar a un amplio espectro de microorganismos patdégenos
(Fig.7).

Si bien las PGRPs se caracterizan por su capacidad de union a PGNs, [Dziarski 2004; Guan
2004a; 2004b; Dziarski 2011], algunas también son capaces de unirse a otras moléculas
microbianas con alta afinidad, como el LPS y el LTA; empleando un sitio de interaccion
diferente al de unién al PGN [Liu 2000; Tydell 2006; Sharma 2013a]. Es para destacar también
que moléculas derivadas de hongos pueden ser reconocidas por algunas PGRPs, incluyendo
PGRP-S bobina y las PGRP-la. y PGRP-1 humanas[Lu 2006; Tydell 2006] (Fig.7).

14
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Se han resuelto diversas estructuras de PGRPs: como la de PGRP-LB de Drosophila [Kim
2003], el dominio C-terminal de PGRP-la. humana [Guan 2004a], la porcién C-terminal de la
PGRP-la. humana unida a muramil tripéptidos derivados de G(+) [Guan 2005a], la porcion C-
terminal de la PGRP-I humana unida a glicopéptidos sintéticos [Cho 2007] y PGRP-S [Guan
2005b]. Estas estructuras revelaron la existencia de una topologia general comin, las PGRPs de
Drosophila, y las PGRPs de mamiferos poseen un dominio carboxilo-terminal sumamente
conservado y homologo al de la lisozima T7 [Cheng 1994; Gobert 2003; Guan 2004b; Reiser

2004; Guan 2007]. El frente de la molécula contiene el sitio de union al PGN, mientras que la
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parte posterior de la misma contiene un segmento especifico de las PGRPs (ausente en la
lisozima), esta region es altamente hidrofdbica, y podria representar un punto de union a otras
moléculas [Kim 2003].

La estructura general de las PGRPs se muestra en las Figuras 8A y 8B. Si bien difieren por
su tamafio y actividad, todas las PGRPs presentan un alto grado de similitud estructural. Todas
contienen una region central hoja B plegada, compuestas por cinco cadenas B, 4 de ellas
dispuestas en forma paralela, y una de ellas, la B5, en forma antiparalela; ademas poseen tres
cadenas hélice a (Fig. 8A'y 8B).

Estas proteinas cuentan con puentes de disulfuro intramoleculares, los que sirven para
estabilizar las estructuras de las PGRPs en el duro ambiente de los compartimientos
extracelulares o el de los granulos fagociticos. Uno de ellos (Cys214-Cys220 o su analogo
estructural), estd conservado en todas las PGRPs excepto en PGRP-LE de Drosophila. Ademas,
el puente de disulfuro Cys194-Cys238 o su analogo estructural, es observado en todas las PGRPs
no cataliticas de todos los mamiferos, pero esta ausente en todas las PGRPs con actividad
catalitica conocida (Fig. 8A y 8B). Todas las PGRPs comparten un dominio de union a PGN en
forma de L, que se muestra en detalle en la Figura 8C.

Estudios cristalogréficos demostraron que PGRP-S es capaz de unirse al LPS y al acido
estearico de la misma manera que al PGN [Sharma 2012; 2013a].

V1. Funcion de PGRPs en la inmunidad innata

Como se mencionara anteriormente, las PGRPs son moléculas de reconocimiento de PAMPs
que unen, y en ciertos casos hidrolizan, PGNs. Estas realizan un reconocimiento dual de los
PGNSs, por un lado distinguen entre PGNs Lys o Dap-Type, y por otro sensan los puentes
peptidicos entre los péptidos stem. Se observd que diferentes PGRPs muestran distintas
especificidades para PGNs de diferentes microorganismos, presumiblemente por el
reconocimiento diferencial de los péptidos variables [Liu 2000], quedando aun por establecerse

las bases estructurales del reconocimiento diferencial entre las diferentes PGRPs conocidas.
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Si bien, el reconocimiento de microbios y su fagocitosis mediada por macrofagos, es un
aspecto principal de la RI innata que se encuentra conservado tanto en mamiferos como insectos,
actualmente las funciones de las PGRPs de mamiferos en estos procesos son menos
comprendidas que en insectos.

Las PGRPs de insectos estan involucradas en vias de sefializacion muy importantes para la Rl
de los mismos que se limita a innata. PGRP-SA y PGRP-SC1 de Drosophila, reconocen PGNs

gue contienen lisina y activan los receptores Toll con la consecuente activacion de la Rl [Michel
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2001; Bischoff 2006; Garver 2006, Yano 2011], iniciando por un lado el proceso de fagocitosis
y por el otro activando una cascada de transduccion de sefiales que lleva a la produccion de
péptidos antimicrobianos (como la drosomicina) que acttan frente a bacterias G(+) y hongos
[Ramet 2002; Garver 2006]. La via Imd, la cual regula la expresion de dipterimicina y otros
péptidos antimicrobianos contra bacterias G(-) es gatillado por la unién de un PGN (Dap-type)
con PGRP-LC en cooperacion con PGRP-LE [Choe 2002; Kaneko 2004; Takehana 2004] (Fig.
9).
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Figura 9. Reconocimiento de PGNs por parte de PGRPs de insectos. Las PGRPs regulan
maultiples vias de defensa contra microbios (Via IMD y Via TOLL — [Dziarski 2011]).
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Por otro lado, se describi6 que la PGRP-S presente en la hemolinfa y en la cuticula del gusano
de seda, activa la cascada de profenol-oxidasa con el objetivo de eliminar la presencia de
bacterias [Yoshida 1996]. Ademas, parte de dicha via puede activarse por la union de las PGRPs
a polimeros presentes en las paredes celulares de hongos tales como el LTA o LPS [Tydell 2006]
(Fig. 10).
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PGN \ FUNGI
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Figura 10. Activacion de la cascada Pro-fenol oxidasa por el reconocimiento de PGN de
bacterias y B-glicanos de hongos. Esta activacion regula la produccién de melanina y
especies reactivas del oxigeno contra los mismos. (Extraido de Dziarski 2006).

Dicha activacion lleva a la produccion de melanina, que rodea y contiene el sitio de infeccion,
y desencadena también la produccién de especies reactivas del oxigeno que tienen como
finalidad eliminar los microbios presentes. PGRP-LE de Drosophila [Takehana 2004], PGRP-1
de escarabajo (Holotrichia diomphalia), y probablemente otras PGRPs también activan dicha
cascada, pero PGRP-1 de H. diomphalia tiene la particularidad de actuar en respuesta a 1,3-3-d-
glucano, un componente comun de las paredes celulares fungicas.

En cuanto a las PGRPs de mamiferos, se sabe que todas ellas son proteinas solubles, las cuales
actuarian como puente entre el reconocimiento de PGNSs y la induccidn de sefiales intracelulares
o0 la cascada del complemento, por lo que estas tendrian al menos dos sitios de interaccion, uno
para reconocer al PGN y otro para interactuar con proteinas efectoras del hospedador que aun no
han sido identificadas. [Gobert 2003; Hoffmann 2003; Dziarski 2004; Guan 2004a; 2004b;
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Kaneko 2004; Reiser 2004; Guan 2005b]. En principio se observé que PGRP-S de origen
murino y humano poseian accion bacteriostatica mientras que la de origen bovino era bactericida,
pero posteriormente, se demostré que si estaban glicosiladas, podian actuar como bactericidas
sobre ciertas especies bacterianas [Dziarski 2003; Lu 2006; Dziarski 2006a; 2006b; Osanai
2011] ya sean G(+) o G(-), aunque solo podria llevar a cabo su actividad catalitica en presencia
de los cationes divalentes de Ca y Zn, sin los cuales solo seria bacteriostatica [Liu 2000].

Tanto PGRP-Io. como PGRP-If, son secretadas como homo u heterodimeros, y poseerian
actividad bactericida directa contra algunas especies de bacterias G(+) patogénicas 0 no
patogénicas pero no contra la flora normal bacteriana (FNB) [Lu 2006]. Estas presentan también
actividad bacteriostatica frente a bacterias G(-) y por la FNB G(+). Si bien la FNB resiste la
presencia de PGRPs, estas limitarian su expansion, evitando de esta manera el sobrecrecimiento
de las mismas. Al igual que PGRP-SA, PGRP-la. humana une mejor PGNs que contienen lisina,
aunque este reconocimiento no es absoluto [Gelius 2003; Hoffmann 2003; Leulier 2003;
Kaneko 2004], ademas se describio que PGRP-la tiene la capacidad de asociarse al PGN
internalizado en el citoplasma de las células epiteliales intestinales [Bu 2010].

Al contrario de lo que hacen los péptidos antimicrobianos, como las defensinas (que
permeabilizan las membranas), PGRP-S, PGRP-la y PGRP-If, eliminarian a las bacterias
interactuando con sus paredes celulares. Las PGRPs inhibirian la biosintesis de PGNs [Lu 2006]
debido a que se unirian a sus precursores, generando una disrupcion de la pared celular, no solo
por una inhibicion estérica que le impediria el contacto con las enzimas biosintetizadoras sino
que también prevendria la formacion de puentes cruzados entre los péptidos stem de las paredes
celulares en crecimiento.

Recientemente se observo que la expresion de PGRP-S, PGRP-Ia y PGRP-If fue estimulada
en células epiteliales de la cornea humana en respuesta a ligandos de TLRs 1, 2, 3, 5y 6 (como
PGN) [Ma 2010].

PGRP-L, como numerosas PGRPs de Drosophila [Mellroth 2003], tiene funcion enzimatica
hidrolizando la unién amida entre el NAM y los motivos L-alanina de los PGNs [Wang 2003].
Esta es producida en el higado y liberada al sistema circulatorio [Zhang 2005; Duerr 2011;
Osanai 2011], pudiendo prevenir respuestas inflamatorias agudas o atenuar la respuesta inmune
contra bacterias por medio de la hidrolisis de PGNs, y su accion puede generar ligandos para

otras proteinas de la inmunidad innata, tales como NOD1 [Dziarski 2006a; 2006b].
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Se observd que la PGRP murina altera la fagocitosis en macrdéfagos y el estallido respiratorio
en neutrdfilos, sugiriendo que la posible presencia de PGRP en fluidos biologicos, como el suero,
podria modular la respuesta del hospedador contra PGN o bacterias como, por ejemplo, ocurre
con el complemento [Liu 2000].

Los mayores avances en el estudio de PGRPs se han centrado principalmente en insectos y
mas recientemente en mamiferos. Las PGRPs de mamiferos funcionalmente mejor caracterizadas
hasta el momento son las PGRP-S [Liu 2000; Dziarski 2003] y PGRP-L [Wang 2003; Xu 2004]
de raton y humana y la PGRP-S bovina [Gupta 1996; Tydell 2002; 2006]; pero mucho queda
aun por conocer acerca de estas primitivas moléculas que se han conservado durante millones de
anos.

El escaso conocimiento en la localizacion y los mecanismos en que las PGRPs humanas estan
involucradas, en conjunto con la importancia del reconocimiento y la fagocitosis de microbios
como mecanismo efector tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa nos llevo a realizar
un analisis acerca de la presencia de PGRP-S, PGRP-la y PGRP-IB en diferentes muestras
humanas y estudiar los efectos que estas proteinas ejercen sobre la actividad de células

fagociticas.
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Objetivos
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La RI innata es la primera barrera interna de defensa de un organismo. Entre los mecanismos
implicados en esta respuesta se destaca el reconocimiento de productos conservados de los
microorganismos, denominados genéricamente PAMPs. Las PGRPs son moléculas de
reconocimiento de PAMPs que interactian con PGNs. La existencia de sindromes de
inmunodeficiencia y el desarrollo de resistencia a antibi6ticos por parte de los patdgenos, hacen
que el estudio de la RI innata se torne vital para prevenir la instalacion y el desarrollo de una
infeccion.

Atento a lo descrito, nos planteamos como Objetivos Generales contribuir al estudio de la Rl
innata contra bacterias, identificando los fluidos y tipos celulares que expresan PGRPs; y
estudiando el rol biologico de las PGRPs en los mecanismos de defensa vinculados con el Sl
innato.

En base a lo planteado anteriormente proponemos los siguientes Objetivos especificos:

1. Expresar, replegar in vitro y purificar PGRP-S, los dominios C terminal de PGRP-lay el N
terminal de PGRP-If.

2. Obtener antisueros especificos que serviran como herramientas biolégicas para identificar
la presencia de PGRPs en diferentes muestras.

3. Analizar la presencia de las PGRPs humanas en fluidos bioldgicos y células implicadas en
la RI innata.

4. Dilucidar la importancia de estas moléculas en el accionar de mecanismos de defensa
innatos contra bacterias, incluyendo:

4a. Determinar la capacidad bacteriostatica o bactericida de las PGRPs humanas.
4b. Evaluar la influencia de las PGRPs sobre la fagocitosis.
4c. Evaluar si las PGRPs alteran la capacidad infectiva de las bacterias.
5. Analizar la posible interaccidon de estas proteinas con algin componente celular de la
respuesta inmune innata y evaluar la existencia de algin cambio en las células como

consecuencia de dicha interaccion.
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Materiales y Metodos
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PGRPs recombinantes

En nuestro laboratorio contamos con el gen codificante de PGRP-S y de los dominios C-
terminal de PGRP-la y N-terminal de PGRP-IB clonados en el vector de expresion bacteriano
pT7-7, el que otorga resistencia a ampicilina a las células que lo incorporan.

El dominio C-terminal de PGRP-lo. comprende los residuos de aminoacidos 162-341,
denominada PGRP-laC, mientras que el dominio N-terminal de PGRP-IB comprende los
residuos de aminoacidos 51-208 y se denomina PGRP-IBN, ambos contienen uno de los sitios de
unién a PGN de los dos que posee la proteina entera [Guan 2004a; 2004b].

Bacterias Escherichia coli DH5a y BL21 (DE3) fueron transformadas con el plasmido pT7-7-

PGRPs para su expansion y posterior expresion como cuerpos de inclusion (Cl), respectivamente.

Preparacion de E. coli DH5a y BL21 (DE3) competentes

Las bacterias competentes E. coli DH5a. 0 BL21 se prepararon por el método de cloruro de
calcio [Sambrook y Russell 2001]. Se realizaron precultivos a partir de los correspondientes
stocks conservados en glycerol al 10% a -70° C, en medio Luria Bertani (LB) durante la noche
(ON) a 37° C. Posteriormente, se diluyeron 200 ul de precultivo en 10 ml de LB y se incubaron a
37° C hasta alcanzar una DOgoonm: 0.6-0.8. El pellet bacteriano obtenido se resuspendid
suavemente en 10 ml de CaCl, 0.1 M estéril a 4° C y se incub6 30 min en hielo. Finalmente, se
centrifugaron y resuspendieron las bacterias en 1 ml de CaCl, 0.1 M, glicerol 10% estéril para su

uso inmediato o para su preservacion en Nz (1).

Trasformacion de bacterias competentes

Alicuotas de E. coli DH5a. competentes fueron transformadas con las construcciones pT7-7-
PGRP-S, pT7-7-PGRP-IaC o pT7-7-PGRP-IBN mediante el método quimico. Para ello, las
células se incubaron con 2 ul de cada construccion durante 30 min a 4° C. A continuacién se
realizd un shock térmico a 42° C durante 45 segundos, para permeabilizar la membrana y
favorecer el ingreso del plasmido al interior de las bacterias. Posteriormente, se le agreg6é 1 ml de
medio LB e incubo 1 h a 37° C para la recuperacion celular. Finalmente, se sembraron 100 ul de
este cultivo en placas de LB-agar con 100 pg/ml de ampicilina las que se incubaron ON a 37° C
para la seleccidon de los clones positivos. Cuatro de las colonias que desarrollaron crecimiento

fueron tomadas al azar y expandidas en medio liquido con antibiético. La mitad de la
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preparacion se empled para la extraccion de plasmido, empleando el QIlAprep Miniprep
Extraction Kit de QIAGEN. La eficiencia del método y pureza de los plasmidos obtenidos se
verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 0.7% revelado con bromuro de etidio. La otra
mitad del cultivo se emple6 para la produccion de los stocks, los que se conservaron en LB-
glicerol al 10% a -70° C.

Empleando el mismo procedimiento, se transformaron células E. coli BL21 (DE3)
competentes con los plasmidos pT7-7-PGRP-S, pT7-7-PGRP-IaC o0 pT7-7-PGRP-IBN obtenidos

previamente. Los clones seleccionados se preservaron en glicerol a —70° C.

Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

Desarrollamos y ajustamos las condiciones de expresion, correcto plegamiento in vitro y
purificacion para PGRP-S, PGRP-1aC y PGRP-IBN obteniendo rendimientos en el orden de los
miligramos por litro de cultivo.

Brevemente, con las construcciones pT7-7-PGRP-S, pT7-7-PGRP-1aC o pT7-7-PGRP-IBN se
transformaron E. coli BL21(DE3) y las proteinas se expresaron como Cl. Las bacterias fueron
cultivadas en LB-Ampicilina 100 pg/ml hasta DOgy= 0.7 para posteriormente inducir la
expresion de las proteinas con isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) 1 mM durante 3-5 h.
Luego, las bacterias fueron centrifugadas y el pellet se resuspendio en buffer Tris-HCI 50 mM pH
8.5 y se lis6 por sonicacion. El pellet obtenido luego de centrifugar las bacterias sonicadas se
lavé con el mismo buffer conteniendo deoxicolato de sodio 2.5%. A continuacion, el pellet
resultante, correspondiente a Cl, se lavo 3 veces con la misma solucion mas el agregado de Triton
X100 0.5%, luego con urea 2 My por ultimo, con Tris-HCI 100 mM pH 8.5. Después de cada
lavado los CI fueron homogeneizados en mortero. Finalmente los Cl se solubilizaron en
guanidina 6 M. Las distintas soluciones utilizadas contienen EDTA como inhibidor enzimatico y
DTT como agente reductor. Con el fin de estimar la concentracion de proteina solubilizada se
realizd6 SDS-PAGE, utilizando como patrones concentraciones conocidas de seroalbumina bovina
(BSA).

Las proteinas desnaturalizadas fueron agregadas gota a gota al buffer de replegado (arginina-
HCI 1 M pH 8, EDTA 2 mM, Tris-HCI 100 mM pH 8, cisteamina 6.3 mM, cistamina 3.7 mM)

bajo agitacion vigorosa hasta una concentracion final de 20-50 pg/ml durante 48 h a 4° C.
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Alternativamente se empled glutation reducido 5 mM y glutation oxidado 0.5 mM como cupla
redox. Se empled fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) como inhibidor enzimatico.

Finalizado el replegado, las PGRPs fueron concentradas empleando un equipo Easy Load Il
(Masterflex, Cole Palmer, Illinois, USA), un aparato Amicon y Centripeps (AMICON, Beverly,
MA, USA), dializadas extensivamente contra buffer Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM y
purificadas empleando exclusion molecular (Superdex 75 o 200, GE, Uppsala, Sweden). La
concentracion de proteina purificada fue calculada mediante la medicion de la DOagoss0,
concentrada a 0.5 mg/ml y la pureza corroborada mediante SDS-PAGE tefiido con Coomassie
Blue tanto en condiciones reductoras (DTT) o no. [Fernandez 2006; 2010; Romasanta 2014].
Todas las PGRPs fueron tratadas con polimixina verificandose la ausencia de LPS por medio del

test de Limulus (endotoxina <0.03 U/ml; Pyrotell Associates of Cape Cod, Falmouth, MA).

Perfil hidrodinamico de las proteinas. Evaluacion de la estructura cuaternaria

La cromatografia de exclusion molecular permite estudiar las propiedades hidrodinamicas de
las proteinas. Estas se separan de acuerdo a su coeficiente friccional, expresado como radio
hidrodinamico o radio de Stokes (Rs). El Rs se define como el radio de una esfera con el mismo
coeficiente friccional que la proteina, permitiendo de esta forma obtener una aproximacion del
volumen real que ocupa la macromolécula en solucion [Uversky 1993].

Las proteinas purificadas PGRP-S, PGRP-Ia y PGRP-If fueron eluidas a través de una
columna de exclusion molecular Superdex 75 6 Superdex 200 (GE Healthcare, Uppsala, Suecia)
acoplada a un cromatografo liquido AKTA (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) para evaluar su
perfil hidrodindmico y su estructura cuaternaria. Las columnas se equilibraron previamente con
al menos dos volumenes de columna de PBS. El flujo empleado para las corridas fue de 0.5
ml/min y el volumen de muestra sembrado fue de 250 pl. Se construyeron curvas de calibracion
para cada una de las columnas empleadas. Para ello, se hicieron corridas de patrones de proteinas
globulares con identidades y pesos moleculares conocidos: tiroglobulina (670 kDa), 1gG bovina
(158 kDa), ovoalbumina de pollo (43 kDa), mioglobina equina (17 kDa) y vitamina B12 (1.3
kDa). Posteriormente, utilizando la ecuacion descripta por Uversky [1993], se calcularon los Rs
teoricos para cada una de las proteinas patrén a partir de su peso molecular (PM):

logRs = 0.369logPM — 0.254
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Se confeccionaron las curvas de calibracion graficando los Rs de las proteinas patron en
funcién del volumen de elucidn. Se ajusto una recta a los puntos y se interpolaron los valores de
volumen de elucion hallados para cada una de las macromoléculas en estudio para finalmente

obtener los Rs experimentales de las PGRPs.

Generacion de antisueros en ratones y conejos

Con el fin de contar con herramientas que permitan verificar la presencia de PGRPs en
distintas muestras bioldgicas, hemos preparado antisueros policlonales especificos contra PGRP-
S, PGRP-laC y PGRP-IBN en ratones y conejos, los que se obtuvieron empleando planes de
inmunizacion convencionales. La manipulacion de los animales fue llevada a cabo bajo las reglas
de ética internacionales vigentes.

Los antisueros policlonales generados en ratones fueron obtenidos inmunizando 3 lotes de
ratones hembra BALB/c provenientes del bioterio del Instituto de Estudios de la Inmunidad
Humoral (IDEHU)-CONICET, Céatedra de Inmunologia- FFYB-UBA. Estos se inmunizaron con
10 pg de PGRPs en 100 pl de PBS y 100 pl de adyuvante de Freund (AF) via intraperitoneal
segun el siguiente plan: el dia O se inoculd al primer lote con PGRP-S, al segundo lote con
PGRP-IoC y al tercero con PGRP-IBN mezclados con un volumen de AF completo. En los dias
7, 14 y 28 se repitio la cantidad de PGRP inoculada a cada lote, pero con la diferencia de que en
estos casos se empleo AF incompleto. En todos los casos los animales fueron sangrados a blanco
por via retro-orbital. Los sueros obtenidos en el dia 35 se analizaron por ELISA e
immunoblotting para evaluar la reactividad con sus respectivos Ags y también para evaluar la
reaccion de cruce entre las PGRPs. Finalmente los sueros fueron testeados por ELISA e
immunoblotting, alicuotados y guardados a -20° C.

Los antisueros policlonales generados en conejos fueron obtenidos inmunizando con 100 ug
de PGRPs mezclado con AF completo, en el lomo o en las patas de los animales,
alternativamente. Se realizaron sucesivas inoculaciones en los dias 7, 14, y 28 empleando AF
incompleto vy, el suero obtenido de las venas de la oreja en el dia 35, fue testeado por ELISA e

immunoblotting, alicuotado y guardado a -20° C.
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ELISA

Para la determinacion de Acs especificos se desarrollé un enzimoinmunoensayo (ELISA) de
tipo indirecto para la deteccion de Acs anti PGRPs en suero de ratones y conejos segun lo
descrito por Voller [1988] empleando policubetas de 96 pocillos de poliestireno de fondo plano
(Nunc, Roskilde, Dinamarca). La sensibilizacion de las placas se realizdé con 0.2 pg/pocillo de
PGRP purificada en 100 pl de PBS ON a 4° C.

El bloqueo de los sitios libres se realizo con BSA 3%, gelatina 0.1% en PBS durante un
tiempo minimo de 1 hora a 37° C, para luego realizar 3 lavados con PBS-Tween 0.05 % (PBS-T).

Los sueros obtenidos a partir de ratones y conejos fueron analizados realizando diluciones
seriadas al medio en PBS-T conteniendo BSA 1 % y gelatina 0.1 % a partir de una primera
dilucién 1:100, por duplicado, en un volumen de 100 pl/pocillo. Estos fueron incubados 1 hora a
37° C.

Luego de 3 lavados con PBS-T, se agregaron 100 pl de inmunoglobulina de cabra anti-conejo
0 de cabra anti-ratén conjugados con Peroxidasa (Sigma-Aldrich, SL, MO, USA) como segundo
Ac en una dilucion 1:10000. Los sueros que poseian una absorbancia (Abs) mayor a la media de
los sueros de controles no inmunizados mas 3 desvios estandar fueron considerados positivos y se
tomd como titulo la Gltima dilucidn positiva de cada uno.

En todos los casos el revelado se realiz6 mediante el agregado de sustrato-cromdgeno, agua
oxigenada/ortofenilendiamina (OPD) durante 15 min en oscuridad a temperatura ambiente y se
detuvo la reaccién por el agregado de acido sulfurico 4 M. La Abs a 490 nm se midid en un

espectrofotometro metertech > 960, Taipei, Taiwan.

Obtencion de PGN insoluble

Con el fin de obtener PGN insoluble, bacterias E. coli, Brucella abortus, Staphilococcus
aureus y Enterococcus faecalis se cultivaron a partir de los stocks de glicerol en 6L de LB cada
una a 37° C hasta una DOggonm: 0.800. Se centrifugaron y los pellets obtenidos se lavaron 2 veces
con agua destilada resuspendiéndolas finalmente en agua fria y sometiéndolas a 5 ciclos de
sonicado de 1 min cada uno. Para completar la lisis, la suspension bacteriana se pasd por una
prensa French. El lisado finalmente obtenido se centrifugd a 2200 g durante 10 min. EIl pellet

resultante se resuspendié en NaCl 1M frio, centrifugandolo nuevamente y resuspendiéndolo en
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agua para hervirlo durante 20 min. A continuacién se enfrio la suspension; se le agregd AcNa
2M pH 5.9 y RNAsa, incubandose a 37° C durante 3 h y finalmente se centrifugo a 20000 g 1h.

El producto resultante fue resuspendido en buffer fosfato de sodio 50 mM pH 7.5 y digerido
con tripsina a 37° C durante 2 h. Luego se centrifugo 1 h a 20000 g y al pellet obtenido se le
agregd SDS al 4%, incubandolo 1 h a temperatura ambiente para centrifugarlo nuevamente 1 h a
20000 g. El pellet, que constituye la pared celular, se lavé 6 veces con agua y se liofilizo.

La pared celular obtenida se resuspendiéo en HCI 0.1 M e incub6 a 60° C durante 24 h.
Finalmente se lavo varias veces con agua obteniendo, luego de liofilizar, el PGN insoluble que se
guardo a -20° C [Araki 1972; Yoshida 1996].

Unidén de PGRPs a Bacterias y PGN

Con el fin de analizar la funcionalidad de las PGRPs recombinantes producidas, se procedi6 a
verificar la capacidad su unién a bacterias y a los PGN insolubles previamente obtenidos
utilizando el método descripto por Yoshida et al. [1996]. Para ello, cultivos frescos de bacterias
10° unidades formadoras de colonias (UFC) de S. aureus, E. faecalis, E coli 0 B. abortus o sus
PGN insolubles (100 pg) fueron incubadas con las diferentes muestras a ensayar en una
concentracion de 10 ug/ml de PGPR-S, PGRP-la, PGRP-IB, lizosima o sélo PBS (como
controles) ON a 4° C en constante rotacion. Luego se centrifugd durante 10 min a 15800 g y se
lavo 3 veces con PBS. Finalmente se resuspendio en buffer muestra (Tris-HCI 50 mM pH 6.8,
SDS 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.1%) con o sin DTT para su posterior analisis por
SDS-PAGE o immunobloting.

SDS-PAGE

La separacion de proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida se desarrollo en
presencia de SDS segun la técnica descripta por Laemlli [1970]. Se emplearon geles de stacking
al 3% de acrilamida:bisacrilamida (30:0.8) y geles de separacion al 15%. Las muestras fueron
tratadas con buffer muestra con o sin DTT y calentadas a 100° C durante 5 min. La separacion se
realizd a 140 mVolts hasta que el azul de bromofenol ingreso en el gel de separacion pasando
luego a 200 mVolts, en un equipo Mini Proteam 1l (Biorad). EI buffer de corrida empleado fue
Tris-HCI 25 mM, SDS 1%, glicina 250 mM pH 8.8. Las bandas proteicas fueron visualizadas
tifiendo a los geles con Coomassie Blue R250 0.1% en una solucion de metanol 42%, acido
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acético 16% y se decoloraron en una solucion acido acético/metanol/agua en una relacion
10/12.5/77.5.

Immunoblotting

La existencia de reaccion de cruce entre las diferentes PGRPs, la union de PGRP a PGN o
bacterias y las diferentes muestras bioldgicas obtenidas fueron analizadas por immunoblotting
transfiriendo los Ags de un SDS-PAGE a una membrana de nitrocelulosa (Protran, Schleicher &
Schuell, Alemania) durante 90 min a 300 mAmper en un EQUIPO Trans-Blot (Biorad)
empleando el método de Towbin [1979]. La transferencia a la membrana de las muestras y de los
patrones de peso molecular se puso de manifiesto empleando Rojo Ponceau al 0.1% en
tricloroacético [Salinovich 1986] durante 2 min. Posteriormente la nitrocelulosa fue bloqueada
con una solucion de TBS (Tris-HCI 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM) con 1% de leche descremada
en polvo a 4° C ON. Luego de 3 lavados con TBS, se incub6 1 hora a 37° C con el antisuero
policlonal 1:500 (generado en ratén o conejo) contra PGRP. Tras lavar nuevamente la membrana
se la incubo 1 h a 37° C con el conjugado de cabra anti-raton-peroxidada 1:1000 o cabra anti-
conejo-peroxidada 1:2000 (ambos Jackson ImmunoResearch). Todas las diluciones fueron
realizadas en TBS-leche 1%. Luego de lavar se agregd una solucion de sustrato y cromogeno
Agua oxigenada/4-cloro-1-naftol, en metanol/TBS. Se permitio el desarrollo de color y se detuvo
la reaccion enzimética por lavado con H,O destilada. Alternativamente para analizar las
muestras bioldgicas y los ensayos de co-inmunoprecipitacion se realizo la deteccion empleando
quimioluminiscencia (ECL Plus-GE HealthCare, Uppsala, Suecia) para lo cual se emplearon los
antisueros generados y los conjugados en dilucién 1:2000 y 1:5000 respectivamente.

Obtencidn de muestras bioldgicas

Se obtuvieron muestras de saliva y de sangre, con y sin heparina, de donantes sanos luego de
recibir su consentimiento por escrito. A las muestras de sangre no heparinizada se las incubé 1 h
a 37° C para luego centrifugarlas y obtener el suero. Por otro lado, a las muestras de sangre
heparinizada, se les realizd diferentes gradientes de densidad para obtener poblaciones
enriquecidas de células mononucleares (PBMC) o polimorfonucleares (PMN).

Para la obtencion de PBMCs se diluyd la sangre entera heparinizada con PBS (1:1). Veinte ml

de sangre diluida fueron lentamente agregados a 10 ml de Ficoll-Paque™ estéril (GE HealthCare,
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Upsala, Suecia) y posteriormente se centrifug6 a 400 g durante 20 min. Los PBMCs contenidos
en la interfase fueron lavados con PBS y centrifugados 10 min a 200 g. La poblacién de PBMC
fue estimada, previa coloracién de la misma con Trypan Blue, en una camara de Newbauer y
luego se resuspendieron en PBS.

Para obtener una fraccion enriquecida en PMN, se retird la capa de células mononucleares
provenientes del gradiente de Ficoll-Hypaque, se tomé el sobrenadante (SN) hasta 1 cm por
encima de la capa de globulos rojos y se lo descartd. A continuacion, se diluyo el pellet con
solucion fisioldgica agregando 2 veces el volumen del mismo. Se realizo un gradiente de
Dextran colocando 3 ml de solucion de Dextran al 6% por cada 9 ml de sangre, dejandolo reposar
30 min a temperatura ambiente. Se retiro el SNy se lavo con PBS, BSA 0.1 % centrifugandolo 5
min a 400 g. Por ultimo, se descarto el sobrenadante, tratandose el pellet con agua destilada
durante 30 segundos (lisando asi los eritrocitos remanentes). La lisis se frend con PBS y se
contaron las células en una cdmara de Neubauer. Los PMN (10° células) previamente obtenidos
se estudiaron antes y después de inducirlos a degranular con fermil —metionil-leucil-
fenilalalanina (FMLP) 10 mM durante 15-45 min a 37° C y luego se centrifugaron para separar el
pellet celular del sobrenadante de degranulacién. Alternativamente, los PMNs se lisaron en
Tris/HCI 0.2 M pH 7.0, con NaCl 0.2 M, EDTA 4 mM, glicerol 10%, NP-40 1%, y un mix de
inhibidores proteasas. A partir de este momento, las células y los fragmentos celulares, fueron
separados por centrifugacion.

Las lineas tumorales de monocitos humanos (THP-1) y de células epiteliales pulmonares
(A549) fueron obtenidas de ATCC (Manassas, VA). Las células THP-1 fueron cultivadas en
medio completo (medio RPMI 1640 complementado con SFB 10%, glutamina 2 mM, piruvato 1
mM, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml). Setenta y dos horas antes de cada ensayo,
las células fueron tratadas o no con D3 1,25-dihidroxivitamina (VD3) (0.05 p M). Posteriormente
dichas células fueron contadas después en una camara Neubauer utilizando Trypan blue para
aumentar el contraste. Por otro lado, las células A549 fueron cultivadas en DMEM completo
(medio DMEM complementado con SFB 10%, glutamina 2 mM, piruvato 1 mM, penicilina 100
U/ml y estreptomicina 100 pg/ml). Veinticuatro horas antes del ensayo las células se despegaron
de la botella de cultivo incubando con Tripsina 0.05%, EDTA 0.02%, se lavaron con PBS y se

resuspendieron en medio completo.
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Identificacién de PGRPs en muestras bioldgicas

Las muestras de saliva, suero, los PBMCs, los PMN vy sus sobrenadantes de degranulacién se
diluyeron en buffer Laemlli. Alternativamente, con el objeto de recuperar PGRPs de los fluidos,
las muestras de saliva, suero y de degranulacién de PMN fueron tratados con los antisueros
especificos obtenidos en conejos e inmunoprecipitados empleando proteina A-Sepharosa, 0
fueron incubados directamente con PGN insoluble purificado a partir de S. aureus, E. faecalis, B.
abortus y E. coli. Todas las muestras obtenidas se analizaron por immunoblotting,
inmunofluorescencia directa (IFD) y/o Citometria de Flujo (CF), empleando los Acs especificos
anti-PGRPs descriptos previamente.

Inmunoprecipitacion

Alicuotas de 50 pl de saliva, suero o de los SN de degranulacion de PMN se diluyeron con
450 pl de buffer de inmunoprecipitacion (Tris 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, PMSF 1 mM,
Tween 20 0.05%) y 5 ul de suero de conejo anti-PGRP-S, anti-PGRP-Ia, 0 anti-PGRP-I e
incubaron ON a 4° C con agitacion suave. Posteriormente, se agrego 50 pl de proteina A-
Sepharosa, se incubo 2 h a 4° C con agitacion suave, y se centrifugé 4 min a 15800 g. A
continuacion se lavo el pellet 3 veces con buffer de lavado (buffer de inmunoprecipitacion, NaCl
0.2 M), y se lo resuspendio en 25 ul de buffer de siembra (con Azul de Bromofenol y glicerina),

para posteriormente analizarlo por SDS-PAGE o immunobloting.

Inmunofluorescencia directa (IFD)

Las lineas celulares THP-1 y A549 fueron incubadas con los antisueros anti-PGRP-S, anti-
PGRP-Ia. 0 anti-PGRP-IB marcados con FITC diluidos 1:100 en PBS-BSA-Saponina 30 min a 4°
C. Luego se lavo 3 veces la suspension celular con PBS centrifugando 10 min a 400 g. Como
control negativo se emplearon las mismas células sélo tratadas con el conjugado (anticuerpos de
cabra anti-conejo-FITC —SIGMA-) diluido 1:100. Por dltimo se resuspendieron las células
marcadas en PBS, Azida Sddica 0.1% y se observaron al microscopio de fluorescencia
(Olympus) o se analizaron 20000 eventos por CF en un equipo Partec y los datos obtenidos
fueron analizados mediante el Software Winmdi (The Scripps Institute, Flow Cytometry Core
Facility). Todos los andlisis fueron realizados por triplicado.
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Union de PGRP a PBMC o monocitos THP-1

Se analiz6 por CF la union de las PGRPs a PBMCs vy a las células THP-1. Las células fueron
tratadas con formaldehido al 2% para fijarlas y posteriormente incubados a razén de 2 x 10°
células por ensayo en 1 ml de PBS suplementado al 10% con suero humano ON a 4° C para
bloquear los receptores Fc y reducir la sefial inespecifica. A continuacion, se incubaron las
células con 10 pug de PGRP-S, PGRP-Ia, PGRP-IB, 0 BSA como control negativo 30 min. a 4° C
en agitacion. La presencia de las PGRPs en la superficie celular fue analizada con los Acs anti-
PGRPs de conejo obtenidos y con Acs conjugados anti-inmunoglobulinas de conejo-FITC. Por
otro lado, las células incubadas con PGRPs fueron analizadas también por immunoblotting, como
se describiera anteriormente.

Alternativamente se emplearon las PGRPs marcadas con FITC para evitar el uso de

conjugados.

Marcado de las PGRPs con FITC

Las PGRPs (2 mg/ml) fueron dializadas contra buffer Na,CO3/NaHCO3; 0.05 M pH 9-9.5 y
luego contra el buffer de conjugacion (Buffer carbonato 0.05 M pH 9-9.5, NaCl 0.15 M, FITC 1
mg/ml) ON a 4° C en agitacion constante. Posteriormente se concentré la proteina y se la
purifico en una columna G25 empleando PBS como buffer de elucion para separar las moléculas
de FITC libres.

Endocitosis de PGRP-FITC

Los PBMCs obtenidos o los monocitos THP-1 (2 x 10° células por ensayo) se incubaron con
10 pg de PGRP-S-FITC, PGRP-1aC-FITC 0 PGRP-IBN-FITC tanto a 4° C como a 37° C durante
1 h con agitacion permanente. Como control negativo se incubaron células con 10 pug de BSA-
FITC. Los resultados se analizaron por CF con y sin tratamiento de las células con Trypan Blue,
gue nos permite eliminar la sefial fluorescente debido a la unién de moléculas marcadas a la
membrana externa y solo detectar aquella que provenian del interior de la célula. Con el fin de
determinar el mecanismo involucrado en el ingreso de las PGRPs, se repitieron estos ensayos en
presencia del inhibidor de la macropinocitosis, Wortmanina 100 nM y 50 uM, 15 min antes del

agregado de las PGRPs-FITC. Como control se emplearon células tratadas con DMSO. Las
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células fueron analizadas por CF o por microscopia de fluorescencia en presencia de los
colorantes fluorescentes DiD (membrana celular) y DAPI (ADN) (Olympus BX-51).

Citometria de flujo
Los andlisis por CF fueron realizados en un equipo Partec PAS Il colectando 20000 eventos
por muestra, y los datos obtenidos fueron analizados mediante el Software Winmdi (The Scripps

Institute, Flow Cytometry Core Facility). Todos los analisis fueron realizados por triplicado.

BlAcore

La interaccion de las PGRPs con los monocitos de la linea THP-1 fue monitoreada en un
biosensor de espejo resonante BIAcore T100 (GE, Upsala, Suecia) que permite la determinacion

en tiempo real de la interaccion entre dos moléculas [Jonsson 1991].

La resonancia plasmaética de superficie (SPR) es un fendbmeno que ocurre cuando vectores
magnéticos de luz incidente resuenan con una nube de electrones libres sobre una superficie de
metal de un grosor especifico. Algunos metales como el oro, tienen una nube de electrones libres
que pueden juntarse y resonar con ciertos angulos de luz incidente. La resonancia absorbe
energia de la luz incidente, observandose entonces una caida caracteristica en la intensidad de luz
reflejada. Los eventos de union biomolecular causan cambios en el indice de refraccion que son

detectados como diferencias en la sefial SPR, expresadas en RU (una RU=1 pgr/mm?).

Sintetizando este fendmeno, la luz que incide en una interfase de dos indices refractivos, entre
los que se coloca una superficie de oro, va a resonar a un angulo especifico y resulta en la Abs de
la luz reflejada. Este principio posibilitd el disefio de un detector de masa basado en que todas las
proteinas, independientemente de sus secuencias, tienen el mismo indice de refraccion. Por lo
tanto ésta técnica optica mide cambios del indice de refraccion en la vecindad de la superficie.

Dichos indices son directamente proporcionales al cambio de masa adsorbida.

Para estudiar la union de dos moléculas mediante el uso de un biosensor se necesita acoplar
uno de los componentes del complejo a la superficie del “chip” sensor o cubeta y pasar el otro
componente en estado soluble sobre dicha superficie para que se produzca la union. Para ello la

superficie tiene moléculas de carboximetildextran que permite unir las proteinas.
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El acople quimico de la proteina al “chip” (BIAcore) se realizd mediante los grupos aminas de
las proteinas. El acople se realizd mediante la activacion de la superficie de la matriz con ésteres
de N-hidrosuccinimida (NHS), los cuales reaccionan con grupos aminas de las proteinas
formando una unién covalente amida. Los grupos reactivos remanentes fueron neutralizados con
etanolamina. Se utilizé un “chip” sensor CM5. Para inmovilizar las PGRPs (~100 pg/ml) éstas
fueron dializadas contra acetato de sodio 10 mM pH 5.5 y acoplados a la matriz de
carboximetildextran del chip sensor CM5 usando el Amine Coupling Kit como describe el
fabricante [Jonsson 1991]. Los periodos de activacion e inmovilizacion fueron establecidos entre
5y 7 min para acoplar la cantidad deseada de proteina para generar entre 1200-2300 RU.

Se emplearon diferentes diluciones al medio de las células THP-1 en PBS, para analizar la
unién a la proteina inmovilizada a la superficie del chip sensor. Todos los experimentos de union
se realizaron a 25° C. La disociacion fue llevada a cabo con PBS-tween 20. Para regenerar la
superficie se empleo pulsos de HCI 10 mM. En los ensayos realizados se emple6 un flujo de 5

ul/min.

Expresion diferencial de NF-«xB

Para la determinacion del nivel de expresion de dicho factor nuclear, las células fueron
cultivadas frente a diferentes estimulos durante 90 min. Las extracciones de proteina nuclear se
obtuvieron utilizando buffer HEPES 10 mM en presencia de inhibidores de proteasas (aprotinina,
pepstatina, leupeptina, PMSF, EDTA, EGTA y DTT) y el detergente NP40 para luego ser
cuantificada por Bradford. La determinacién de NF-xB en los extractos se realiz6 mediante
immunobloting, empleando anticuerpos anti-NF-xB (1:2000) de raton (Santa Cruz Biotecnologia;
Texas, EE.UU.) y como segundo anticuerpo un anti-lgG total de raton hecho en cabra conjugado
con peroxidasa (1:5000). Posteriormente el resultado fué visualizado por quimioluminisencia. La
Histona H8 fue usada como control de expresion de proteina. EI programa Image-J fue empleado

para la cuantificacion.
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Ensayos de viabilidad

Con el fin de determinar si las PGRPs humanas recombinantes tenian actividad bactericida o
bacteriostética realizamos cultivos incubando 108 UFC/mI de S. aureus o B. abortus en RPMI
1640 suplementado con SFB 10% en presencia o ausencia de 10 pug/ml de las distintas PGRPs
(aproximadamente 3 x 10® moléculas de PGRP por bacteria) durante al menos 3 h como se ha
descripto por Wang [2007]. Como control se incubaron bacterias en presencia de BSA. El
numero de bacterias vivas fue determinado por conteo en placa (LB-agar) de las UFC/mI de cada
muestra, en intervalos de una hora.

Posteriormente, con el objetivo de estudiar el posible dafio que éstas moléculas pudieran
ocasionar a la pared celular bacteriana, repetimos los cultivos realizados para la determinacion
del efecto bactericida o bacteriostatico, en presencia del marcador fluorescente indicador de dafio
en la membrana Sytox-Green (Invitrogen, Eugene, OR, EEUU) para luego analizar las muestras
por CF.

Ensayo de fagocitosis

Monocitos de la linea celular THP-1 (10° células por pocillo) fueron cultivados en presencia
de 10® UFC/ml de S. aureus-FITC muertos por calor o con 20 pg/ml of PGN-FITC previamente
preincubados, 0 no, con las distintas PGRPs. Todos estos ensayos se realizaron en RPMI con
piruvato-glutamina (PG) en presencia de SFB, suero humano normal (SHN) o, como control, sin
suero. Luego de incubar 1-3 h a 37° C, CO;, 5%, se lavaron las células 3 veces y se las
resuspendid en PBS para finalmente analizar la fagocitosis de las bacterias o sus PGNs marcados
por los monocitos empleando CF, con el agregado previo de Trypan Blue. Se analizo el
porcentaje de células positivas en la region M1 de células con PGRPs-S. aureus-FITC (o sus
PGNs-FITC)/células con S. aureus-FITC (o sus PGNs-FITC).

Ensayo de infeccion

Se cultivaron 10° monocitos de la linea TPH-1 por pocillo en 1 ml de medio de cultivo
completo (RPMI, SFB 10%; PG) durante 24 h a 37° C, CO;, 5%. Posteriormente las células
fueron infectadas con S. aureus, crecidos previamente en medio LB hasta alcanzar su fase
estacionaria, en una relacion Bacteria:Célula 100:1, durante 1 h en un volumen final de 0.2 ml de

medio sin suero y sin antibidtico. Transcurrido este tiempo, los monocitos fueron lavados 2 veces
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con PBS estéril y resuspendidos en medio de cultivo completo con antibiéticos (Gentamicina y
Estreptomicina) para eliminar las bacterias residuales presentes. Con el fin de eliminar el
antibidtico remanente y de analizar el éxito de la infeccion, las células se lavaron 3 veces con
PBS estéril y se lisaron con TRITON X 100 2%. EI pellet obtenido se resuspendié en LB y se
procedi6 a realizar diluciones seriadas de esta suspension, sembrandose 0.1 ml en placas de LB-
agar, las que fueron incubadas ON a 37° C para la determinacion de las UFC que infectaron a los
monocitos.

Estos ensayos fueron realizados tanto con S. aureus preincubados durante 1 h a 37° C en
medio RPMI en presencia de 10 pg/ml de PGRP-S tratadas con polimixina o, en medio solo.
También, se realizaron estos ensayos en presencia de SHN fresco. Para la co-localizacion del
complejo S.aureus-PGRPs-FITC en el fagosoma, células de la linea THP-1 fueron cultivadas en
vidrios tratados con poly-L-lisina, pulsadas 1 h a 37° C con 10° UFC/ml de S. aureus incubados
con 10 pg de PGRPs-FITC u OVA-FITC y 50 pL de LysoTracker RED (Molecular Probes,
invitrogen). Luego se lavaron las células e incubaron durante 1-4 h, para fijarlas posteriormente
con parafomaldehido. Un control de células no pulsadas fue realizado en paralelo. La imagen
obtenida se logro mediante la utilizacion de microscopia confocal (Nickon C1 Con PlanAPO
60Xoil AN1.40 lens). Para la deteccion de FITC se empled un laser de 490nm. La longitud de
onda excitacion y de emision del Lysotracker es de 546 y 590 nm respectivamente.

Efectos de las PGRPs sobre monocitos/macréfagos

Las células (10%/pocillo) fueron cultivadas en 1 ml de medio RPMI 1640 conteniendo 10% de
SFB con glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml y piruvato 1 mM, en
placas de 24 pocillos; a continuacion las células fueron incubadas con 10 pg/ml de PGN
insoluble de S. aureus a diferentes tiempos, 24,48 0 72 ha 37° C, CO, 5%. Estos ensayos fueron
realizados con PGN preincubados durante 1 h a 37° C en medio RPMI en presencia o ausencia de
10 pg/ml de PGRP-S, PGRP-IaC o PGRP-IBN tratadas con polimixina (para eliminar el LPS

contaminante) o, como controles, PGRPs, BSA o en medio solo.

A. Determinacién de actividad metabdlica y dafio de membrana
Las distintas determinaciones fueron llevadas a cabo utilizando el kit comercial, Sytox-

Green/Resarzurina (BD Pharmingen). La Resarzurina es una molécula incolora que al ser
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reducida en el citoplasma de las células metabdlicamente activa adquiere una coloracién
medible, mientras que el Sytox-Green es incorporado en las celulas cuando existe un dafio en
sus membranas. Para determinar el estado de las células, se tomaron 100 ul de cada muestra
las cuales se incubaron 15 min a 37° C con el agregado de Resarzurina y Sytox-Green de
acuerdo a las especificaciones del fabricante para luego llevar a cabo un analisis final por CF.

B. Analisis de apoptosis temprana

Estos andlisis fueron llevados a cabo utilizando el kit comercial, PE Annexin V Apoptosis
Detection Kit | (BD Pharmingen). La Anexina reconoce la fosfatidilserina que se expone a la
membrana extracelular en los procesos apoptoéticos tempranos, mientras que la 7-Amino-
Actinomicina (7-AAD) es incorporada a las células cuando existe un dafio en sus membranas.
Los procesos apoptéticos tempranos se corresponden a las células que resultan positivas para
la Anexina y negativas para el 7-AAD. Para determinar el estado de las células, estas fueron
lavadas 2 veces con buffer “binding” 1X, luego de las respectivas incubaciones, para
posteriormente agregar 5 ul de 7-AAD y 5 ul de V Anexina PE a cada tubo. Como control de
compensacion se fijaron las células en paraformaldehido al 2% y se agreg6 5ul de 7-AAD o de

V Anexina PE respectivamente. El analisis final fue llevado a cabo por medio de CF.

C. Ensayo de proliferacion celular

Los ensayos de proliferacion celular se realizaron con PBMCs o con células THP-1 (2 x
10°/well, en 1 ml de medio completo) cultivadas en presencia de PGN (10 pg/ml), PGRPs (10
pg/ml), PGN-PGRPs o BSA (control) durante 24-72 h. La actividad biolégica, como
indicador de proliferacion celular, fue determinada con el ensayo del tetrazolium (MTT). Cada

experimento fue repetido al menos 3 veces.

D. Determinacién de citoquinas

A partir de los SN de cultivos obtenidos en las distintas incubaciones determinamos por
medio de ELISA (R & D Systems, Oxon, GB) los niveles de expresion de las CKs IL-8, IL-
12, IL-10 y TNF-0, asi como también de IL-1B e IL-6 utilizando sus respectivos Kits
comerciales (BD Pharmingen).
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E. Expresion de marcadores de activacion y complemento

Para determinar la expresion diferencial de los distintos marcadores, las células fueron
bloqueadas con una dilucion 1/100 de suero normal de conejo durante 1 h a 4° C.
Posteriormente lavamos 2 veces con PBS y las incubamos con los respectivos anticuerpos
monoclonales especificos (AcMo): anti-CD11-PE-Cy5, anti-CD14-PE-Cy7, anti-CD80-FITC
0 anti-CD86-FITC, segun las especificaciones del fabricante (BD Pharmingen), durante 1 h a
4° C. Luego lavamos 2 veces mas y las resuspendimos en 200 ul de PBS. Los resultados se

analizaron por CF.

Andlisis estadisticos
Los resultados fueron estadisticamente testeados por medio de ANOVA con el test de
comparacion multiple de Dunnett o por T-test (Graph-Pad Prism, GraphPad Software, San Diego,

CA). Los resultados fueron estadisticamente significativos para valores de p<0.05.
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Expresion y purificacion de PGRPs recombinantes

Con el fin de caracterizar funcionalmente a las PGRPs, éstas se clonaron en el vector pT7-7 y
se expresaron como CI en E. coli BL21 (DE3). Mediante SDS-PAGE se determind que la
induccion con IPTG efectivamente estimulaba la expresion de proteinas del peso molecular
esperado (PM ~19600 Da para PGRP-S, ~18200 Da para PGRP-la y ~17100 Da para PGRP-Ip).

Luego de lisar las bacterias empleando sonicacidn, se lavaron extensivamente los CI obtenidos
y se los solubilizd en guanidina 6 M. El rendimiento obtenido de proteina desnaturalizada, para
ambas PGRPs, fue de 35-50 mg/L de cultivo. Los CI solubilizados en guanidina fueron diluidos
en solucidn de replegado conteniendo arginina 1 M en presencia de la cupla cisteamina-cistamina
para permitir la correcta formacion de los puentes disulfuro. Luego del proceso de replegado se
procedid a concentrar las muestras para su purificacion, la que se realiz6 empleando una columna
de exclusion molecular S-200 o S-75, mientras que la identidad y pureza de las proteinas se
verificd por SDS-PAGE. Todas las PGRPs tuvieron un perfil de elucion similar, observandose un
primer pico de proteina que eluia en el Vo que no logré un plegamiento adecuado y se agregaba.
Al estudiar este pico mediante SDS-PAGE, se desagregaban generando una banda de igual peso
molecular que la proteina en estudio (resultados no mostrados). EIl perfil de elucién obtenido
para PGRP-S (S-200) present6 dos picos proteicos predominantes entre 12 y 16 ml (Fig. 9A),
ambos con igual movilidad electroforética al analizarlos por SDS-PAGE en condiciones
reductoras (Fig. 10A). Al purificar PGRP-Ia (S-75) observamos dos picos de proteina entre 17 y
20 ml (Fig. 9B) que presentaron un comportamiento similar, por SDS-PAGE, al descrito para
PGRP-S (Fig. 10B). Finalmente, el perfil de elucion de PGRP-IB (S-200) (Fig. 9C) mostrd que
solo el pico mayoritario (a los 16 ml) contenia proteinas con la movilidad electroforética esperada
(Fig. 10C). El comportamiento de PGRP-S y PGRP-Io. nos llevo a analizar las diferentes
fracciones que presentaban PGRPs en condiciones no reductoras, observando mediante SDS-
PAGE que ambas proteinas eran capaces de formar homodimeros, y que estos eran los

responsables de los picos con menor volumen de elucion en ambos cromatogramas (Fig. 10D).
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Figura 9.- Purificacion de las PGRPs recombinates por exclusién molecular. Perfil de
elucion de PGRP-S (A), PGRP-Ia (B) y PGRP-IB (C) por exclusion molecular. PGRP-S y
PGRP-IB fueron purificadas por medio de una columna S200 mientras que PGRP-Ia fue
purificada con una columna S75 y en todos los casos se detectd la presencia de proteinas a una
DO de 280 nm.
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Figura 10.- Movilidad electroforética de las PGRPs purificadas y analizadas por SDS-
PAGE. Muestras de PGRP-S (A), PGRP-Ia (B) y PGRP-IB (C) fueron analizadas por SDS-
PAGE en condiciones reductoras (DTT). SDS-PAGE de PGRP-S y PGRP-Ia en presencia y
ausencia de DTT (D).
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El rendimiento final para todas las proteinas correctamente plegadas y purificadas fue de 0.5-1
mg/L de cultivo, suficiente para la realizacion de los ensayos planificados en el presente trabajo.
Las PGRPs fueron conservadas diluidas hasta el momento de uso, donde se las concentrd segln
lo requiriera el ensayo a realizar, ya que se observo que eran mucho méas estables diluidas y se
evitaba la generacion de agregados o precipitados.

Comportamiento hidrodindmico

Los perfiles de elucion en columnas de exclusion molecular S75 y S200 (GE Healthcare,
Uppsala, Suecia) rindieron picos homogéneos para las 3 PGRPs previamente purificadas, en
presencia de DTT. La cromatografia de exclusién molecular es una técnica empleada para la
determinacion de las propiedades hidrodinamicas de las proteinas. Estas se separan de acuerdo a
su radio hidrodinamico o Rs, que puede definirse como el radio de una esfera con el mismo
coeficiente friccional que la proteina, lo que permite estimar el volumen real que ocupan las
moléculas en solucion. Los volimenes de elucion se interpolaron en curvas de calibracion
realizadas con patrones de peso molecular conocidos, obteniéndose los Rs experimentales en
cada caso. Los Rs tedricos se calcularon utilizando la ecuacion descripta por Uversky [Uversky
1993]. En la Tabla 1 se muestran los perfiles de elucion en columnas de exclusion molecular
para las proteinas en estudio, junto con los PM, los Rs experimentales y los Rs teoricos. En todos

los casos los Rs experimentales son cercanos a los tedricos.

Tabla 1. Comportamiento hidrodinamico de las proteinas en estudio analizado por
cromatografia de exclusién molecular.

Proteina Peso molecular (kDa) Volumen elucién Rs tedrico (A) Rs experimental (A)
PGRP-S* 19566 13.45 20.33 19.14
PGRP-Io* 18122 16.70 20.30 20.05
PGRP-1B3* 17068.27 16.10 19.95 18.89

'Superdex 75; *Superdex 200
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Antisueros generados en ratones y conejos

Con el fin de determinar la presencia de PGRPs en diferentes muestras biologicas
generamos en nuestro laboratorio diferentes antisueros de ratén y de conejo especificos contra
las PGRPs recombinantes producidas. El titulo de los sueros hiperinmunes fue determinado
por ELISA, siendo de 25600, 102400 y 45500 para los antisueros anti-PGRP-S, anti-PGRP-Ia
y anti-PGRP-IP respectivamente, generados en ratones, y de 25600, 51200 y 32100 para los
generados en conejos. Estos antisueros también reconocen a los Ags que los generaron por
immunoblotting. Ademaés, observamos que los sueros obtenidos eran especificos para sus
respectivos Ags, sin presentar reactividad cruzada con las otras PGRP ni con lisozima, ya sea
por ELISA o por immunoblotting (Fig. 11).
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Figura 11.- Especificidad de los anticuerpos anti-PGRPs. Determinacion por ELISA de los
titulos de Acs especificos presentes en los sueros anti-PGRP-S, anti-PGRP-la y anti-PGRP-I
usando como Ags sensibilizantes PGRP-S (A), PGRP-la (B) y PGRP-IB (C). Para el analisis
por immunobloting se usé la dilucién de antisuero con la mejor relacion de sefales
especificas/inespecificas (D).
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Las PGRPs recombinantes son proteinas biol6égicamente activas

Las proteinas recombinantes eucariotas expresadas en bacterias presentan pequefias
modificaciones que las diferencian de las proteinas nativas, entre ellas carecen de
glicosilacion. Para determinar si estas variaciones alteran o no la capacidad de las PGRPs
recombinantes de unirse a bacterias y a sus respectivos PGN, realizamos incubaciones de S.
aureus con 10 pg/ml de PGRP-S, PGRP-Io. o PGRP-Ip (Fig. 12A). Observamos que todas las
proteinas recombinantes mantenian su actividad biol6gica al unirse a las bacterias.
Posteriormente, y con el fin de analizar si esta union se debia a la interaccién que estas
proteinas tienen con PGN se realizd el mismo ensayo reemplazando las bacterias por PGN
insoluble. EI precipitado obtenido fue analizado por immunoblotting demostrando que todas
las PGRPs no s6lo se unian a S. aureus sino que también se unian a PGN como se describiera

para las proteinas nativas (Fig. 12B).

A B
PGRPs

S IB lo MWM
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Figura 12.- Determinacion de la funcionalidad de las PGRPs recombinantes.
Immunoblottings de PGRPs recombinantes precipitadas con S. aureus (A) o con PGN de S.
aureus (B).

Al repetir ambos ensayos con distintas especies bacterianas (E. faecalis, E coli o B.
abortus) obtuvimos los mismos resultados (Fig. 13).
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Figura 13.- Determinacion de la funcionalidad de las PGRPs recombinantes.
Immunoblotting de PGRPs precipitadas con PGN de E. faecalis, E coli o B. abortus (A-C) o
con E. faecalis, E coli o B. abortus (D-F). Ay D: PGRP-S; By E: PGRP-Ia; Cy F: PGRP-Ip.

Asi mismo, observamos que tanto la PGRP-S como la PGRP-Io actian no sélo como
monomeros sino también como dimeros, lo que se evidencié mediante immunoblotting empleando

los antisueros especificos luego de la precipitacion con bacterias 0 PGN (Fig. 14).

DTT DTT DIT

38000 ——

19000 ——

Figura 14.- Determinacion de la funcionalidad de los dimeros de PGRPs recombinantes.
Immunoblotting de PGRP-S (A), PGRP-Ia (B) y PGRP-IB (C) precipitadas con S. aureus en
presencia y ausencia de DTT.
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Identificacién de PGRPs en muestras bioldgicas

Dado que la localizacién de las PGRPs no se encuentra aun completamente esclarecida,
analizamos la posible presencia de PGRPs en diferentes tipos celulares y en distintas muestras
bioldgicas.

Para ello, agregamos PGN insoluble a muestras de saliva humana y analizamos la presencia de
PGRP. Por SDS-PAGE observamos, la presencia de una banda que corresponderia al monémero
de PGRP-S (Fig. 15A), la que no esta presente al analizar las muestras por Inmunobloting con el
antisuero especifico, en donde solamente se detecta una banda de 45 kDa (Fig. 15B). Estos
resultados sugieren que la banda observada por SDS-PAGE no corresponde al monémero de
PGRP-S sino a la lisozima, una proteina que también reconoce PGN y que tiene un peso
molecular similar al de la PGRP-S de 20kDa. PGRP-la. y PGRP-If no fueron detectadas en
ninguna de las muestras de saliva estudiadas.

Al estudiar las muestras de suero empleando la misma metodologia, detectamos una banda de
45 kDa, que reacciona con el suero de conejo anti-PGRP-S, coincide en PM con el dimero de
PGRP-S y precipita con PGN insoluble, hechos que demostraban que estdbamos en presencia de
una proteina con funcionalidad de PGRP. No se detectaron mondémeros de esta proteina (Fig.
15C). Por otro lado, no observamos ninguna banda al emplear como primer Ac el antisuero anti-
PGRP-Ia o anti-PGRP-Ip.

A B C
1 2 3 4 1 2 3 4 MWM  PGRP-S PBS Suero

- “ L 35kDa ‘

. ’ ’ . e -

Figura 15.- Identificacion de PGRP-S en saliva y sueros humanos. (A) SDS-PAGE de
muestras de saliva precipitadas con PGN (calles 1 a 3) y control de lisozima comercial (calle
4). (B) Immunaobloting de muestras de saliva precipitadas con PGN. Calle: 1- PBS, 2- muestra
de saliva concentrada, 3- MWM, 4- PGRP-S recombinante. (C) Immunobloting de muestras
de suero precipitadas con PGN. Calle: 1- PGRP-S recombinante, 2- PBS y 3- Suero humano.
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También analizamos la presencia de PGRP-S en granulos de neutrofilos. Para ello, inducimos
la degranulacion de los PMN con FMLP y analizamos mediante immunoblotting tanto las células
como el SN de cultivo concentrado a diferentes tiempos pos-induccion de la degranulacién (Fig.
16), observandose tanto en las células que ain no fueron inducidas a degranular como en los SN
de PMN luego de degranular, una banda de ~45 kDa. La PGRP de los PMN puede ser también
precipitada con PGN insoluble como ocurre con la proteina detectada en suero. Por otro lado, al
repetir el ensayo y analizar las muestras por immunoblotting empleando como primer Ac el

antisuero anti-PGRP-Ia o anti-PGRP-Ip no observamos ninguna banda.

MWM

45000

19000

Figura 16.- PGRP-S en PMN. SN vy pellet de PMN inducidos con FMLP a diferentes tiempos
(min). Calle 1- SN sin induccién, 2-3- SN inducidos a 15 y 45 min., 4- SN inducidos y
precipitados con PGN, 5- PMN no inducidos, 6-7- PMN inducidos a 15 y 45 min., 8-SN de
PMN no inducidos precipitado con PGN, 9- PGRP-S recombinante.

En otro orden, detectamos por medio de CF e IFD, empleando los distintos antisueros de
conejo anti-PGRPs purificados y marcados con FITC, que células epiteliales alveolares de la
linea A-549 expresan PGRP-Ia (Fig. 17) y que los monocitos de la linea THP-1 expresan PGPR-
S (Fig. 18). El resto de los ensayos realizados con otras lineas celulares o cultivos primarios

resultaron negativos en las condiciones ensayadas.
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Figura 17.- Deteccion de PGRP-Ia en células de la linea A549 por microscopia de
fluorescencia y por CF. Célula epitelial observada bajo luz blanca (A), bajo fluorescencia (B),
y superposicion de las imagenes A y B (C). Aumento de la sefial correspondiente PGRP-la en

células de la linea A549 (D).
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Figura 18.- Deteccion de PGRP-S en células de linea THP-1 por microscopia de
fluorescencia y por CF. Monocito observado bajo luz blanca (A), bajo fluorescencia (B), y
superposicion de las imagenes A y B (C). Aumento de la sefial correspondiente a PGRP-S y

PGRP-la en células de la linea THP-1 (D).
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Debido a que PGRP-S se encuentra presente en suero, realizamos incubaciones de PBMCs con
SHN ON a 4 °C para detectar la posible interaccion de la PGRP-S presente en suero con dichas
células. De esta forma, observamos por CF que al utilizar Acs anti-PGRP-S especificos la
intensidad de la sefial fluorescente aumentaba con respecto a los controles (Fig.19) lo que
indicaria la posibilidad que PGRP-S se una a la membrana de las células mononucleares.
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Figura 19.- Interaccion de

PGRP-S con PBMCs. Se

observé por CF que la PGRP-S

presente en SHN se uniria a células

Autofluorescencia mononucleares. La deteccion se

by llevé a cabo empleando Acs

/| sHN + Conjugado especificos. Rojo:
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W\ "!.."CHNH'FGRF"S de union inespecifica, Verde:
Union de PGRP-S de SHN.
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Las PGRPs son reconocidas y endocitadas por monocitos

Estudiamos si las PGRPs pueden ser reconocidas por algun tipo celular implicado en la Rl y la
presencia de posibles receptores celulares para estas proteinas. Para ello, analizamos la unién de
PGRPs a los PBMCs por CF empleando los antisueros especificos para cada PGRP generados en
conejo y empleando un conjugado anti-conejo-FITC como segundo Ac. Observamos que todas
las PGRPs ensayadas se unen a los PBMCs, siendo PGRP-S y PGRP-Ia las que resultan en un
namero mayor de células positivas demostrando incrementos de 12-17 veces respecto a los

controles de células no tratadas con PGRPs pero incubadas con Acs especificos (Fig. 20).
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Figura 20. Unidn de las PGRPs a PBMCs. Para estudiar si las PGRPs podrian actuar como
union entre el reconocimiento de PGN vy la sefializacion intracelular, analizamos la unién de
PGRP-S (A-B), PGRP-la (C-D) y PGRP-IB (E-F) a PBMCs con sus receptores Fc previamente
blogueados con suero humano por CF. La presencia de las PGRPs fue analizada empleando un
suero de conejo anti-PGRP y un conjugado anti-conejo-FITC. Los resultados de fueron
analizados como el % de células positivas presentes en la region M1 de las células tratadas con
PGRPs/células no tratadas. **p< 0.01, ***p< 0.001. La figura muestra un experimento

representativo de 3 0 4.
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Al realizar un analisis selectivo de los datos obtenidos, de las poblaciones de linfocitos y
monocitos por separado, se observé que las PGRPs se unian preferentemente a los monocitos
(Fig. 21).

- (1)ws - (2)

_ doeg

Figura 21.- Regiones correspondientes a
monocitos y a linfocitos en una poblacion de
células mononucleares. A partir del Dot Plot
FSC vs SSC de los PBMCs dos subpoblaciones
celulares se definen como R1, que corresponde a
los monocitos, y R2, que corresponde a los
linfocitos.

0 4085

Con el objetivo de confirmar estos resultados, repetimos los experimentos detallados
anteriormente pero estudiando la union de las PGRPs a la linea celular de monocitos/macrofagos
humanos THP-1 con resultados similares. Determinamos que tanto PGRP-S, PGRP-la. como
PGRP-IB se unian a las células THP-1 de forma comparable con incrementos entre 2-4 veces
respecto a los controles de células no tratadas con PGRPs pero incubadas con los Acs especificos
(Fig. 22).
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Figura 22.- Unién de las PGRPs a células THP-1. Para estudiar si las PGRPs podrian actuar
como puente entre el reconocimiento de PGN vy la sefializacion intracelular, analizamos la unién
de PGRP-S (A-B), PGRP-lao (C-D) y PGRP-IB (E-F) a monocitos/macréfgos de la linea celular
THP-1 por CF. La presencia de las PGRPs fue analizada empleando un suero de conejo anti-
PGRP y un conjugado anti-conejo-FITC. Los resultados de fueron analizados como el % de
células positivas presentes en la region M1 de las células tratadas con PGRPs/células no
tratadas. **p< 0.01. La figura muestra un experimento representativo de 3 0 4.

54



Universidad de Buenos Aires

Ademas, empleamos a las PGRPs marcadas con FITC para eliminar cualquier tipo de
interaccion de las IgG de los antisueros especificos con las celulas THP-1 y de esta manera evitar
resultados falsos positivos. Células THP-1 tratadas con VD3 fueron incubadas con PGRPs-FITC
a 4y 37° C para inhibir y permitir la fagocitosis, respectivamente. Observamos a 4° C que el
numero de células positivas en la region M1 para todas las PGRPs se incremento entre 2-3 veces
(100-200%) respecto a los controles de células no tratadas con PGRP-FITC, indicando que la
unién a la membrana de los monocitos es especifica (Fig. 23A). Para determinar si las PGRPs
son internalizadas luego de unirse a la membrana celular, analizamos el resultado de los ensayos
realizados a 37° C por CF en presencia de Trypan Blue, para apagar la fluorescencia extracelular.
Encontramos un incremento entre 2-3 veces en la sefial de fluorescencia del FITC para las células
tratadas con PGRPs-FITC respecto a los controles no tratados (100-200%), sugiriendo que

efectivamente la internalizacion ocurre luego de la unién (Fig. 23B).
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Figura 23- Unién y fagocitosis de PGRPs-FITC por parte de monocitos THP-1. La unién
de PGRP-S-FITC, PGRP-la-FITC y PGRP-IB-FITC a células THP-1a 4° C (A-B) ya37° Cen
presencia de Trypan Blue (C-D) fue determinada por CF. ***p< 0.001. La figura muestra un
experimento representativo de 3.
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Los ensayos de immunoblotting de células THP-1 previamente incubadas con PGRPs usando
los Acs de conejo anti-PGRPs como primer Ac confirmaron que las PGRPs se unen a los
monocitos THP-1 (Fig. 24A). Por otra parte verificamos esta unién por medio de SPR,

inmovilizando la PGRP-Ia (~100 pg/ml) (Fig. 24B) en un equipo BlAcore.

A B
PGRP-5 PGRP-Ia PGEP-Ip

ZRO00D = T
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Figura 24- Unidn de las PGRPs a monocitos. Células THP-1 fueron incubadas con PGRPs a
4 °C y analizadas por immunoblotting empleando los antisueros anti-PGRPs especificos (A).
Sensograma por SPR de la interaccion de PGRP-lo con monocitos (B)

La internalizacion de PGRP-S-FITC por las células THP-1 fue también observada por

microscopia de fluorescencia (Fig. 25).

Figura 25- Unién y fagocitosis de PGRPs-FITC por parte de monocitos. Iméagenes de
células incubadas con PGRPs-FITC en presencia de DiD y DAPI.

La presencia de Wortmanina, inhibidor de PI3K, en los cultivos, no redujo la incorporacion
de PGRPs por las células THP-1 (Fig. 26). Estos resultados sugieren que la macropinocitosis no

jugaria un rol preponderante en la endocitosis de PGRPs por monocitos.
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Figura 26.- Incorporacion de PGRP-S por
células THP-1 y analizadas por CF. Gris:
Autofluorescencia;  Negro: incorporacion  en
ausencia de Wortmanina, Verde: incorporacion en
presencia de Wortmanina, el resto de las PGRPs
mostraron un comportamiento similar.

Eventos

Para estudiar si las PGRPs podrian actuar como un puente o “link” entre el reconocimiento de
PGN vy la sefializacion intracelular, analizamos la expresion de NF-xB en células THP-1. En la
Figura 27 podemos observar que las PGRPs incrementan los niveles de expresion de NF-xB con
respecto a los controles asi como también lo hacen los complejos PGRP-PGN respecto a los

controles de células tratadas con PGN.

NF—I-;EE
51 K H pes Figura 27.- Expresion d_e NF-
kB nuclear. Para determinar la
Histona HI expresion diferencial de NF-kB se
44 — - | incubaron células THP-1 frente a
' _ distintos  estimulos,  utilizando

como control de expresién basal
la proteina Histona H1. Las
muestras fueron analizadas por
immunoblotting observandose un
aumento en la expresion de NF-
«B en los tratamientos con PGRP-
S respecto a sus controles
correspondientes. ***p< 0.001.

Expresion Relativa de Proteinas
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Las PGRPs recombinates no tienen actividad bactericida ni bacteriostatica

Con el fin de determinar si las PGRPs humanas tienen actividad bacteriostatica o bactericida,
S. aureus, E. faecalis, E. coli y B. abortus (10 UFC/mI) fueron cultivadas en RPMI con SFB
durante 1-3 h en presencia de las PGRPs (10 ug/ml). Los controles fueron realizados de forma
similar pero en ausencia de PGRPs. Las UFC/ml de las diferentes bacterias empleadas fueron
analizadas mediante el metodo de conteo en placa, con intervalos de una hora, observando
resultados similares tanto en los cultivos con o sin PGRPs (Fig. 28A). Tampoco encontramos
diferencias significativas en los cultivos de 24-48 h.

Luego, analizamos si las PGRPs eran capaces de generar dafio en la membrana de las
bacterias. Para ello empleamos el ensayo de marcacion con Sytox-Green, un marcador
fluorescente que solo puede pasar a través de las membranas si es que estas estan dafiadas para
luego unirse al ADN. Observamos que PGRP-S produce un nivel bajo de dafio en la membrana
bacteriana luego de 1 h de exposicion, y que PGRP-lo. comienza a generar injuria en la
membrana luego de las 2 h de incubacion. Sin embargo, un fuerte incremento en la
incorporacion de Sytox-Green, determinada como el nimero de células positivas presentes en la
region M1 para el ensayo/nimero de células positivas en la region M1 para los controles, fue
detectada luego de 3 h de cultivo, para ambas, PGRP-S y PGRP-lo. en comparacion con los
controles (Fig. 28B-C). No detectamos dafio en la membrana cuando las bacterias fueron
incubadas con PGRP-IB en las diferentes condiciones ensayadas. Resultados similares fueron

obtenidos al repetir estos experimentos en ausencia de SFB (Fig. 28D-E).
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Figura 28- Efecto de las PGRPs sobre S. aureus. Se realizaron cultivos de S. aureus (10%/ml)
en presencia 0 ausencia de PGRPs (10 pg/ml) y se determind las UFC/ml resultantes para
analizar la actividad bactericida o bacteriostatica (A). Incorporacion del marcador fluorescente
Sytox-Green por S. aureus cultivados durante 3 h en presencia o no de PGRPs y analizados por
CF (B-C). Analizamos el incremento en la incorporacién de Sytox-Green como el % de
bacterias tratadas con PGRPs presentes en la regién M1/% de bacterias no tratadas con PGRPs
presentes en la regién M1. Se repitio el mismo experimento en ausencia de SFB en el medio de
cultivo (D-E). ***p< 0.001.

Las PGRPs incrementan la actividad fagocitica y la eliminacién de bacterias

Con el fin de estudiar si las PGRPs modifican la actividad fagocitica de las bacterias por los
monocitos/macréfagos, 10° células THP-1 fueron cultivadas con S. aureus-FITC muertos por
calor (10° UFC) previamente tratados o no con PGRPs (10 pg/ml). El anlisis de los resultados
obtenidos por CF mostraron que la habilidad de los monocitos para fagocitar S. aureus en
presencia de cualquiera de las PGRPs estudiadas se incrementa ~130% (Fig. 29A). El mismo
experimento fue realizado empleando PGN-FITC (20 pg) en vez de S. aureus con resultados
similares (Tabla 2).

Para determinar el efecto que este hecho tenia sobre las bacterias infectivas, usamos como
modelo la infeccion de monocitos por S. aureus. Co-cultivamos las células THP-1, durante 1 h,

con S. aureus pretratados o no con PGRP-S a una multiplicidad de infeccion de 100
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(bacterias/monocitos). Las células THP-1 infectadas fueron lavadas y suspendidas en RPMI con
gentamicina. Despues de realizar incubaciones a diferentes tiempos, se removio el antibidtico y
las células infectadas fueron lisadas con 2% Triton X100 en PBS. La determinacion de las UFC
de las bacterias intracelulares viable fue realizada mediante la técnica de conteo en placa. La
Figura 29C muestra que a las 12 h el namero de bacterias vivas incorporadas en presencia de
PGRP-S es 10 veces superior que en ausencia de la misma, lo que esta en concordancia con la
incorporacion de las bacterias muertas en el ensayo previo. A las 24 h las células THP-1 solo
pudieron reducir el ndmero de bacterias vivas en su interior en una pequefia proporcion,
independientemente de la presencia o no de PGRP-S. Sin embargo, para las 48 h de cultivo las
células THP-1 que incorporaron bacterias con PGRP-S fueron capaces de eliminar 10 veces mas
bacterias que aquellas que las incorporaron sin PGRP-S. Adicionalmente, observamos que las
bacterias previamente incubadas con PGRPs-FITC y fagocitadas por los monocitos/macréfagos
colocalizan con el marcador de organelas acidicas (fagolisosoma) Lyso Tracker red.
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Figura 29.- Efecto de las PGRPs sobre la incorporacion de S. aureus por
monocitos/macrofagos.  Ensayos de fagocitosis de S. aureus-FITC por células THP-1en
ausencia (negro) o presencia de PGRP-S (verde), PGRP-la (azul) o PGRP-Ip (violeta) (A-B).
Analizamos por CF el % de células positivas presentes en la region M1 de los cultivos en
presencia de PGRPs-S. aureus-FITC/células cultivadas con S. aureus-FITC (control). Estudios
de infeccion en THP-1 por S. aureus pre incubado con PGRPs durante 48 h (C). Imagen de
microscopia confocal de células THP-lincubadas con S. aureus-PGRP-FITC y posteriormente
marcadas con Lyso Tracker Red (D). La figura muestra un experimento representativo de 3.
**p< 0.01, *** p< 0.001
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Tabla 2. Fagocitosis diferencial de PGN marcado con FITC por monocitos THP-1.

% de células positivas  Aumento relativo de la  Aumento relativo de

en la regiéon M1 sefal respecto al control la sefial respecto al
Basal. control PGN
Basal 2.2 1 -
PGN 8.6 3.9 1
PGN/PGRP-S 17.9 8.13 2.08
PGN/PGRP-Ia 29.1 13.22 3.38
PGN/PGRP-Ip 20.5 9.31 2.38

Por otro lado, al realizar experimentos similares pero empleando en el medio de cultivo SHN
fresco, se observo una completa eliminacion de S. aureus del interior de las células a las 72 h post
infeccion. lo que no sucede en los controles respectivos o cuando se emplea el SHN
descomplementado (Fig. 30).
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Figura 30.- Estudio de infeccion en presencia de suero humano. Se realizaron cocultivos de
células THP-1 con S. aureus en presencia de PGRPs durante 72 h en presencia 0 ausencia de
SHN fresco o descomplementado. Luego se lisaron las células y se determind las UFC/ml en
cada muestra. La figura muestra un experimento representativo de 3. *** p< 0.001.
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Funcion protectora de las PGRPs

Para determinar la integridad de membrana y la viabilidad de las células THP-1, utilizamos el
kit LIVE/DEAD Cell Vitality Assay. De esta manera, observamos que las PGRPs disminuyen
~60% la incorporacion de Sytox-Green por las células THP-1 en comparacién con las células no
tratadas (Fig. 31A-D). En forma similar, las PGRPs fueron capaces de proteger el dafio de
membrana que producen los PGN (Fig. 31E-H) disminuyendo ~40% la incorporacion de Sytox-
Green. Ademas, las PGRPs o los complejos PGN-PGRPs incrementan 10-46% la actividad
metabolica de las celulas THP-1 respecto a los controles, determinado como la incorporacion de
resazurina (Fig. 31).
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Figura 31.- Determinacién de dafio sobre la membrana y vitalidad celular. Monocitos de
la linea THP-1 fueron incubados con PGN o PGN-PGRPs, y luego marcados con Sytox-
Green/resazurina para, finalmente, analizarlos por Citometria de Flujo. Analisis de los cultivos
de células THP-1 sin (A) o con PGRPs (B-D). Del mismo modo, cultivos de células THP-1 con
PGN (E) o con PGN preincubado con PGRPs (F-H). La figura muestra un experimento
representativo de 4.

Con el objetivo de verificar estos resultados, empleamos el Kit de Anexin/7AAD Kit para
determinar la influencia de las PGRPs en los fendmenos apoptéticos. Observamos que las

PGRPs eran capaces de proteger a las células de la apoptosis inducida por el PGN con
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reducciones de ~40% respecto a las células no tratadas (Fig. 32E-H). Ademas, las PGRPs no solo
disminuyen los procesos apoptéticos producidos por el PGN si no que tambien la disminuyen en
la células cultivadas sin PGN alrededor del 42-58% (Fig. 32A-D).

Células THP-1

10+

Células THP-1 con PGRP-S

10+

Células THP-1 con PGRP-Iu

10+

Células THP-1 con PGRP-Ip

10+

7 A:‘\p

PGN +

10°

A B c D
0.51 5.24 0.15 0.50 0.76 5.26 1.16 2.76
o =] S
2 g 2
. 796
- 0t
Anexina Anexima Anexina Anexina
E " F " G " H
0.18 1.17 0.16 1.01 0.59 1.95 1.15 2.15
Q. 2.
- - 16.66

10
Anexina

10
Anexina

Anexina

10*

Figura 32. Efectos de las PGRPs en los procesos apoptdticos. Analisis de la apoptosis en
cultivos de células THP-1 sin (A) o con PGRPs (B-D). La apoptosis también fue determinada
en cultivos de células THP-1 con PGN (E) o con PGN preincubado con PGRPs (F-H). Todos
los cultivos fueron tratados con Anexina V/7AAD vy luego analizados por CF. La figura muestra

un experimento representativo de 4.

Anexina

Para determinar el efecto de las PGRPs sobre la proliferacion de los monocitos, células THP-

1, sin tratar con VD3, fueron incubadas con 20 pg/ml PGN previamente tratados o no con 10

png/ml de PGRPs o BSA (control) durante 24-72 h. Como se puede observar en la Figura 33A, el

PGN produce un 50% de inhibicion en la proliferacion de las células THP-1, mientras que los

PGNs pretratados con las PGRPs reducen significativamente la inhibicion en la proliferacion

generada por el PGN. Sin embargo, también se observa que todas las PGRPs en ausencia de

PGN reducen la proliferacion celular en concentraciones ~10 pg/ml (Fig. 33B), probablemente
como un mecanismo de control homeostatico.
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Con el fin de analizar el efecto de las PGRPs en la activacion celular, monocitos/macrofagos
THP-1 fueron incubados con PGN tratado previamente o no con PGRPs durante 24-72 h para
luego analizar por CF la expresién en membrana de los marcadores CD11, CD80, CD86 y CD14.
Observamos un incremento en la expresion de CD80 (100-200%) y CD86 (~50%) para las
PGRP-S, PGRP-la y PGRP-If a las 48 h de cultivo, en comparacion con las células control (Fig.
34A-B).
(>50%) y CD86 (40-100%) respecto a las células cultivadas solo con PGN (Fig. 34C-D).
Ademas, observamos que las PGRPs incrementan la expresion de CD11 en un rango del 50-
150% (Fig. 34E), sin embargo los complejos PGN-PGRP no modifican la expresion de CD11,
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Figura 33.- Efecto de las PGRPs sobre la proliferacion de los monocitos. Para determinar el
efecto de las PGRPs sobre la proliferacién de los monocitos THP-1, estos fueron incubados con
el complejo PGN-PGRPs (A) o solo con las PGRPs (B) durante 48 h y se determind la
actividad biol6gica con MTT. La Figuras muestra un experimento representativo de 3. *p<

0.05, **p< 0.01, *** p< 0.001.

respecto a los controles.
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Figura 34.- Efecto de las PGRPs sobre la activacion de los monocitos/macrofagos. Para
determinar el efecto que las PGRPs tienen sobre la activacién celular, células THP-1 fueron
cultivadas con PGN, PGRPs o con PGN-PGRPs y posteriormente incubadas con Acs anti-
CD80, CD86 y CD11. Los resultados fueron analizados por CF como el % de células presentes
en la region M1 de las células tratadas con PGRPs o PGN-PGRPs/células controles (no tratadas
0 tratadas con PGN, respectivamente). Expresion de CD80 (A) y CD86 (B) en la membrana de
células THP-1 tratadas con PGRPs. Expresion de CD80 (C) y CD86 (D) producido por PGN-
PGRPs. Expresion de CD11 (E). Insertos: Histogramas de las citometrias. La Figuras muestran
un experimento representativo de 3. *p< 0.05, **p< 0.01, *** p< 0.001.
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Los SN de los cultivos de THP-1 con PGN, en presencia 0 no de PGRPs fueron empleados
para determinar la produccion de CKs luego de los diferentes estimulos. De esta manera,
pudimos detectar que el PGN incrementa la produccion de TNFa, I1L-8, IL-12 e IL-10 por las
THP-1 respecto a los controles, mientras que no se observo ningin cambio en las células
cultivadas en presencia de PGRPs (Fig. 35A-D). Sorprendentemente, observamos una respuesta
incrementada de TNFa (50-100%), IL-8 (100-150%) e IL-12 (50-150%) cuando las células
fueron co-cultivadas con PGN y PGRPs (Fig. 35A-C). Todas las diferencias fueron
estadisticamente significativas, excepto para TNF-a cuando fueron empleadas PRGP-la y PGRP-
IB, sin embargo, estas proteinas incrementan los niveles de TNF-a en forma consistente en todas
las repeticiones realizadas. Por el contrario, como se muestra en la Figura 35D, el PGN
incrementa la produccion por parte de los monocitos de IL10 mientras que el pre tratamiento del

PGN con las PGRPs produce una disminucién significativa (30-45%) de esos niveles.

*

800+ A 25000+ *k * B
Fax 20000+ li §
g E 15000~ §
i D \
i i; 10000+ \
" 3 5000~ §
OdéO\ QC?‘\OQ_Q '%oqg .\qu '\%ng 5@‘3? '\wo‘?g . c,o°
AR A R
&
Q
3000+ 50- D
% 20004 % E ol
s % z E
T, 1000- 7 %
= % 5
0- é —

Figura 35.- Efecto de las PGRPs sobre la secrecidon de CKs. Para determinar el efecto de las
PGRPs en la produccion de CKs, los SN de cultivo de 48 h de monocitos/macréfagos con PGN,
PGRPs o complejos PGN-PGRPs fueron analizados por ELISA para TNF-o (A) IL8 (B), IL12
(C) e IL-10 (D). La Figuras muestra un experimento representativo de 3. *p< 0.05, **p< 0.01,
*** p< 0.001.
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Al analizar el efecto de las PGRPs en la expresion de las citoquinas IL-1p y IL-6 en los SN de
cultivo, no observamos cambios en los tratamientos con PGRP-lIo. y PGRP-IB frente a sus
respectivos controles. Sin embargo detectamos cambios significativos en la expresion de dichas

citoquinas en los tratamientos con PGN-PGRP-S respecto a sus controles de PGN solo (Fig. 36).

2004 A 300n B e

* 1

~ 150+ -
g = 200-
E  e— \E‘D
2 — =
~ 1004 Nl
«a o
- = 1004

504

0 T I '

Figura 36. Efecto de PGRP-S sobre la secrecion de CKs. Para determinar el efecto de PGRP-
S en la produccion de CKs, los SN de cultivo de 48 h de monocitos/macréfagos con PGN,
PGRPs o complejos PGN-PGRPs fueron analizados por ELISA para IL-1p (A) e IL-6 (B). La
Figuras muestra un experimento representativo de 3. *p< 0.05, *** p< 0.001.

En forma paralela, cuando analizamos la expresion de CD14 observamos que todas las PGRPs
incrementan ~100% los niveles de dichas moléculas en las membranas de los monocitos, las
cuales estan involucradas en el reconocimiento de PGN. (Fig. 37A). De la misma manera el
complejo PGN-PGRP incrementa significativamente (~50%) la expresion de CD14 respecto a los

controles de PGN (Fig. 37B).
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Figura 37.- Efecto de las PGRPs sobre la expresién de CD 14. Para determinar el efecto
que las PGRPs tienen sobre la activacion celular, células THP-1 fueron cultivadas con PGN,
PGRPs o con PGN-PGRPs y posteriormente incubadas con Acs anti-CD14. Los resultados
fueron analizados por CF como el % de células presentes en la regién M1 de las células tratadas
con PGRPs 0 PGN-PGRPs/células controles (no tratadas o tratadas con PGN, respectivamente).
Expresion de CD14 en la membrana de células THP-1 tratadas con PGRPs (A) o con PGN-
PGRPs (B). Insertos: Histograma de las citometrias. Las Figuras muestra un experimento
representativo de 3. *p< 0.05, **p< 0.01.
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Discusion
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El incremento de patologias que afectan la RI relacionadas con sindromes de
inmunodeficiencias y el gran desarrollo de resistencia a los antibioticos por parte de las bacterias,
focalizaron nuestro interés en el estudio de la Rl innata, principalmente en aquellas moléculas
que pudiesen presentar alguna actividad que alterara la infeccion bacteriana. Entre los
mecanismos implicados en la respuesta innata se destaca el reconocimiento de productos
conservados de los microorganismos, denominados genéricamente PAMPs. Las PGRPs son
moléculas de reconocimiento de PAMPs que interactian con PGNSs. El objetivo general de esta
tesis es identificar los fluidos que contienen y los tipos celulares que expresan PGRPs; y estudiar
el rol bioldgico de las PGRPs en los mecanismos de defensa.

Con estos objetivos planteados, obtuvimos las construcciones codificantes para PGRP-S como
asi también para los dominios C terminal de la PGRP-Io. y N terminal de la PGRP-IB, todas
moléculas de union a PGN bacteriano. La induccion de su expresion como Cl en E. coli BL21
(DE3) produjo proteinas del PM esperado (~ 19600 Da para PGRP-S, ~ 18200 Da para PGRP-
IoC y ~17100 Da para PGRP-IBN). El rendimiento obtenido de proteina desnaturalizada, para
todas las PGRPs, fue de aproximadamente 35-50 mg/L de cultivo. Luego del proceso de
replegado en arginina y posterior purificacion, el rendimiento de todas las PGRPs fue de 1-2
mg/L de cultivo. La diferencia entre el rendimiento de proteina final purificada y replegada con
respecto a la presente en los CI solubilizados en guanidina, se debe a que una proporcion muy
importante de la misma forma agregados durante los procesos de replegamiento in vitro o durante
el posterior paso de concentracion a la que son sometidas.

La fraccion de proteina que se mantiene en solucion esta compuesta tanto por proteina que
adopto una conformacion adecuada, como por aquellas que sin tener un correcto plegamiento,
forman agregados. Esto se puede observar en el pico obtenido en el V, luego de la purificacion
por exclusion molecular (Fig. 9). Este fendmeno podria deberse a la exposicion de regiones
hidrofébicas como consecuencia de un proceso de renaturalizacion erréneo. En este tipo de
columnas las moléculas que eluyen en el Vq tienen un muy alto PM. En las condiciones de
analisis empleadas mediante SDS-PAGE (Fig. 10) las proteinas se desnaturalizan y se desagregan
por la presencia del detergente empleado (SDS). Al analizar el mencionado pico (Vo) se obtuvo
una banda con movilidad electroforética correspondiente al PM de PGRP lo que confirmaba la
presencia de proteina agregada. Los perfiles de elucion obtenidos para PGRP-S y PGRP-Ia

presentaron dos picos proteicos predominantes cada uno (Fig. 9A y B), con muy buena
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resolucion. Si bien las proteinas presentes en cada pico mostraban igual movilidad electroforética
al ser analizadas por SDS-PAGE en condiciones reductoras (Fig. 10A y B), la utilizacion de una
columna calibrada demostr6 que solo los picos que eluyen en segundo lugar en cada caso poseen
un volumen de elucion que coincide con el esperado para las PGRPs en base al PM de las
mismas. El analisis de estos picos en condiciones no reductoras demostrdé que los que poseian
menor volumen de elucion correspondian a homodimeros de las PGRPs (Fig. 10D). Por el
contrario, el perfil de elucién de PGRP-IB (Fig. 9C) mostrd que solo el pico mayoritario contenia
proteinas bien plegadas, con un alto grado de pureza y con la movilidad electroforética esperada
(Fig. 10C).

Luego del procedimiento de purificacion el rendimiento obtenido de proteina replegada y
purificada de todas las PGRPs fue suficiente para la realizacién de los ensayos planificados en el
presente trabajo. Cabe destacar que, al estudiar el comportamiento hidrodinamico de dichas
proteinas por medio de cromatografia de exclusion molecular, detectamos diferencias minimas
entre el Rs teodrico y el Rs experimental, lo que indicaria que efectivamente las proteinas se
encuentran correctamente replegadas (Tabla 1).

Con el fin de contar con una herramienta util en la deteccién de PGRPs en muestras bioldgicas
se generaron antisueros que, al analizarlos empleando ELISA o immunoblotting, demostraron ser
especificos para sus respectivos Ags sin presentar reactividad cruzada con las otras PGRPs ni con
lisozima, una proteina estructural y funcionalmente muy relacionada a las PGRPs. Al analizar la
interaccion de los sueros obtenidos tanto de raton como de conejo (anti-PGRP-S, anti-PGRP-IaC
y anti-PGRP-IBN) mediante immunoblotting con las PGRPs recombinantes, observamos que
estos reconocian una banda reactiva de ~ 20000 Da para todas las PGRPs y una banda adicional
de ~ 40000 con PGRP-S y PGRP-IaC (Fig. 11), la cual desaparece luego de tratar las muestras
con DTT. Esto significaria que ambas PGRPs recombinantes, sufren un proceso de oxidacion
que genera la dimerizacion de las mismas. La presencia de especies monoméricas y diméricas no
sorprende dado que la formacion de dimeros ya ha sido registrada previamente. Se ha descrito
que PGRP-S recombinante es secretada al medio como un homodimero, mientras que PGRP-Ia
recombinante es secretada tanto como homodimero o formando heterodimeros con PGRP-Ij
cuando son co-expresadas. También se describié que la glicosilacion de estas proteinas jugaria

un rol muy importante en la relacion mondémero/dimero en favor de esta ultima [Lu 2006].
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Para evaluar la funcionalidad de las proteinas recombinantes producidas y corroborar
nuevamente que su plegamiento in vitro era correcto se examind si tenian capacidad de unirse a
bacterias y a sus PGN insolubles purificados. De esta forma, empleando ensayos de unién y
precipitacion (Fig. 12-13), pudimos comprobar que todas las PGRPs recombinantes obtenidas
mantenian la capacidad de union a bacterias de diferentes especies, tanto G(+) (S. aureus, E.
faecalis) como G(-) (E. coli o B. abortus) [Dziarski 2004]. Ademas pudimos observar, como
era esperable, que la intensidad de las bandas era mayor para los ensayos realizados con bacterias
G(+) que con G(-) debido a que las primeras presentan una superficie expuesta mayor de PGN
[Kang 1998]. Por otro lado, observamos que la capacidad de union es mayor para PGRP-S y
PGRP-IBN, y que tanto los mondmeros como los dimeros de PGRP son capaces de interaccionar
con las distintas bacterias empleadas o con sus PGNs insolubles (Figuras 12-14). Por lo tanto, el
proceso de dimerizacion no afectaria la funcionalidad de las mismas, hecho ya sugerido por Lu
[2006]. Por ultimo, la incubacion con PGN insoluble demostr6 que las PGRPs eran retenidas en
la fraccion de PGN luego de mdltiples lavados con PBS, sugiriendo que dicha union es de alta
afinidad.

La presencia de dimeros es consistente con el nimero de Cys presentes en la estructura de las
PGRPs. PGRP-S posee 7 Cys de las cuales solamente una se encuentra libre (Cys8) en su
estructura cristalina y probablemente sea la responsable de la dimerizacion tanto de la proteina
recombinante [Guan 2005b; 2007] como de la proteina nativa, debido a que esta expuesta al
medio por ubicarse en la superficie de la molécula. En la estructura de PGRP-Ia se observan 5
Cys de las cuales solo la Cys 300 se encuentra libre. Por el contrario PGRP-If solo se expresa
como monomero a pesar de poseer cinco Cys. Es probable que la Cys libre no esté sobre la
superficie de la molécula, pero esto debera esperar la resolucion de su estructura. En otro orden,
Shrama y col determinaron una segunda constante de afinidad para la interaccion PGRP-PGN,
sugiriendo un efecto cooperativo que podria ser la causa de la union multiple de las PGRPs a
cada molécula de PGN [Shrama 2012; 2013b]. En este sentido la dimerizacion de las PGRPs
podria jugar un rol fisiol6gico muy importante en el reconocimiento de dichas moléculas.

La obtencion de PGN insoluble nos brindé una herramienta para analizar la presencia de
PGRP en fluidos bioldgicos mediante la realizacion de precipitaciones que, combinadas con
immunoblotting empleando los antisueros desarrollados, brindan a la técnica alta especificidad.

Al analizar muestras de saliva precipitadas con PGN por SDS-PAGE observamos una banda
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proteica de aproximadamente 18 kDa (Fig 15A), sin embargo esta banda no se observa por
immunobloting, donde se detecta una banda proteica de ~45kDa cuando utilizamos el suero anti-
PGRP-S (Fig 15B). Esto revelaria la presencia en saliva del dimero de la PGRP-S pues estos no
solo unian PGN (al precipitar con el PGN insoluble) sino que también eran reconocidas por el
antisuero anti-PGRP-S especifico. Esta proteina podria ser secretada por granulocitos, células
epiteliales o las glandulas salivales [Lu 2006]. Por otra parte, la banda observada solo por SDS-
PAGE corresponderia a la lisozima que, como fue mencionado anteriormente, es una proteina
que reconoce PGN y tiene un PM similar al monémero de PGRP-S pero no es reconocida por los
antisueros anti-PGRPs especificos. No detectamos la presencia de PGRP-Io ni de PGRP-IB en las
muestras de saliva analizadas.

Al emplear esta metodologia para estudiar las muestras de suero de pacientes sanos
detectamos una banda proteica de 45 kDa que se une al PGN y es reconocido por el antisuero
anti-PGRP-S especifico (Fig 15C). La misma banda de 45 kDa también fue detectada al realizar
inmunoprecipitacion del suero pero empleando columnas de proteina A saturadas con Acs anti-
PGRP-S, confirmando la identidad de la proteina. Los Acs, como era de esperar,
immunoprecipitan tanto con la PGRP-S recombinante asi como también con la nativa. La PGRP-
S nativa tiene 2 sitios hipotéticos para su glicosilacién, un sitio potencial de O- glicosilacion y
otro sitio potencial de N-glicosilacion calculados con NetOGlyc 4.0 y con NetNGlyc 1.0
(Universidad Técnica de Dinamarca, Lyngby, Dinamarca), respectivamente. Esto se ve reflejado
en la mayor movilidad electroforética que poseen los dimeros generados por PGRP
recombinante, que carece de glicosilacion, respecto a la nativa [Lu 2006]. De esta forma, estos
resultados en conjunto con conclusiones anteriores de otros autores [Lu 2006], sugieren que la
PGRP-S es una proteina presente en suero como un homodimero. Hasta ahora PGRP-L era
indicada como la Unica PGRP detectada en suero ya que ésta es producida constitutivamente por
el higado y secretada al torrente sanguineo [Zhang 2005]. Si bien nosotros detectamos la
presencia de PGRP-S en suero humano, aun queda por develar cuél es el origen de la misma.

PGRP-S ha sido descrita como una proteina presente en PMN y en medula ésea de mamiferos
[Liu 2000]. La presencia en médula 6sea se deberia al hecho de que es el sitio donde se generan 'y
maduran los neutrofilos, previo a su salida hacia el torrente circulatorio. Nosotros logramos no
solo confirmar la presencia de PGRP-S en estas células sino que también observamos que se

encontraba predominantemente como dimero ya que, empleando immunoblotting, observamos la
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presencia de una banda de aproximadamente 45 kDa en los PMN [Lu 2006]. Mediante ensayos
de degranulacion de PMN (Fig. 16) pudimos comprobar que PGRP-S era secretada ante el
estimulo con FMLP. La degranulacién de los neutréfilos es un mecanismo fisiologico que los
mismos efectlan para defender a nuestro organismo ante la presencia de un microorganismo o,
también, lo pueden realizar en forma espontanea. La proteina de 45 kDa detectada en los
granulos de neutrofilos, presenta el mismo peso molecular que la observada en suero, lo que
sugeriria que PGRP-S es secretada por PMN como un dimero y que estas células podrian ser las
responsables de su presencia en suero [Liu 2000; Cho 2005] en donde la detectamos en bajas
concentraciones (< 1-10 ug/ml) en concordancia a las concentraciones de PGRP descritas en
suero de raton (< 5 ug/ml) [Liu 2000]. Su identificacion en PMN no so6lo se baso en la deteccion
de la proteina con los antisueros especificos por immunobloting sino que también pudo ser
precipitada con PGN insoluble, como ocurre con la proteina detectada en suero (Fig. 16).

Teniendo en cuenta que los neutréfilos son la poblacion méas abundante de leucocitos
circundantes e intervienen en las primeras fases de la respuesta inflamatoria, la expresion
selectiva de PGRP-S en estas células sugiere que estas proteinas podrian jugar un rol importante
en la respuesta inmune [Dziarski 2003].

La capacidad de formar dimeros que tiene PGRP-S nos llevé a indagar cudl seria la génesis de
los mismos. Comprobamos que tanto en la PGRP-S recombinante como en la nativa, la
dimerizacion desaparece al tratar las muestras con DTT por lo que su formacion se debe
efectivamente a la presencia de puentes disulfuro entre las Cys libres presentes en su estructura.
La Cys 8 de PGRP-S, al no estar implicada en la formacion de uniones intramoleculares, seria la
responsable de la dimerizacion sin ocluir el sitio de union a PGN. Por otro lado, no pudimos
observar la presencia de mondémeros de PGRP-S en el suero ni en los PMNs. En definitiva, estos
resultados sugieren que PGRP-S tendria actividad bioldgica tanto en su forma monomérica como
dimérica, como se la detecta tanto en el suero como en los PMN en concordancia con lo sugerido
previamente por Lu [2006].

Asimismo, al repetir los ensayos tanto en suero como en PMN y analizar por immunoblotting
empleando como primer Ac el antisuero anti-PGRP-Ia 0 anti-PGRP-If no observamos ninguna
banda, lo que es consistente con el hecho de que ambas PGRPs estan selectivamente expresadas
en los tejidos expuestos al medio, como la piel, ojos, glandulas salivales, garganta, eséfago,
estomago, intestino, etc. [Mathur 2004; Lu 2006].
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Ademas, empleando IFD y CF detectamos la presencia de PGRP-Ia (pero no de PGRP-S ni
de PGRP-IB) en la linea celular A-549 empleando los Acs especificos. Estas, son células
epiteliales alveolares, por lo que es consistente con lo postulado por Mathur [2004] y Lu [2006]
(Fig. 17). Por otro lado en la linea celular THP-1 se detecto la expresion PGRP-S, pero no de
PGRP-Ia ni de PGRP-Ip (Fig. 18).

Se sugirié que la posible presencia de PGRP en fluidos bioldgicos podria modular la respuesta
del hospedador contra PGN o bacterias, como ocurre con CD14, un receptor soluble presente en
plasma y en las membranas de macréfagos y monocitos o con el complemento [Liu 2000]. El
hecho de que hallaramos a PGRP-S en suero y el conocimiento de que las PGRPs tienen un
dominio hidrofébico sumamente conservado en todo el grupo (ausente en la Lisozima T7) sobre
el lado opuesto al sitio de union a PGN de la molécula, [Kim 2003] plante6 la posibilidad de que
dichas PGRPs interaccionen con algun tipo de poblacion celular ademés del reconocimiento de la
bacteria o del PGN. Para ello, incubamos muestras de suero con PBMCs y observamos por CF
empleando los Acs especificos, que efectivamente PGRP-S era reconocida por esta poblacion
celular (Fig. 19).

Posteriormente, analizamos la capacidad de las distintas PGRPs de ser reconocidas por
PBMCs. Al realizar estos experimentos se reveld la presencia de las PGRPs unidas a las
membranas de estas células empleando los antisueros generados y un conjugado fluorescente
(Fig. 20). También observamos, que si bien todas las proteinas eran reconocidas por esta
heterogénea poblacién celular, al analizar mediante CF las distintas poblaciones que la
conforman, la union era mayor a los monocitos que a los linfocitos circulantes obtenidos de
sangre periférica (Fig. 21). Para confirmar este hecho, repetimos los experimentos estudiando la
unién de todas las PGRPs recombinantes a la linea celular de monocitos THP-1 (Fig. 22). La
disminucion en la interaccion de las PGRPs a células THP-1 comparadas con PBMCs podria ser
debido a un nimero maés alto de receptores en la poblacion heterogénea de monocitos de sangre
periférica que en las células de linea THP-1.

Este ultimo experimento sugirié que PGRP-Ia se unia mas a monocitos que PGRP-S y PGRP-
IB. Esto podria deberse a que PGRP-Ia tendria mayor afinidad por los supuestos receptores
presentes en las células, a que hay mas receptores para la misma, o en el caso de la PGRP-S, que
dicha proteina proveniente del suero empleado como bloqueante de los receptores Fc, esté unida

a las células, por lo que estos receptores estarian, en una proporcion importante ocupados. De
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esta manera el control realizado con al antisuero especifico sin PGRP-S recombinante daria una
mayor sefial que la esperada al reconocer a la PGRP-S nativa unida a membrana. Asi, el
tratamiento con PGRP-S recombinante tendria una menor sefial relativa respecto al mencionado
control, que las otras PGRPs.

Como mencionaramos, el aumento de sefial en los ensayos controles realizados empleando los
antisueros anti-PGRP-S en ausencia de PGRP-S recombinante, podria deberse a la presencia de
PGRP en el suero humano utilizado para bloquear los receptores Fc de los monocitos. Al repetir
el ensayo empleando sueros de otras especies como bloqueante se volvieron a observar las
diferencias descriptas, pero la posibilidad de reaccion de cruce con PGRP-S de otras especies no
puede ser descartada, independientemente de la afinidad hacia los mismos. Teniendo en cuenta
estos resultados y conociendo el hecho de que las PGRPs se unen a alguna molécula de la
membrana de los monocitos, marcamos todas las PGRPs con FITC para realizar ensayos de unién
y endocitosis, con el fin de determinar si son incorporadas al interior de los mismos. De esta
manera, la unién detectada fue mayor para PGRP-S-FITC que para el resto de las PGRPs-FITC,
al contrario de lo que sucedi6 con los ensayos de unién realizados con las PGRPs sin marcar.
Esto podria deberse a la ausencia de suero humano que aporte PGRP nativa (PGRP-S).

Por otro lado, como se demuestra en la Figura 23A-B los resultados obtenidos pusieron en
evidencia que, ademas de unirse, la proteina estaba siendo internalizada. Para confirmar esto,
tratamos a las células que previamente habian sido incubadas con las PGRPs-FITC a 4° C 0 a 37°
C con Tripan Blue justo antes de su analisis por citometria. El Tripan Blue es un colorante que
ejerce el efecto de quenching de la sefial fluorescente extracelular originada por la union de
PGRPs-FITC a membrana pero no la intracelular ocasionada por la endocitosis de PGRPs-FITC.
Este analisis nos permitié observar la desaparicion de la fluorescencia a 4° C, que solo se debia a
la unién de las proteinas a la superficie celular, pero no a 37° C, lo que confirmaba la presencia
de las PGRPs-FITC dentro de las células (Fig. 23C-D).

También, verificamos la union de las PGRPs a monocitos empleando immunobloting. Al
incubar las distintas PGRPs con monocitos THP-1 y revelar con los antisueros anti-PGRPs
especificos observamos la presencia de una banda reactiva de ~20 kDa para las 3 PGRPs
analizadas y en el caso de PGRP-S e la se detect6 una segunda banda reactiva de ~40 kDa. Esto
demostraria que no s6lo el mondémero de PGRP recombinate es reconocido por estas células, sino

también el dimero (Fig. 24A). Posteriormente, se inmovilizaron las diferentes PGRPs a los chips
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sensores del equipo BIAcore T100, y analizamos su interaccion con diferentes concentraciones
celulares. Observamos un aumento no lineal de la sefial del sensograma, al aumentar linealmente
las concentraciones celulares en la fase fluida, lo que indicaria la existencia de interaccion
especifica (Fig. 24B).

En otro orden, para corroborar la endocitosis se empleo IFD. Verificamos el ingreso de las
PGRPs-FITC utilizando como contracolor DiD y DAPI, para aumentar el contraste (Fig. 25). De
esta manera pusimos en evidencia que, ademas de los fendmenos de union, estaban ocurriendo
fendmenos de endocitosis.

Para discernir si el ingreso de las PGRPs al interior de las células es resultado de un proceso
inespecifico o estaria asociado a mecanismos de interaccion con receptores especificos, repetimos
el mismo ensayo de endocitosis pero en presencia y ausencia de Wartmanina, un inhibidor de la
macropinocitosis. Evidenciamos por CF que no existian diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos (Fig. 26), lo que nos permite inferir que el ingreso de las PGRPs al
interior celular corresponderia a un proceso especifico. Es por ello que podria existir un posible
receptor celular para PGRPs que favorezca dicho fenémeno.

Con el fin de comprobar la existencia de un posible receptor celular para PGRPs, analizamos
si estas proteinas eran capaces de activar la expresion de NF-xB (Fig. 27). Encontramos que las
PGRPs incrementan la activacion del mismo, lo que sugeriria la existencia de un receptor celular
que al interactuar con las PGRPs podria comunicar la presencia de bacterias o fragmentos de
PGN bacterianos. Sin embargo, hasta ahora, todos los intentos que realizamos de co-precipitar
este posible receptor no fueron exitosos (resultados no mostrados).

Estudios cristalograficos y bioquimicos [Guan 2004a; 2004b; 2005a; 2005b; Lu 2006]
demostraron que las PGRPs son proteinas solubles pero sus funciones no estan adn totalmente
dilucidadas. La bibliografia no es contundente acerca de la definicién de estas proteinas como
bacteriostaticas [Liu 2000; Dziarski 2003; Cho 2005] o bactericidas [Lu 2006]. Se ha reportado
que estas necesitarian Ca’* y/o Zn** para ejercer dicha funcién o que la ausencia de glicosilacion,
en el caso de proteinas recombinantes producidas en procariontes, eliminaria su funcion
bactericida.

Si bien se ha descripto que las mismas desarrollan una actividad bactericida frente a bacterias
G(+) patogenicas (Listeria monocytogenes y S. aureus) 0 no patogénicas (Bacillus y

Lactobacillus), estas no afectan la FNB, sugiriendo que pueden haber desarrollado resistencia a
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los diferentes mecanismos bactericidas presentes constitutivamente en la piel, ojos y membranas
mucosas, pudiendo colonizar estas areas [Lu 2006]. Recientemente Bosco-Drayon y col. [2012]
describieron la importancia de PGRP-LE y PGRP-LB en el balance entre tolerancia a la flora
normal y la respuesta a una infeccion bacteriana, sin embargo, las razones y fundamentos para
estas acciones se desconocen.

Se observo también, que las PGRPs de mamiferos se unen tanto a PGN o a bacterias con
afinidad nanomolar y que inhiben el crecimiento de bacterias G(+). Ademas estas PGRPs tienen
una funcién anéloga a las PGRPs presentes en insectos. Por otra parte, las PGRPs no tienen
ninguna similitud estructural ni secuencias homoélogas con TLR2, otro receptor de
reconocimiento de PGN. La especificidad en la unién con PGN de las PGRPs es similar a la
especificidad de lisozima. En definitiva, el reconocimiento por componentes del sistema
inmunolégico (como PGRP vy lisozima) de las paredes celulares bacterianas, facilitarian la
eliminacion de las mismas por medio de la Rl innata.

Por otro lado, no esta claro cuéles son los niveles de concentracion necesarios para que las
PGRPs ejerzan su actividad, ya que muchas de sus funciones han sido reportadas a partir de
ensayos en los cuales se emplearon desde 45 hasta unos 200 pg/ml de proteina [Liu 2000; Lu
2006], generando la duda de si esos valores son fisioldgicos. Estas concentraciones podrian ser
encontradas dentro de los PMN, por los que serian representativas de lo que sucede en su interior
cuando actdan como fagocitos, pero no se han comunicado esas concentraciones en fluidos. Por
otra parte, las actividades bactericidas y bacteriostaticas de las PGRPs descritas por Wang [2007]
fueron hechas incubando a las bacterias en buffer TRIS, que no es adecuado para la
supervivencia de las mismas.

Para poder independizarnos de estas cuestiones decidimos llevar a cabo ensayos en otros
medios como el RPMI o el LB y disminuir la concentracién de las PGRPs, a valores proximos a
los 10 pg/ml. La decision de emplear 10 pg/ml de PGRP esta basada en el hecho de que esta
concentracion era el nivel maximo de PGRP-S detectado en suero, de manera de simular un
entorno mas cercano a lo fisioldgico. En estas condiciones, los resultados obtenidos arrojaron que
las PGRPs no eran ni bacteriostaticas ni bactericidas para S. aureus (Fig. 28A). Lu [2006] reportd
que si era bactericida para esta especie bacteriana pero empleando concentraciones mayores de
proteina recombinante glicosilada que, como mencionamos anteriormente, estas concentraciones

podrian estar presentes dentro de los granulos en PMN vy serian importantes en la eliminacion de
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bacteria fagocitada. Como la ausencia de efectos bactericidas o bacteriostaticos no descartan la
posibilidad de que las PGRPs generen algun tipo de dafio en la pared celular bacteriana [Lu
2006], analizamos por medio de CF la incorporacion por parte de S. aureus de Sytox-Green, un
marcador fluorescente que ingresa a las células cuando sus membranas estdn dafadas.
Observamos que PGRP-S y PGRP-IaC generaban un dafio significativo sobre las paredes
celulares (Fig. 28B-C), mientras que PGRP-IBN no gener6 un aumento significativo del dafio. El
empleo de sueros por si mismo genera dafio en la membrana, por lo que los efectos de las PGRPs
fueron més notorios al realizar los ensayos en ausencia del mismo (Fig. 28D-E).

Estos resultados demuestran que, en contraste con péptidos antibacterianos, [Wenzel 2014]
las PGRPs no glicosiladas no matan a la bacteria permeabilizando su membrana citoplasmatica o
lisando su pared celular, aunque tanto PGRP-S como PGRP-laC dafian dicha pared. Las
concentraciones fisiolégicas de Ca** y Zn®*" en el medio de cultivo eran suficientes para la
completa actividad de las PGRPs.

Se ha descripto que una infeccion bacteriana induce la expresion de PGRP-S, la cual es
distribuida luego en mudltiples sitios como la hemolinfa, intestino y la epidermis. Esto es
compatible con su rol de moléculas de reconocimiento de PAMPs, sefialando la presencia de
bacterias 0 como los receptores que median la respuesta a bacterias por células fagociticamente
activas [Werner 2000].

Independientemente de su probable actividad bactericida o bacteriostatica, el hecho que no
sean bacterioliticas [Liu 2000; Lu 2006] lleva a plantear el interrogante sobre que sucede con las
bacterias una vez que fueron reconocidas por las PGRPs, y la posible existencia de otras
moléculas que reconozcan a estas proteinas para completar la eliminacion de las bacterias no
puede ser descartada. Los monocitos son miembros del sistema fagocitico mononuclear, el cual
es importante para la defensa contra organismos patdgenos y, ademas, ejerce funciones de
regulacion en el Sl caracterizada por una amplia produccién de CKs. Algunos autores han
sugerido que las PGRPs podrian actuar como un inhibidor de la fagocitosis [Liu 2000] o que no
incrementaba la captacion de bacterias por los PMN [Dziarski 2003] aunque, por otro lado, se ha
reportado que algunas isoformas de PGRPs de Drosophila (PGRP-SC1, PGRP-SA y PGRP-LC)
desencadenan la fagocitosis por mecanismos no identificados [Ramet 2002; Garver 2006]. Es
por ello que realizamos ensayos para determinar el efecto de las PGRPs sobre la actividad

fagocitica de los monocitos/macrofagos, trabajando en todo momento con concentraciones de
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PGRPs cercanas a los 10 pg/ml de proteina. De esta manera comprobamos que los monocitos en
presencia de todas las PGRPs analizadas aumentan su actividad fagocitica de bacterias S. aureus-
FITC muertas (para descartar el ingreso de bacteria debido a procesos infectivos) (Fig. 29A-B) o
de sus PGNs purificados (Tabla 2). Este efecto es mucho mas evidente cuando el ensayo se
realiza en ausencia de SFB o suero humano, ya que la presencia del mismo de por si aumenta la
fagocitosis con respecto a los controles sin suero y, por ende, el agregado de PGRP solo modifica
levemente esa funcion. En definitiva, si bien las PGRPs aumentan la capacidad fagocitica de los
monocitos, en un entorno fisiolégico seria uno més de los mecanismos implicados en la
destruccion de las bacterias.

Liu [2000] analizé el efecto de PGRPs sobre la fagocitosis y sobre el estallido oxidativo
inducido en leucocitos por la presencia de bacterias, debido a que PGRP podria estar presente en
el suero en concentraciones bajas y/o podria ser liberado de PMNs en los sitios inflamatorios. A
causa de su afinidad nanomolar de unién a PGN y bacterias, PGRP liberado de PMNSs aun en
concentraciones bajas podria modular las respuestas del hospedador a los PGN y bacterias de
manera analoga a los componentes del complemento que actian como opsoninas o0 proteinas que
unen LPS.

Si bien S. aureus es un patdgeno extracelular, se han descrito mecanismos de resistencia del
mismo basados en su capacidad de permanecer intracelularmente en las células fagociticas, hecho
que es aprovechado en la evaluacion de diferentes drogas antibacterianas [Paillard 2002;
Nguyen 2006]. Es por ello que, con el fin de determinar si las PGRPs ejercian alguna influencia
en la capacidad de S. aureus de ingresar y permanecer vivos en el interior de los monocitos, se
realizaron ensayos de infeccion de dichas células con S. aureus en presencia 0 ausencia de las
PGRPs. Se observo que los monocitos/macréfagos eran capaces de matar 10 veces mas bacterias
que las células que incorporaban S. aureus en ausencia de PGRP-S (Fig. 29C). En este sentido
Kashyap [2014] recientemente demostré que las PGRPs humanas aumentan su capacidad de
matar bacterias al actuar conjuntamente con distintos mecanismos, induccion de especies
reactivas de oxigeno, deplecion de tioles y aumentos de la concentracion intracelular de metales.

Teniendo en cuenta que los tiempos de analisis empleados para los ensayos de fagocitosis son
los mismos que el primer tiempo de analisis de los ensayos de infeccion, podemos suponer que
algin mecanismo de ingreso a las células alternativo a la fagocitosis puede estar actuando en

presencia de PGRP-S. Para verificar si la bacteria infectiva al igual que la muerta estaba siendo
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fagocitada, estudiamos la presencia de estas en los fagolisosomas de los monocitos al pre-
tratarlas con PGRP-FITC y analizando su co-localizacién con Lyso Tracker Red (Fig. 29D). Sin
embargo, esto no descarta que las PGRPs actlen sinérgicamente con enzimas bacterioliticas
(como las lisozima) y péptidos antimicrobianos (como las defensinas) [Cho 2005; Lu 2006].

En otro orden, no hallamos diferencias significativas cuando los ensayos de
infeccion/fagocitosis se realizaron en presencia o0 ausencia de SFB (el cual se emplea
descomplementado), pero al agregar SHN fresco se observo una completa eliminacion de S.
aureus del interior de las células a las 72 h post infeccion, hecho que no sucedia en los controles
respectivos o cuando se empleaba el SHN descomplementado (Fig. 30). Todavia queda por
establecer si este hecho se debe a una mayor eliminacion de S. aureus en el interior de las células,
si ingresan menos a las mismas o si son destruidos en el espacio extracelular, pero lo que si
indicarian estos resultados es una clara asociacion entre la presencia del complemento y las
PGRPs en la eliminacion de las bacterias en estudio.

Previamente fue comunicado que la PGRP-S forma un potente complejo citotéxico con HSP
70 (heat shock protein 70) que induce muerte por apoptosis en varias lineas de tumorales [Guan
2005b; Dukhanina 2009; 2010; Yashin 2011]. Observamos que las PGRPs son capaces de
proteger del dafio a membrana generado por PGN en monocitos/macrofagos, aumentando
simultdneamente su actividad metabodlica (Fig. 31). De la misma manera, las PGRPs protegen
dichas ceélulas de los procesos apoptéticos desencadenados por PGN o una infeccion bacteriana, y
ellas, por si mismas son capaces de disminuir también la apoptosis de las células en cultivos sin
PGN, por lo que podriamos estar en presencia de una proteina anti-apoptotica (Fig. 32). El
incremento de NF-kB inducido por las PGRPs es otro indicardor en este mismo sentido
[Wullaert 2007].

Los monocitos/macr6fagos juegan un papel crucial en la Rl innata contra organismos
infecciosos. Estos expresan una serie de TLRs que son criticos en el reconocimiento de PAMPs y
en la posterior activacion celular e incremento en la produccion de CKs pro-inflamatorias, como
IL-6 y TNF-a. Se ha descripto que las PGRPs de ratdn inhiben la induccion de 1L-6 y TNF-a por
parte de PGNs en macrofagos y también la activacion de macréfagos y neutrofilos, efectos que se
suprimen en presencia de suero [Liu 2000]. Es por ello que determinamos el efecto que ejercen
las PGRPs sobre la proliferacion, activacion y secrecion de CKs en dichas células. Encontramos

que las PGRPs reducen la inhibicion en la proliferacion de macréfagos/monocitos producido por
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PGN, sin embargo, también observamos que las PGRPs sin PGN reduce la proliferacion célular
en concentraciones ~10 pg/ml (Fig. 33), tal vez como un mecanismo para el control de
homeostasis. Este efecto proliferativo esta asociado con la activacion celular en presencia de las
PGRPs, la cual se visualiza en un aumento en la expresion de los marcadores CD80, CD86 y
CD11 sobre la membrana de las células (Fig. 34A, C y D). Esta evidencia apoya la hipétesis de
un papel proinflamatorio de las PGRPs. La reaccion inflamatoria es incrementada en presencia
del complejo PGPR-PGN en comparacion al PGN solo, ya que se observa un aumento en la
expresion de CD80 y CD86 en las membranas de dichas células (Fig. 34B y D). El aumento de
moléculas CD11 podrian facilitar el reconocimiento de complemento. Por otra parte, el
incremento de CD80 y CD86 mejoraria las sefiales coestimulatorias para la presentacion de Ags.
Estos resultados concuerdan con los analisis de CKs en los SN de cultivos de
monocitos/macrofagos tratados con PGNs en presencia y ausencia de PGRPs. Detectamos un
aumento en la produccion de 1L-8, IL-12 y TNF-a generados por los tratamientos con PGNSs. Este
efecto se potencio significativamente en presencia del complejo PGRP-PGN (Fig. 35A-C), que
en su conjunto favorece la migracion y reclutamiento de los neutrdfilos circulantes
desencadenando la respuesta inflamatoria. Se ha reportado que el PGN presente en las paredes
celulares de algunas bacterias previenen el sindrome de shock toxico debido al aumento en los
niveles de IL-10 el cual es un potente inhibidor de la respuesta proinflamatoria [Chau 2009].
Cuando incubamos macréfagos/monocitos con las distintas PGRPs estas generan una
disminucion en niveles de IL-10 inducido por PGN (Fig. 35D) reforzando de esta manera, el
montaje de la respuesta inflamatoria. Ademas, se pudo observar que las PGRPs por si mismas
pueden aumentar los niveles de dicha CK. Esto representaria un mecanismo de control
homeostatico de la respuesta inflamatoria una vez eliminado el patégeno. No observamos
cambios significativos en los niveles de secrecion de IL-1p e IL-6 inducidos por PGRP-Ia y
PGRP-IB en estas células, respecto a los controles, sin embargo, si se detectaron diferencias
significativas cuando las células fueron tratadas con PGRP-S (Fig. 36). Esta accion diferencial en
las PGRPs podria deberse a que PGRP-S es una proteina presente en suero a diferencia de PGRP-
Ia y PGRP-IB que se expresan en tejidos expuestos al medio. Por otro lado, tanto PGRP-Ia como
PGRP-IB nativas contienen 2 sitios de union a PGN mientras que nuestros ensayos se llevaron a
cabo utilizando los dominios PGRP-IaC y PGRP-IBN, los cuales solo poseen un sitio de union.

Es importante notar que en todos los ensayos realizados, usamos 10-20 pug/ml de PGN porque fue
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descrito que PGN soluble activa células en 0.1-1 pg/ml, pero el PGN insoluble lo hace en un
rango de 10-100 pg/ml [Dziarsky 2005].

En vertebrados se observa que PGN une directamente a CD14 [Gupta 1996; Weidemann
1997; Dziarsky 2000]. La activacion de macréfagos a través de CD14 [Weidemann 1997;
Gupta 1996] y TLR2 [Yoshimura 1999], induce la produccidon de las CKs IL-1, TNF-a, IL-8,
IL-12, etc. [Wang 2000a; 2000b], resultando en un feedback que retroalimenta positivamente la
respuesta proinflamatoria. En base a ello, analizamos si las PGRPs afectaban la expresion de
CD14 en las membranas de los monocitos/macréfagos. Observamos que estas proteinas
aumentan la expresion de dicho marcador, lo que concuerda nuevamente con nuestros resultados
previos (Fig. 37).

Basandonos en lo descrito podemos concluir que PGRP-S humana seria un dimero natural que
es expresado en PMN como una proteina de 45 kDa, la cual es secretada al medio cuando el
PMN degranula, y que su presencia puede ser detectada en suero y saliva. Es sabido que PGRP-
la y PGRP-IB se expresan naturalmente como homo u heterodimeros los cuales pueden ser
encontrados en saliva pero no en suero. Por otro lado, hipotetizamos que la PGRP-S soluble en
suero podria unirse a las bacterias por via de sus PGNs facilitando de esta manera, su captura y
muerte por parte de los macréfagos. La Figura 38 muestra un esquema que resume de manera
conjunta, los efectos inducidos por los PGNs sobre monocitos/macrofagos y el rol de las PGRPs
que deriva a la respuesta innata a un aumento de la inflamacion. De esta manera, los complejos
PGRP-PGNSs podrian interactuar con un receptor desconocido blogueando los efectos inhibitorios
de los PGNs sobre la proliferacion de los monocitos. Ademas los complejos PGRP-PGNs
incrementan la expresion de marcadores de activacion CD80/86, asi como también del receptor
CD14 mejorando la RI contra patdgenos. Estos complejos también incrementan la secrecion de
las CKs proinflamatorias IL-8, IL-12, TNFa y decrecen los niveles de la CK antinflamatoria IL-
10. Esta reaccion inflamatoria atraera PMNSs al sitio de la infeccion aumentando la concentracion
local de PGRP-S favoreciendo la captura y eliminacion de la bacteria. ElI complejo PGRP-PGNs
podria rescatar a las células de la apoptosis inducida por PGNs e incrementar la sobrevida de
células inmunes.

El hecho de que se produzca un aumento de la proliferacion celular, en la expresion de
marcadores de activacion y en la produccion de CKs proinflamatorias concuerda con el modelo

de eliminacién bacteriana por vias inflamatorias.

83



Universidad de Buenos Aires

A ‘ Respuesta Inflamatoria T‘ B

|  PGN

\lLa IL-12, TNFa 1 IL-10 7 |

CD14
CD80/86
Proliferacién 1

PGRP-S 1

_Iv

PGN + PGRPs

EF

Apopt05|51

ey

cD14

-

‘ Respuesta Inflamatoria 77

b

\ IL-8, IL-12, TNFo 11 IL-10 |

CD80/86

Proliferacién 1

Figura 38.-Representacion del rol del PGN en la RI innata (A), y la accion del complejo

PGRP-PGN sobre la misma (B).

84



Universidad de Buenos Aires

85

Conclusiones



Universidad de Buenos Aires

En este trabajo de tesis se realizé la caracterizacion bioquimica y funcional de las PGRPs

alcanzando los siguientes objetivos parciales:

1. Expresamos, replegamos in vitro y purificamos con un alto grado de pureza PGRP-S y los
dominios PGRP-la.C y PGRP-IBN. EIl rendimiento de las proteinas correctamente plegadas y
purificadas fue suficiente para la realizacion de los ensayos planificados en el presente trabajo.
Obtuvimos también, antisueros policlonales especificos para cada una de las PGRPs, los cuales

no demostraron reactividad cruzada con lisozima ni con otras PGRPs.

2. Observamos que las PGRPs recombinantes dimerizaban por la formacion de puentes
disulfuro, fenémeno que también ocurre con las PGRPs nativas. Demostramos que estos dimeros

son funcionalmente activos ya que son capaces de unir bacterias y PGNSs.

3. Detectamos la presencia de una proteina del PM descrito para el dimero de PGRP-S (45
kDa) en saliva, suero, monocitos y PMNSs, con capacidad de unir PGN y que es reconocida por
Acs especificos. PGRP-la. y PGRP-IB no fueron detectadas en ninguna de estas muestras
estudiadas. Por otra parte observamos la presencia de PGRP-la. en células epiteliales alveolares
de la linea A549.

4. Comprobamos la existencia de dimeros de PGRP-S en PMN humanos y, mediante
ensayos de induccion de la degranulacion, observamos que estos se secretaban. Como en el suero,
los dimeros de PGRP-S estarian formados por la oxidacion de Cys libres en la superficie del

monomero ya que es sensible a la reduccion con DTT.

5. Detectamos, mediante el analisis por CF, que todas las PGRPs se unen a las membranas
de los PBMCs, incremento que obedece principalmente a la poblacion de monocitos, como se

confirmara posteriormente con la linea celular THP-1.

6. Comprobamos que los monocitos endocitan PGRPs a 37 °C. Estos datos se confirmaron

por CF y microscopia de fluorescencia.
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7. Verificamos, empleando un inhibidor de PI3K, que la macropinocitosis no jugaria un rol

preponderante en la endocitosis de las PGRPs.

8.  Observamos que las PGRPs incrementan los niveles de expresion de NF-kB con respecto
a los controles asi como también lo hacen los complejos PGRP-PGN respecto a los controles de
células tratadas con PGN, lo que indicarian que las PGRPs podrian actuar como un “puente”

entre el reconocimiento de PGN vy la sefializacion intracelular.

9. Comprobamos que ninguna de las PGRPs estudiadas tienen efecto bactericida ni
bacteriostatico en las concentraciones ensayadas sobre S. aureus, pero que PGRP-Sy PGRP-1aC

generan dafio sobre la membrana/pared celular.

10. Corroboramos que los monocitos son capaces de aumentar la fagocitosis de S. aureus y
sus PGNs purificados en presencia de todas las PGRPs estudiadas, y observamos un aumento en

la capacidad de los monocitos de eliminar bacterias en presencia de PGRP-S.

11. Determinamos que la presencia de SHN fresco produce una completa eliminacion de S.
aureus en presencia de PGRPs, efecto que desaparece al descomplementarlo. Esto indicaria una
clara asociacion entre PGRPs y los componentes del complemento en algin mecanismo efector

bactericida.

12. Comprobamos el desarrollo de un perfil proinflamatorio en monocitos/macrofagos al
inducirse en ellos un aumento de la proliferacion, en la expresion de marcadores de activacion y
secrecion de citoquinas cuando se incuban con PGRPs en presencia o ausencia de PGN. Por otro
lado demostramos que las PGRPs disminuyen el dafio en las membranas e incrementan

sobrevida de estas células inmunes ya que inhiben los procesos apoptaticos.

Estos estudios basicos contribuyen al conocimiento y a la caracterizacion
funcional de las PGRPs humanas y su interaccion con bacterias y sus
respectivos PGNs. Esto con el fin de contribuir a una mayor comprension de la
RI innata y al futuro desarrollo de agentes terapéuticos especificos para el

tratamiento de numerosas patologias causadas por bacterias.
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La RI innata es la primera barrera de defensa de un organismo. Entre los mecanismos
implicados en esta respuesta se destaca el reconocimiento de productos conservados de los
microorganismos (LPS, las secuencias de ADN -CpG, PGN, etc.) denominados genéricamente
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs). Los PGNs interactian con factores
humorales (lisozima, CD14 soluble) y celulas (macrofagos y linfocitos) del hospedador
induciendo la produccion de citoquinas responsables de las manifestaciones clinicas en
infecciones (fiebre, inflamacién, etc.). Las PGRPs son proteinas de reconocimiento de PAMPs
que unen (como el CD14 o el TLR) y en ciertos casos hidrolizan (como la lisozima) los PGNs
presentes en la pared bacteriana. Es por ello que estas moléculas serian muy importantes a la hora
de montar una defensa contra las infecciones bacterianas y, se encuentran altamente conservadas
desde los insectos hasta los mamiferos. Estas se agrupan en tres clases: PGRP-S (short) (19-20
kDa), PGRP-I (intermédiate), (40-45 kDa) y PGRP-L (long), (30-90 kDa). En los seres humanos
se expresan 4 PGRPs distintas denominadas PGRP-S, PGRP-L, PGRP-la. y PGRP-If también
nombradas como PGLYRP-1, PGLYRP-2, PGLYRP-3 y PGLYRP-4, respectivamente.
Actualmente, las funciones de PGRPs en mamiferos son mucho menos entendidas que la de los
insectos y hay poca certeza sobre que células expresan PGRPs. PGRP-S ha sido implicada en la
destruccion intracelular de bacterias por PMNSs, pero no se la detect6 en LB, LT, ni en monocitos.
Se detecto la presencia de PGRP-la y de PGRP-I en células epiteliales y PGRP-L, la Gnica con
funcién enzimatica, en el higado o los LT. Menos se sabe aln acerca de los mecanismos que
emplean para comunicar la presencia de bacterias.

Con el objetivo de estudiar el rol de estas proteinas en la RI innata, expresamos, replegamos in
vitro y purificamos con un alto grado de pureza diferentes PGRP humanas en forma
recombinante (PGRP-S, PGRP-IaC y PGRP-IBN) obteniendo rendimientos de proteina
correctamente plegada y purificada de aproximadamente 1-2 mg/L cultivo. Con ellas obtuvimos
antisueros policlonales especificos para cada una de las PGRPs, los cuales no demostraron
reactividad cruzada con lisozima ni con otras PGRPs, que fueron utilizados como herramientas
bioldgicas para la deteccién de las mismas. Observamos que las PGRPs recombinantes
dimerizaban por la formacion de puentes disulfuro intermoleculares y demostramos que estos
dimeros son funcionalmente activos, ya que son capaces de unir bacterias y PGNSs.

Determinamos la presencia en saliva y en suero de PGRP-S sin embargo ni PGRP-la ni

PGRP-IB fueron detectadas en ninguna de las muestras estudiadas. Por otro lado, comprobamos
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la existencia de dimeros de PGRP-S en PMN humanos y observamos que se secretaban.
Comprobamos que los dimeros se generan por la formacién de puentes disulfuro intermoleculares
sin perder su funcionalidad. Como se observara en el suero, los dimeros de PGRP-S estarian
formados por la oxidacion de Cys libres en la superficie del mondmero ya que es sensible a la
reduccion con DTT. También detectamos PGRP-S en monocitos y PMN mientras que PGRP-Ia
fue detectada en células epiteliales alveolares.

Las PGRPs de mamiferos estan descritas como proteinas solubles que actuarian como un
puente entre el reconocimiento de PGN y la induccion de sefiales intracelulares, por lo que
tendrian al menos dos sitios de interaccion, uno para interactuar con el PGN y otro para hacerlo
con proteinas efectoras del hospedador. Observamos que todas las PGRPs producidas no solo se
unen a la superficie de los monocitos/macrofagos, sino que también, son endocitadas por estas
células. No detectamos cambios al repetir los ensayos de endocitosis en presencia de
Wortmanina en los cultivos, lo que sugiere que la macropinocitosis no jugaria un rol
preponderante en la internalizacion de estas proteinas. Por otro lado, comprobamos que las
PGRPs incrementan los niveles de expresion de NF-xB con respecto a los controles asi como
también lo hacen los complejos PGRP-PGN respecto a los controles de células tratadas con PGN,
lo que sugeriria la existencia de un receptor celular que al interactuar con las PGRPs comunicaria
la presencia de bacterias o fragmentos de PGN bacterianos. Sin embargo todos los intentos de co-
precipitar este posible receptor no fueron exitosos.

En principio se observo que PGRP-S de origen murino y humano poseia accion bacteriostatica
mientras que la de origen bovino era bactericida, pero posteriormente, se demostrd que si estaban
glicosiladas podian actuar como bactericidas sobre ciertas especies bacterianas. Si bien
observamos que las PGRPs aumentaban el dafio en las membranas de las bacterias, no
detectamos efectos bactericidas ni bacteriostaticos, sin embargo, la interaccion de las PGRPs con
la superficie de los monocitos/macréfagos genera en estos un aumento de la capacidad fagocitica,
tanto para S. aureus como para sus PGNs, y determinan también, el desarrollo de un perfil
proinflamatorio en monocitos/macréfagos al inducirse en ellos un aumento de la proliferacion, en
la expresion de marcadores de activacion CD14, CD80, CD86 y CD11, y en la secrecion de las
citoquinas TNF-a, IL-8, IL-12, IL-1B e IL-6 cuando se incuban con PGRPs en presencia o
ausencia de PGNs. Ademas, observamos que las PGRPs disminuyen la accién de los PGNs en los
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procesos de apoptosis temprana y en el dafio que estos causan sobre las membranas de estas
células, al tiempo que aumentan su actividad metabolica.

Basandonos en lo descrito podemos concluir que PGRP-S humana seria un dimero natural que
es expresado en PMN como una proteina de 45 kDa, la cual es secretada al medio cuando el
PMN degranula, y que su presencia puede ser detectada en suero. Por otro lado, los resultados
obtenidos sugieren que las PGRPs serian reconocidas por moléculas presentes en la superficie
celular de los monocitos favoreciendo la fagocitosis de bacterias como el S. aureus, y el dafio en
las membranas de las mismas. Por ultimo, las PGRPs aumentarian la activacion asi como
también la proliferacion celular y la secrecion de CKs proinflamatorias aumentando de esta
manera, la respuesta inflamatoria, y por otra parte, estas tendrian un efecto protector sobre los

monocitos/macréfagos, blogueando la accion de los PGNs sobre los mismos.
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