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Abreviaturas y acronimos

3x Tres veces

Ac Anticuerpo

Ad Adenovirus humano

AF488 Alexa Fluor 488

Ag Antigeno

APC Células presentadoras de antigeno

APColi Adenopoliposis coli

ASB Albumina sérica bovina

CT Carboxilo terminal

DC Células dendriticas

Dig1 Disc Large 1

DMEM Del inglés, Dulbecco's modification of Eagle's medium
GMSCF Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
GuK Guanilato cinasa

HPV Virus del papiloma humano

HTLV-1 Virus linfotropico humano de células T tipo 1
IF Inmunofluorescencia

iDC Células dendriticas inmaduras.

IL 1B Interleucina 13

IL-4 Interleucina 4

LAP LRR'y dominio PDZ

LAPSD Dominio especifico LAP
LIM Acrénimo de: Lin11, Isl-1 y Mec-3

linB Linfocitos B



linT
Lin27
LRR

mDC
MAGI-1
MAGUKs
MeOH
MOS
NK

NT
PBMCs
PBS
PDz
PDZbm
PFA
PGE;
PH
Phe
PRR’s
PSD
Rpm
RPMI
Scrib
Ser
SFB
SH3

Linfocitos T
Dominio de union Lin2 y Lin7
Repeticiones ricas en leucina

Células dendriticas maduras

Guanilato cinasa asociada a la membrana con arreglo invertido

Guanilato cinasas asociadas a membrana
Metanol

Macrofagos

Del inglés Natural killers

Amino terminal

Células mononucleares de sangre periférica

Solucién salina amortiguada por fosfatos

Acrénimo de: Postsynaptic density PSD-95, Disc-large y ZO-1
Motivo de unién a dominios PDZ

Paraformaldehido

Prostaglandina E»

Dominios de homologia a plextrina

Fenilalanina

Receptores de reconocimiento de patrones

Densidad postsinaptica

Revoluciones por minuto

Del ingles Roswell Park Memorial Institute
Scribble
Serina

Suero Fetal bovino

Dominio de homologia con Src 3
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SI

Snx3
TA
Thr
TNF-a
UA
UE

Sinapsis inmunolégica
Sorting nexin 3
Temperatura ambiente
Treonina

Factor de necrosis tumoral a
Uniones adherentes

Uniones estrechas
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Resumen

Los dominios PDZ son modulos de interaccion de proteinas que reconocen
principalmente motivos cortos de aminoacidos en el extremo C-terminal de las
proteinas blanco (PDZbm). Las proteinas con dominios PDZ regulan multiples
procesos bioldgicos tales como el establecimiento y mantenimiento de la polaridad
celular, sefializaciéon intracelular, coordinacion del trafico de proteinas, migraciéon
celular dirigida, entre otros. Muchos patdégenos, principalmente virales, producen
proteinas con PDZbm y varios de ellos usurpan interacciones PDZ-dependientes
del hospedero, induciendo alteraciones que favorecen su permanencia. Dada la
importancia de las células presentadoras de antigeno (APC) en el inicio de la
respuesta inmune antiviral, es probable que la funciéon de proteinas con dominios
PDZ sea blanco de un mecanismo de modulacion por PDZbm virales.
Observamos la expresion de las proteinas DIg-1, Scrib y MAGI-I en monocitos,
células dendriticas (DC) y macréfagos (MOS). Identificamos cambios en la
localizacion subcelular de estas proteinas dependiendo del tipo celular. En
monocitos se localizan principalmente en citosol, mientras que en DC y MOS se
localizan ademas en nucleo. También observamos cambios en los niveles de
expresion dependiendo del estado de maduracion de las células. Dig-1 y Scrib se
expresan mas en DC maduras (mDC) y MAGI-1 se expresa mas en DC inmaduras
(iDC). Estos resultados sugieren un posible mecanismo de evasion de la

respuesta inmune contra influenza en APC.



1 Introduccién

1.1 Generalidades

Las interacciones proteina-proteina son elementos clave en la construccién de
complejos proteicos funcionales y estan mediadas por dominios estructurales
especificos. Estos dominios de interaccién de proteinas pueden funcionar como
andamiajes para complejos proteicos, dirigir proteinas a localizaciones
subcelulares especificas, contribuir al reconocimiento de modificaciones post-
traduccionales, especificidad de sustrato, entre otros (1). Se han identificado
varios de estos dominios, por ejemplo: los SH3 (dominio de homologia con Src 3)
median interacciones intracelulares a través del reconocimiento de motivos con
secuencias ricas en prolina; los SH2 (dominio de homologia con Src 2) median
localizacion celular, reclutamiento de sustrato y regulacion de la actividad cinasa a
través del reconocimiento de tirosina fosforilada; los PH (dominios de homologia a
plextrina) unen con alta afinidad y especificidad fosfoinositidos que tienen un par
de fosfatos adyacentes en su grupo de inositol y con menor especificidad
aminoacidos (2,3). Los dominios de interaccion mas comunmente encontrados en
las proteinas humanas son los PDZ, identificados originalmente en las proteinas
PSD-95, Disc-large y ZO-1, de ahi su abreviatura (4). Estos dominios se han
encontrado en proteinas de bacterias, plantas, levaduras, insectos y mamiferos
(2,5) y son altamente conservados filogenéticamente tanto en estructura como en
funcion (4). Las proteinas con dominios PDZ pueden ser clasificadas en tres
familias principales dependiendo de su organizacién modular. La primera familia
incluye proteinas constituidas unicamente por dominios PDZ, las MAGUKs
(Guanilato cinasas asociadas a membrana) constituyen la segunda familia y
contienen dominios PDZ, un dominio SH3 y un dominio GuK (Guanilato cinasa)
entre otros, y la tercera familia comprende proteinas que tienen dominios PDZ y
otros dominios como los LIM (Del inglés: Lin11, Isl-1 y Mec-3), L27 (Dominio de
unién Lin2 y Lin7), PH, WW, LRR (Repeticiones ricas en leucina), etc. Se han

identificado mas de 400 proteinas con dominios PDZ en humanos (2).



1.2 Estructura

Los dominios PDZ son secuencias de 80-90 residuos de aminoacidos que se
organizan estructuralmente en seis hojas 3 antiparalelas (BA a BF), una a-hélice
corta (aA) y una a-hélice larga (aB) (Figura 1A) (6). Entre la hoja BB y la hélice aB
se forma un bolsillo hidrofébico, mediante el cual se da la interaccibn con sus
proteinas blanco de forma especifica (2,4). En esta interaccion participa de
manera relevante una secuencia altamente conservada localizada previo a la hoja
BB: R/K-XXX-G-¢-G-¢ (donde X es cualquier aminoacido y ¢ un aminoacido
hidrofébico) (4,6). La primer glicina de esta secuencia puede variar y ser
reemplazada por serina (Ser), treonina (Thr) o fenilalanina (Phe) (6). Estos
bolsillos hidrofébicos reconocen principalmente, motivos cortos de aminoacidos en
el carboxilo terminal (CT) de sus proteinas blanco, denominados motivos de union
a dominios PDZ (PDZbm). Los PDZbm se clasifican en al menos tres tipos con
base en su secuencia, los tipo |: X(S/T)XV o X(S/T)XL, los tipo II: X$X¢ y los tipo
lll: X-D-X-V (donde X representa cualquier aminoacido y ¢ representa un
aminoacido hidrofébico) (Figura 1B). El aminoacido que se encuentra en el CT
ocupa la posicion 0 del PDZbm y hacia el amino terminal (NT) se tienen los
aminoacidos -1,-2,-3, etc. (4). La especificidad del PDZbm esta determinada
principalmente por los aminoacidos en la posicion 0 y -2 (7). Adicionalmente
existen otras formas de interaccion de los dominios PDZ como: el reconocimiento
de motivos de péptidos internos (solo si estos se presentan en estructura “B-
finger”; 8), dimerizacion PDZ-PDZ, y reconocimiento de lipidos (Figura 2; 2,9).



Secuencia conservada
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Figura 1. A. Estructura del dominio PDZ y su interaccion con el PDZbm. En anaranjado se sefiala
la secuencia conservada del bolsillo hidrofébico y en amarillo se sefala el PDZbm con sus
aminoacidos en las posiciones -3,-2,-1 y 0. B. Tipos de PDZbm.
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Figura 2. Formas de interaccion del dominio PDZ.



1.3 Funcion

Las proteinas con dominios PDZ organizan complejos supramoleculares en
localizaciones subcelulares especificas y estan involucradas en la regulacion de
multiples procesos bioldgicos, como el establecimiento y mantenimiento de la
polaridad celular, sefalizacion intracelular, coordinacion del trafico de proteinas,

migracion celular dirigidas, entre otros (4,7,9).

Entre las proteinas con dominios PDZ encontradas en varios tipos celulares estan
Dig (Disc large), Scrib (Scribble) y MAGI-1 (Guanilato cinasa asociada a la
membrana con arreglo invertido). DIg y Scrib fueron identificadas originalmente
como supresores de tumores neoplasicos en Drosophila melanogaster, en donde
participan en una via genética comun para regular la polaridad celular apicobasal,
control de proliferacion celular, supervivencia y diferenciacion (10,11). DIg y Scrib
se localizan en las uniones intercelulares, su funcion es altamente dependiente de
su adecuada localizacion, y son altamente conservados filogenéticamente (Figura
3; 10,12,13).

Drosophila Vertebrado

apical Regu?n Unidn
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Figura 3. Complejos de proteinas con dominios PDZ en la unién de
células epiteliales de Drosophila o mamiferos.



Dlg pertenece a la familia de las MAGUKSs, un grupo altamente conservado de
proteinas que se localizan en las regiones de contacto célula-célula, uniones
intercelulares en células epiteliales y uniones sinapticas en neuronas (14-16).

El ortélogo de DIg en humanos se denomina hDIg1 o Dig1, esta conformado por
un dominio L27, tres dominios PDZ, un dominio SH3, un dominio HOOK, y un
dominio GuK, (Figura 4; 12). En mamiferos los ortdlogos de Dlg (DIg1-DIg5) se
identificaron por primera vez en tejidos neuronales, posteriormente se observo que
se expresa en una variedad de tejidos no neuronales, incluyendo las células
epiteliales y linfocitos (lin) T y linB (13,17). DIg1 participa en el trafico vesicular en
las vias endocitica o exocitica, dependiendo del contenido vesicular y del tipo de
célula (18). En la via exocitica participa en la clasificacion, transporte, unién y
fusién de vesiculas, y en la endocitica en la internalizacion (18). DIg1 también
regula negativamente la proliferacion celular, a través de la interaccion de su 2do
dominio PDZ con el PDZbm de la proteina supresora de tumores adenopoliposis
coli (APColi; Figura 5; 19).

SH3 HOOK GuK

Dig -O—.-.—.—b-l-=
MAGI-1 —.—W
scrio ([T~ —0——@—@———

LRR LAPS2

Figura 4. Estructura de las proteinas DIig1, MAGI-1 y Scrib.



MAGI-1 también pertenece a la familia de las MAGUKSs. Esta conformada por un
dominio Guk, dos dominios WW y seis dominios PDZ (Figura 4; 20). Esta proteina
fue el primer miembro identificado de la subfamilia MAGI (MAGI-1, MAGI-2 y
MAGI-3) y se localiza principalmente en membrana y citosol, aunque también se
puede encontrar en nucleo (21). En células epiteliales, MAGI-1 estabiliza las
uniones adherentes (UA), en complejo con 3-catenina y E-cadherina (21). MAGI-1
ha sido identificada como una molécula proapoptética y supresora de tumores, y la
disminucién en su expresion conduce a la proliferacion celular al inhibir sus
funciones (14,22). En etapas tempranas de la apoptosis MAGI-1 es escindida por
las caspasas 3 y 7, esto ocasiona la pérdida de varias interacciones debilitando las
uniones celulares, lo cual expone el nucleo de los complejos de adhesion al
ataque proteolitico de las caspasas y provoca el desmantelamiento de las uniones
celulares (14,23). Ademas, MAGI-1 a través de su dominio PDZ recluta a |la
fosfatasa PTEN a la proximidad de la cinasa Akt y, al desfosforilarla, inhibe su
actividad antiapoptética (24), molécula antiapoptética y de regulacién de senales
de supervivencia en varios tipos celulares, incluyendo las células dendriticas (DC;
25,26).

En humanos el ortdlogo de Scrib se denomina hScrib (10) y forma parte de la
familia LAP (LRR y dominio PDZ). Esta proteina contiene 16 dominios LRRs, dos
dominios LAPSD (dominio especifico LAP) y cuatro dominios PDZ (Figura 4). Los
miembros de la familia LAP estan conservados desde Drosophila hasta humanos
con respecto a su secuencia de aminoacidos primaria, localizacion subcelular
(basolateral en células epiteliales o posinaptica en neuronas) y arquitectura de la

proteina, sugiriendo funciones biolégicas conservadas (12).

En células epiteliales Scrib se localiza a lo largo de la membrana lateral, por
debajo de las uniones estrechas (UE; Figura 3; 27), y regula polaridad,
proliferacion y apoptosis (12). También se ha identificado como un supresor de
tumores y como una molécula proapoptética que requiere una regulacion fina. La
disminucién en su expresidn o su deslocalizacion conducen a la pérdida de su

funcidn, inhibiendo la apoptosis y promoviendo la transformacion celular (28).



Ademas de células epiteliales y neuronas, se ha observado la expresién de DIg en
tejidos del sistema inmune como bazo y timo (29). Particularmente DIg1 y Scrib se
expresan en linT y linB, ambas proteinas son importantes en la migracion y
senalizacion de IinT durante la sinapsis inmunolégica (SI;17,30). En linB DIg1 es
importante en respuestas de memoria (31). Probablemente estas proteinas tengan

mas funciones aun no caracterizadas en células del sistema inmune.

1.4 Las proteinas PDZ como blanco de agentes patégenos

Muchos patégenos, principalmente virales, producen proteinas con PDZbm que
pueden usurpar interacciones PDZ-dependientes del hospedero, induciendo
alteraciones que favorecen la permanencia de dichos patégenos (32). Estos
PDZbm virales con frecuencia interactuan con los mismos o tipos similares de
proteinas con dominios PDZ (32). El descubrimiento inicial de los PDZbm virales
se realizd tras el estudio de tres oncoproteinas virales: E4-ORF1 de Adenovirus
(Ad) humano 9,Tax del virus linfotropico humano de células T tipo 1 (HTLV-1) y E6
del virus del papiloma humano (HPV) (33-35). DIg1 se identific6 como la primer
proteina blanco de estas oncoproteinas virales (10). El PDZbm de E6 de HPV
interacciona con el segundo dominio PDZ de DIg1, desplazando la interaccion con
APColi y promoviendo la degradacion de Dlg1 por el proteosoma, lo que favorece
la transformacioén celular (Figura 5; 10). Tax y E4-ORF1 también interaccionan con
Dig1 y desplazan a APColi (10). Recientemente se ha descrito que E6 también
puede interactuar con MAGI-1 y Scrib y promover su degradacion por proteosoma
(36).

En linT, la proteina Tax de HTLV-1 tiene como blanco a Scrib; esta interaccion
induce la deslocalizacién de Scrib a sitios subcelulares atipicos, lo que conduce a
la entrada en ciclo celular y proliferaciéon, promoviendo la transformacion de los
linT (37).
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Figura 5. La interaccion de DIg1 con APColi es desplazada por diferentes oncoproteinas virales
que se unen a DIg1 en una manera PDZ-dependiente. La interaccion de la proteina E6 de HPV

con DIg1 induce su degradacion por el proteosoma.

En anos recientes se ha encontrado que virus no transformantes como el virus de
la influenza A, virus de la rabia y virus del dengue también codifican PDZbm’s
(32,38). La mayoria de éstos tienen mecanismos que coinciden con los descritos
para los PDZbm de virus oncogénicos, promueven la degradacion por el
proteosoma de sus proteinas blanco o las secuestran en estructuras subcelulares

atipicas lo que favorece la replicacion o diseminacion del virus (32).



En la Figura 6 se ilustra la localizacién de los complejos de proteinas PDZ
Crumbs, PAR3 y Dlg-Scrib en una célula epitelial polarizada y se indican los virus
que expresan PDZbm’s y que tienen a estas proteinas como blanco, mostrando

que Dlg, Scrib y MAGI-I son blancos comunes de diferentes virus.

Célula epitelial
Complejo apical de polarizada

Crumbs

Ad E4-ORF1
HPV E6

AdE4-ORF1 [ Ad E4-ORF1 ([
HPVE6 & HPV E6
Rabies G Flu ANS1
f pvnss £ )
Ad E4-ORF1- TEEV NES

HPVE6
HTLV-1 Tax 4
TBEV NS5
Flu ANS1

RhPVE7-

HTLV-1 env
Ad E4-ORF1 Rabies G

HPV E6
HIV gag
HTLV-1 Tax Flu ANS1

Lateral

Complejo lateral de Scribble

Figura 6. Las proteinas con dominios PDZ involucradas en el establecimiento de la
polaridad celular son blanco de diferentes virus. (UE, uniones estrechas; UA, uniones
adherentes; Ad, adenovirus; DV NS5, NS5 de virus dengue; Rh, rhesus).
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1.5 Las proteinas PDZ en células del sistema inmune

El sistema inmune tiene la propiedad de diferenciar lo propio de lo extrafio y
montar una respuesta protectora hacia agentes patégenos (39). El sistema inmune
innato es la primera linea de defensa frente a los agentes extrafios, a los que
reconoce de manera independiente de antigeno (Ag) a través de los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR’s). Los principales componentes de Ila
inmunidad innata son 1) barreras fisicas y quimicas, como el epitelio y las
sustancias quimicas antimicrobianas producidas en las superficies epiteliales; 2)
células fagociticas (neutréfilos, macréfagos (MOS)), DC y células NK; 3) proteinas
sanguineas, incluidos miembros del sistema del complemento y otros mediadores
de la inflamacion y 4) citocinas (39).

El sistema inmune adaptativo establece una respuesta Ag-especifica y tiene la
capacidad de recordar y responder de forma mas intensa a exposiciones repetidas
al mismo patdgeno. Los principales componentes de la inmunidad adaptativa son
los linfocitos y sus productos de secrecion como los anticuerpos (Ac’s) y citocinas
(39).

Las células presentadoras de antigeno (APC; MOS y DC) son fundamentales para
iniciar y mantener la respuesta inmune ya que son el puente entre la inmunidad
innata y la adaptativa (39). Reconocen a los patégenos via los PRR’s y en
respuesta los procesan y migran para presentar Ag’s a los IlinT (40).

Los IinT y los linB adquieren una polaridad funcional dada por la segregacién
organizada de moléculas especificas hacia diferentes sitios subcelulares, durante
su migracién, reconocimiento de Ag, “capping” de receptores, etc. (41). Se ha
descrito la expresion de proteinas con dominios PDZ en linT y linB (17,31). En los
linT Scrib es importante para regular la morfologia y mantener la Sl y, junto con
DIg1 son importantes en la formacion del urépodo durante la migracién (17). Por
otra parte, DIg1 se asocia al receptor IgG en los linB, haciendo mas eficiente la

sefalizacion, lo cual es importante en las respuestas de memoria (31).

11



En APC poco se sabe de la expresiéon de proteinas con dominios PDZ, s6lo en DC
se ha descrito la expresion de una proteina con dominios PDZ denominada
espinofinlina, la cual es reclutada al sitio de la S| durante la presentacion

antigénica y es importante para que este proceso sea eficiente (42).

Varias proteinas virales poseen PDZbm que tienen como blanco proteinas con
dominios PDZ del hospedero. Considerando que las APC son muy importantes
para iniciar la respuesta inmune antiviral, es probable que exista un mecanismo de
modulacién de esta respuesta por los virus mediante la modificacion de la funcion
de proteinas con dominios PDZ. Dado que la localizacidn subcelular de estas
proteinas determina su funcion, nos interesa analizar su expresion y localizacién

por inmunofluorescencia (IF).
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2 Hipétesis

Los monocitos y las APC expresan las proteinas con dominios PDZ: Dig1, MAGI-1
y Scrib.

13



3 Objetivos

3.1 Objetivo general

« Analizar la expresion y localizacion subcelular de las proteinas con dominios
PDZ Dig1, MAGI-1 y Scrib en monocitos y APC.

3.2 Objetivos particulares

« Estandarizar la técnica de IF para las proteinas Dig1, MAGI-1 y Scrib en

células Hela.

« Analizar la expresion y localizacion subcelular de las proteinas DIg1, MAGI-1y

Scrib en monocitos y APC mediante IF.

14



4 Metodologia

4.1 Estandarizacion de la técnica de IF en células HelLa
4.1.1 Cultivo de las células

Se cultivaron las células adherentes HelLa en botellas de cultivo T-25 o T-75 en
medio DMEM (LONZA, Walkersville, MD USA) suplementado con suero fetal
bovino (SFB) 10%, glutamina 200mM, penicilina 100U/mL y estreptomicina
100pug/mL (medio DMEM completo) y se mantuvieron a una confluencia de 80-
90%. Para el subcultivo las células se lavaron con PBS y se incubaron con 2-4mL
de tripsina (0.25%; LONZA, Walkersville, MD USA) por 6 min a 37°C y CO; 5%
para desprenderlas. Para realizar la estandarizacion de la técnica las células se
sembraron a una confluencia de aproximadamente 40% sobre cubreobjetos
colocados en placas de cultivo de 24 pozos con 1mL de medio DMEM completo
por pozo y se incubaron a 37°C y CO; 5% hasta una confluencia de

aproximadamente 80%.

4.1.2 Fijacion, permeabilizacién y bloqueo

Las células fueron fijadas con Metanol (MeOH) a -20 °C o Paraformaldehido (PFA,
2%) a temperatura ambiente (TA). Para la fijacion con MeOH se quité el medio de
los pozos y se lavaron las células dos veces con 1mL de PBS, se afiadié a cada
pozo 500uL de MeOH enfriado a -20°C y se incubaron 4 min a TA con el objetivo
de fijar y permeabilizar las células. Se lavaron las células con 1mL de PBS 2 veces
y posteriormente se incubd 15 min a TA en solucién de bloqueo (SFB 10%, ASB
3% en PBS). Se lavaron las células con solucién de lavado e incubacién (ASB 1%
y Tritdn x-100 0.1% en PBS) por 10 min 3 veces (3x), Para la fijacién con PFA, se
lavaron las células al igual que con MeOH y se incubaron 10 min a TA en 500 uL

de PFA al 2%. Se lavaron las células con 1mL de PBS 2 veces y se incub6 15 min
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a TA en solucion de permeabilizacion y bloqueo (SFB 10%, ASB 3%, Triton x-100
0.25% en PBS) y posteriormente se realizaron 3 lavados con la solucion de lavado

e incubacion.
413 1IF

Para la IF, las células fueron incubadas con los anticuerpos (Ac’s) primarios (Ac
1°) anti-DIg1 (SAP-97; Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anti-MAGI-1 (H-70; Santa
Cruz Biotechnology, Inc.), o anti-Scrib (C-20; Santa Cruz Biotechnology, Inc.) por 1
hora a TA. Se lavaron 3x con 60uL de solucion de lavado e incubacion y se incubd
1 hora con el Ac secundario (Ac 2°) anti-rabbit-AF488 (Jackson InmunoResearch,
West Grove, PA 19390 USA) en el caso de Dig1 y MAGI-1 y anti-goat-AF488
(Jackson InmunoResearch, West Grove, PA 19390 USA) en el caso de Scrib
(ambos Ac’s diluidos 1:500). Se repitieron los lavados 3x. Finalmente, las
preparaciones fueron montadas sobre portaobjetos con 4uL de medio de montaje
Anti-fade (Biocare Medical, Concord, CA 94520 USA) sellando el perimetro del
cubreobjetos con barniz de ufias transparente. Los resultados obtenidos fueron

analizados en el microscopio confocal Olympus FluoView 1000.
4.2 IF en APC
4.2.1 Obtencion de PBMC'’s y purificacion de monocitos

Se uso un paquete leucocitario proveniente del banco de sangre del INER que
inicialmente fue diluido 1:1 con PBS y posteriormente se estratifico sobre ficoll
(linfoprep). Se centrifugd 25 min a 800g y 20°C con una aceleracion de 9 y
desaceleraciéon de 1. Se recuperd la interfase que contiene a los PBMC's por
aspiracion en un tubo de 50mL, se afor6 con PBS y se centrifugd 10 min a
1600rpm y 20°C. El sobrenadante fue desechado y se eliminaron los eritrocitos
incubando 5 min a TA en solucion de lisis (NH4Cl 150mM, KHCO310mM, EDTA
0.1mM). Se lavé con PBS 15 min a 800 rpm y 20°C y se desecho el sobrenadante
resuspendiendo posteriormente el botén celular en 20mL de PBS. Se contaron los
PBMC's y se ajustd a 1x10%células/mL. Se afadieron 10mL de solucién Miltenyi
(PBS/EDTA 2mM/ SFB 0.5%) y se centrifugd 10 min a 300g y 4°C. EIl botdn celular

se resuspendié en 900uL de solucion Miltenyi. Para el aislamiento de monocitos
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(CD14") se agregaron 100uL de perlas magnéticas anti-CD14 y se incubo en hielo
por 15 min, resuspendiendo cada 5 min. Se afiadieron 10mL de solucién Miltenyi y
se centrifugd 10 min a 300g y 4°C. El botdn celular se resuspendioé en 500uL de
solucion Miltenyi y se cargd en una columna sujeta a un magneto y previamente
equilibrada con 3mL de solucién Miltenyi. Se lavé 3 veces con 3mL de solucion
Miltenyi. Se eluyo la fraccion positiva (CD14") separando la columna del magneto
y haciendo pasar 5mL de solucion Miltenyi mediante presién con un émbolo. Se
lavé con 10mL de solucion de Miltenyi 10 min a 1600 rpm y 4°C. EIl botén celular
fue resuspendido en 3mL de medio RPMI (LONZA, Walkersville, MD USA)
adicionado con SFB 10%, glutamina 2mM, penicilina 100U/mL, y estreptomicina
100ug/mL (medio RPMI completo) para obtener una suspension celular de

monocitos purificados.
4.2.2 IF de monocitos

De la suspension celular se tomaron 5x10° células, se ajusté a un volumen de
50uL y se coloco en el centro de un cubreobjetos previamente tratado con Poli-DL-
Lisina (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO 63103 USA). Se incubaron 20 minutos a
TA para permitir su adherencia. Se realizaron 2 lavados con 1mL de PBS. La
fijacion, permeabilizacion, bloqueo e IF se realizaron como se describe para las

células HelLa usando el método con MeOH.

423 IFenDC

Plaqueo y diferenciacion de DC

Se sembraron 5x10° monocitos en 6mL de RPMI completo en botellas T-25 y se
diferenciaron con GMCSF (53ng/mL) e IL-4 (25ng/mL) en los dias 1 y 4. En el dia
6 se cosecharon como DC inmaduras (iDC) o se anadié un coctel de maduracion:

GMCSF (53ng/mL), IL-4 (25ng/mL), TNF-a (10ng/mL), IL 1B (10ng/mL) y PGE;

(1ug/mL), y se cosecharon como DC maduras (mDC) 48 horas después. La
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adquisicién del fenotipo maduro se determiné con el aumento en la expresion de
marcadores como MHC-II, CD80/CD86 y CD11c.

Cosecha y fijacion de iDC y mDC

Las células se recuperaron por centrifugacion (1600 rpm por 10 min y 20°C). El
sobrenadante se retir6 y se resuspendié el boton celular en RPMI completo
ajustando a 3x10° células/60 L. Se colocaron 60 pl de la suspensién celular
anterior en el centro de un cubreobjetos previamente tratado con Poli-DL-Lisina
(SIGMA-ALDRICH). Se incubo 20 minutos a TA y se realizaron 2 lavados con 1mL
de PBS. Se realizé la fijacion, permeabilizacion, bloqueo e IF como se describiod

para células HeLa empleando el método con MeOH.

4.2.4 IF en MOS

Plaqueo, diferenciacion, cosecha y fijacion de MOS

Se sembraron 1 x10° monocitos/pozo en placa de 12 pozos con cubreobjetos en
medio RPMI completo. Se diferenciaron con GMSCF (10ng/mL) en los dias 1,3 y
6. En el dia 9 se cosecharon como MOS. La fijacion, permeabilizacién, bloqueo e

IF se realizaron como se describe para las células HeLa usando el método con
MeOH.
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5 Resultados

5.1 Estandarizacion de la IF

Estudios previos mostraron que la linea celular HeLa de carcinoma cervical
expresa las proteinas con dominios PDZ Dlig1, MAGI-1 y Scrib (29), por lo que se
realizo la estandarizacion de la IF en estas células. Para determinar que método
de fijacion mantenia mejor la morfologia de las células se probaron dos métodos,
uno con MeOH y otro con PFA (2%), y se realizo la IF con los Ac’s Dig1 y Scrib.
En la figura 7 se observa la expresion de DIg1 y se aprecia que hay diferencias en
el patrén de expresidon de esta proteina entre los dos métodos de fijacion. Con
MeOH (Figura 7A) la expresion de DIg1 se muestra principalmente en citosol y en
algunas células se aprecia expresiéon también en la membrana plasmatica
mientras que con PFA (Figura 7B) la expresion en algunas células parece estar
tanto en citosol como en nucleo y en otras también en membrana. La tincion se ve

mas nitida en las células fijadas con MeOH y mantiene la morfologia.

A B
Dig1

Control negativo

Control negativo Dig1

Figura 7. Expresion de la proteina Dig1 en células HeLa con diferentes métodos de fijacion.
Células fijadas con (A) MeOH o (B) PFA. En el panel superior se muestra la expresion de DIg1 o
la tincion unicamente con Ac 2° como control negativo. En el panel inferior se muestran las células
en campo claro. Imagenes representativas de 10 campos de al menos tres experimentos
realizados.
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En la figura 8 se observa la expresiéon de Scrib en células HelLa fijadas con MeOH
o PFA y no se aprecian diferencias en la localizacion de la proteina o en la
morfologia de las células, aunque con PFA la monocapa de células es mas
confluente. En ambos métodos de fijacion Scrib tiene una localizacién
principalmente en membrana citoplasmatica.

A B
Control negativo Scrib Control negativo Scrib

| -

Figura 8. Expresion de la proteina Scrib en células HeLa con diferentes métodos de fijacion.
Células fijadas con (A) MeOH o (B) PFA. En el panel superior se muestra la expresién de Scrib o la
tincion unicamente con Ac 2° como control negativo, en el panel inferior se muestran las células en
campo claro. Imagenes representativas de 10 campos de al menos tres experimentos realizados.

Con base en estos resultados, se decidio utilizar MeOH para el resto de los
experimentos, ya que mantiene la morfologia de las células y nos da un menor
fondo en las tinciones.

Se titularon los Ac’s primarios para determinar a qué dilucion la tincién era 6ptima.
Los Ac’s secundarios (anti-goat y anti-rabbit), se utilizaron a la dilucién
recomendada por el proveedor. En la figura 9 se observa la titulacion del Ac que

reconoce DIg1.
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Control negativo 1:200 1:300 1:500

Figura 9. Titulaciéon del Ac que reconoce Dig1 en células HeLa. En el panel superior se
muestra la expresion de DIg1 a las diluciones indicadas o la tincion unicamente con Ac 2°
como control negativo, en el panel inferior se muestran las células en campo claro. Imagenes
representativas de 10 campos de al menos tres experimentos realizados.

En la figura 10 se observa la titulacion del Ac que reconoce Scrib.

Control negativo 1:200 1:300 1:500

Figura 10. Titulaciéon del Ac que reconoce Scrib en células HelLa. En el panel superior se
muestra la expresiéon de Scrib a las diluciones indicadas o la tincién unicamente con Ac 2°
como control negativo, en el panel inferior se muestran las células en campo claro. Imagenes
representativas de 10 campos de al menos tres experimentos realizados.



En la figura 11 se observa la titulacion del Ac que reconoce MAGI-1.

Control negativo 1:100 1:200

Figura 11. Titulacion del Ac que reconoce MAGI-1 en células HelLa. En el panel superior se muestra la
expresion de MAGI-1 a las diluciones indicadas o la tincién unicamente con Ac 2° como control negativo. En el
panel inferior se muestran las células en campo claro. Imagenes representativas de 10 campos de al menos
tres experimentos realizados.

Con base en los resultados obtenidos se decidié utilizar las siguientes diluciones
de anticuerpos: 1:300 para DIg1 y Scrib, 1:100 para MAGI-1 y 1:500 para los Ac’s

secundarios (anti-goat y anti-rabbit).

5.2 IF en APC

En la figura 12 se observa la expresion de la proteina DIg1 en monocitos. La
localizacion de esta proteina es principalmente citoplasmatica, con un patron

“‘punteado” que sugiere una posible localizacion en vesiculas.
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Control negativo Dig1

Figura 12. Los monocitos
expresan Dlig1. En el panel
superior se muestra la expresion de
Dig1 en monocitos (verde) o la
tincion unicamente con Ac 2° como
control negativo. En el panel inferior
se muestran las células en campo
claro. Imagenes representativas de
10 campos de al menos tres

En la figura 13 se observa la expresion de Scrib en monocitos. La localizacién de
esta proteina es predominantemente en citosol, con una posible localizacion en

vesiculas de mayor tamafo que las observadas en DIg1.

Control negativo Scrib

Figura 13. Los monocitos expresan
Scrib. En el panel superior se muestra
la expresidon de Scrib en monocitos
(verde) o la tincién unicamente con Ac
2° como control negativo. En el panel
inferior se muestran las células en
campo claro. Imagenes representativas
de 10 campos de al menos tres
experimentos realizados.
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En la figura 14 se observa la expresion de MAGI-I en monocitos. La localizaciéon
de esta proteina es predominantemente en citosol, con una posible localizacion en
vesiculas, igual que Scrib se observan vesiculas de mayor tamafio que las de

Dig1.

Control negativo

MAGI-1

Figura 14. Los monocitos
expresan MAGI-1. En el panel
superior se muestra la expresion de
MAGI-1 en monocitos (verde) o la
tincion unicamente con Ac 2° como
control negativo. En el panel inferior
se muestran las células en campo
claro. Imagenes representativas de
10 campos de al menos tres
experimentos realizados.
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En la Figura 15 se observa la expresion de Dlg1 en las células dendriticas
inmaduras (iDC) y células dendriticas maduras (mDC). DIg1 se localiza en nucleo,
y en citosol en un patrén de tincién “punteado” similar al visto en monocitos, lo que

sugiere una localizacidon en vesiculas citosdlicas, y su expresiéon es mayor en las

mDC que en las iDC.

A
Control negativo Dlg1 Control negativo Dlg1

Figura 15. Las DC expresan DlIg1. IF de (A) iDC o (B) mDC para DIg1 (verde) o la tincién unicamente con Ac
2° como control negativo. En el panel inferior se muestran las células en campo claro. Imagenes
representativas de 10 campos de al menos tres experimentos realizados.
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En la figura 16 se observa la expresion de la proteina Scrib tanto en iDC como en
mDC. La expresion de Scrib en iDC se observa principalmente en citosol, aunque
no es tan marcada como la de DIg1. Sin embargo, en mDC hay una relocalizacion
de la proteina hacia la membrana plasmatica, ademas de un aumento en su

expresion.

A B

Control negativo Scrib Control negativo Scrib

Figura 16. Las DC expresan Scrib. IF de (A) iDC o (B) mDC para Scrib (verde) o la tincion unicamente con
Ac 2° como control negativo. En el panel |nfer|or se muestran las células en campo claro. Imagenes
representativas de 10 campos de al menos tres experimentos realizados.
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En la figura 17 se observa la expresion de la proteina MAGI-1 en iDC y mDC. La
localizacion de esta proteina es principalmente en citosol al parecer en vesiculas
por el patron de tincién “punteado” observado. A diferencia de Dlg1, la expresion

es mayor en las iDC que en las mDC.

B
Control negativo MAGI-1 Control negativo MAGI-1

v rf ; ot v
% o

A/l.v_

A

7

Figura 17. Las DC expresan MAGI-1. IF de (A) iDC o (B) mDC para MAGI-1 (verde) o la tincién Unicamente
con Ac 2° como control negativo. En el panel inferior se muestran las células en campo claro. Imagenes
representativas de 10 campos de al menos tres experimentos realizados.
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En la figura 18 se muestra la expresion de la proteina Dig1 en MOS. La

localizacion de esta proteina es en citosol y nucleo, y se observa un patrén de

tincion “punteado” similar al visto en los otros tipos celulares que, como ya se

menciono, podria indicar localizacion en vesiculas.

Control negativo

Dig1

Figura 18. Los MOS expresan Dig1.
En el panel superior se muestra la
expresion de DIg1 en MOS (verde) o la
tincion unicamente con Ac 2° como
control negativo. En el panel inferior se
muestran las células en campo claro.
Imagenes representativas de 10 campos
de al menos tres experimentos
realizados.
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En la figura 19 se muestra la expresién de Scrib en MOS. La localizacién de Scrib

es principalmente citosolica, y también en membrana citoplasmatica, sin embargo,

la sefial es menos intensa que la observada en Dig1 y MAGI-1.

Control negativo

Scrib

Figura 19. Los MOS expresan Scrib.
En el panel superior se muestra la
expresion de Scrib en MOS (verde) o la
tincion unicamente con Ac 2° como
control negativo. En el panel inferior se
muestran las células en campo claro.
Imagenes representativas de 10 campos
de al menos tres experimentos
realizados.
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En la figura 20 se muestra la expresion de MAGI-1 en MOS. La localizacion de

esta proteina es en citosol y en nucleo.

Control negativo MAGI-1

Figura 20. Los MOS expresan MAGI-1.
En el panel superior se muestra la
expresion de MAGI-1 en MOS (verde) o
la tincién unicamente con Ac 2° como
control negativo. En el panel inferior se
muestran las células en campo claro.
Imagenes representativas de 10 campos
de al menos tres experimentos
realizados.
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6. Discusion

En este trabajo describimos que los monocitos, MOS y DC expresan las proteinas
con dominios PDZ: DIg1, Scrib y MAGI-1, cuya funcion ha sido muy estudiada en
células polarizadas como las epiteliales y neuronas (12) y en menor medida en
linT y lin B (17,31) pero no en APC. Estudios previos de nuestro grupo (datos no
publicados) han descrito la expresion de estos genes en APC por RT-PCR, por lo
que en este trabajo se analizé la expresion de estas proteinas por IF, para
determinar su localizacién subcelular, ya que la funciéon de estas proteinas esta

relacionada estrechamente con su localizacion.

Se estandarizé la IF para determinar el mejor método de fijacion y las
concentraciones Optimas de Ac. La fijacion es un paso critico en la preparacion de
muestras para ensayos de inmunotincion, y su eleccidn depende de la naturaleza
del epitopo del Ag que se examina y de las propiedades del Ac utilizado (43,44). El
tratamiento de las muestras con fijadores quimicos puede alterar la conformacion
de la proteina, o incluso destruir los epitopos, previniendo la unién de los Ac’s a
éstos (45), por lo que probamos dos métodos distintos de fijacién de las células;
uno con MeOH vy otro con PFA. La morfologia de las células HelLa tefiidas con
Dig1 (Figura 7) se preservé independientemente del método de fijacidén, sin
embargo, el patron de expresion de DIg1 presenta diferencias, con MeOH se
observa principalmente en citosol, y con PFA se observa en citosol y nucleo. En
las células tenidas con Scrib (Figura 8) no se observan cambios en la localizacién
de la proteina ni en la morfologia de la célula con respecto al método de fijacién.
Se decidio fijar las células con MeOH en experimentos subsecuentes ya que se
observa una tincién con menos fondo, y la localizaciéon de DIg1 y Scrib con este
método de fijacidn coincide con la reportada en trabajos previos (46).

Otro punto importante en las inmunotinciones es la titulacién de los Ac’s. La
cantidad de Ac puede ser insuficiente para evidenciar la union Ag-Ac, o ser

demasiada y provocar la saturacién (47). La titulacion nos permitié determinar la
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concentracion Optima de los Ac’s con la que se obtiene la mayor sefal positiva y el
menor fondo. La proteina DIg1 (Figura 9) no mostré cambios considerables en la
sefal entre las diluciones de Ac probadas, sugiriendo que las tres diluciones
probadas caen en la zona de equilibrio Ag-Ac donde se observa la mayor sefal,
por lo que se eligio la dilucién 1:300. En las tres diluciones de Ac probadas para
Scrib se detecta una sefal clara (Figura 10), por lo cual probablemente las tres se
encuentran en la zona de equilibrio Ag-Ac, sin embargo, se eligio la dilucion 1:300
porque representd el mejor balance entre intensidad y definicion de la sefal en
comparacion con las otras diluciones. MAGI-1 mostré la mayor variabilidad entre
las diluciones de Ac probadas (Figura 11) y se eligi6 la dilucion 1:100 porque es en
donde se observo la mayor intensidad de la sefal indicando que se encuentra en

el punto mas alto de la zona de equilibrio Ag-Ac.

Una vez estandarizada la IF en células Hela, estas condiciones se usaron para la
IF en monocitos, DC y MOS. El patron punteado en la expresion de Dig1, Scrib y
MAGI-1 observada en los tres tipos celulares (monocitos, MOS y DC) nos sugirié
la presencia de estas proteinas en vesiculas citosdlicas. En DC por ejemplo, la
proteina Sorting nexin 3 (Snx3) tiene un patron punteado similar al que
observamos en las células analizadas; Snx3 se localiza en endosomas tempranos
y fagosomas (48) y se usa como marcador de estos compartimientos. Estudios
futuros, mediante co-tinciones, permitiran evaluar si la expresion de DIg1, Scrib y
MAGI-1 corresponde también con endosomas tempranos y fagosomas o con otro

tipo de estructuras.

En monocitos se observaron unas vesiculas de mayor tamafo con Scrib y MAGI-1
que con DIg1 (Figuras 13 y 14), esto sugiere que podrian ser compartimentos
diferentes u otro tipo de agregados, lo cual se determinara en estudios posteriores.
Adicionalmente se observé que a diferencia de la expresién en monocitos (Figuras
12-14), en DC y MOS las proteinas DIg1, Scrib y MAGI-1, se expresan también en
nucleo (Figuras 15-17), ademas de la expresion citosolica. Nuestros experimentos
parten de monocitos y, mediante la adicion de citocinas, se inicié un programa de
diferenciacion hacia DC o MOS. Es probable que la expresion observada en
nucleo de Dig1, Scrib y MAGI-1 en DC y MOS, pero no en monocitos, esté
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relacionada con esta diferenciacion, sugiriendo que en DC y MOS estas proteinas
participan en alguna funcion que requiere su presencia en nucleo. En células
epiteliales DIg1 y MAGI-1 pueden tener una translocacién activa entre citosol y
nucleo (49,50). DIg1 cambia su patron de expresidon durante el ciclo celular, por
ejemplo, puede expresarse en citosol en la fase S y translocar a nucleo en la fase
M, cuando es fosforilado por las cinasas CDK1 y CDK2 (49); MAGI-1 esta
presente en la membrana como parte de las uniones celulares, sin embargo,
durante la apoptosis es escindida por caspasas y una fraccion se relocaliza a
nucleo (23,50). Seria interesante conocer el mecanismo que esta regulando la

localizacion en nucleo de estas proteinas en las APC y la funcion que tienen.

La mayoria de las estirpes celulares estan polarizadas con orientaciones
estructurales distintas, que corresponden con la segregacion de diferentes
moléculas a sitios subcelulares especificos y permiten a las células llevar a cabo

funciones especializadas (polaridad funcional; 51,52).

Las células del sistema inmune no tienen una morfologia estrictamente polarizada
como las neuronas o células epiteliales, sin embargo, adquieren polaridades
funcionales durante la migracion, el reconocimiento antigénico, presentacion

antigénica o la secrecion de citocinas, entre otros procesos (51,53).

Dlg1 y Scrib son parte de los complejos que regulan la polaridad en varios tipos
celulares. En los linT estan involucradas en la formacion del urépodo y frente de
avance durante la migracion (17). Adicionalmente, durante el reconocimiento del
Ag, DIg1 y Scrib son reclutadas inicialmente a la S| y posteriormente ambas
moléculas se relocalizan en el polo distal de la célula (17). Los mecanismos que
ocurren durante la S| han sido muy estudiados en los linT pero no en las DC (26),
sin embargo, moléculas presentes en los IinT tienen una contraparte en las DC y
deben reclutarse al sitio de la Sl, en tanto que otras moléculas deben excluirse de
la misma (26). En las iDC y mDC se observo la expresion de las tres proteinas
analizadas (Figuras 15-17). DIg1 y Scrib son reclutadas a sitios especificos

durante la presentacion antigénica en linT, por lo que es probable que en las mDC
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suceda algo similar. Esto plantea la posibilidad de estudiar el comportamiento y

funcién de estas proteinas en las mDC cuando se establece la Sl.

Dig1 participa en el trafico vesicular de varios tipos celulares, reclutando
componentes de esta maquinaria a la membrana plasmatica o a vesiculas de
transporte (18). Una funcion muy importante de las APC es la secrecion de
citocinas que son transportadas en vesiculas al complejo de Golgi para su
procesamiento, y posteriormente son cargadas en vesiculas o transportadores
para su liberacion a la superficie de la célula u otros organelos (54). Estudios
posteriores evaluaran la posible participacion de DIg1 en el trafico vesicular de

citocinas en DC y MOS en respuesta a estimulacién de receptores.

Observamos un aumento en la expresion de DIg1 cuando las DC maduran, es
probable que esta proteina tenga un papel relevante en la presentacion antigénica,
ya que varias moléculas de co-estimulacion como MHC I, CD80 o CD86
incrementan su expresion en las mDC favoreciendo dicho proceso. La espinofilina
es una proteina con dominios PDZ que se expresa en DC y participa en la
presentacion antigénica (42). En las iDC la espincofilina se expresa con un patrén
de tincién punteado, que se distribuye en toda la célula y es distinto al del MHC I,
al de endosomas tardios y al de lisosomas. En las mDC esta proteina se
redistribuye cerca de la membrana plasmatica y es reclutada al sitio de la Sl
durante la presentacion de Ag, donde es importante para que el proceso sea
eficiente (42). Se observé que Scrib, de manera similar a la espinofilina, tiene un
patrén punteado en iDC y se relocaliza a la membrana plasmatica cuando las
células maduran (Figura 16), por lo que probablemente participa en la
presentacion antigénica, sin embargo, es necesario corroborarlo con otro tipo de

estudios.

Cuando las DC maduran encienden varios mecanismos intrinsecos que las hacen
mas resistentes a estimulos proapoptoticos inducidos por receptores de muerte,
células citotoxicas o ambos (26). Estos mecanismos son importantes durante la Sl,
y, una vez finalizado el proceso de presentaciéon antigénica las mDC entran

espontaneamente en un programa de apoptosis (26). Como se menciond, Scrib es
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una molécula proapoptética que requiere una regulaciéon fina, ya que su
eliminacion o su deslocalizacién son suficientes para anular sus funciones (28)
conduciendo al bloqueo de la apoptosis, promoviendo la proliferacion y
transformacién celular (28). EI cambio observado en la localizacion subcelular de
Scrib entre iDC y mDC, podria modular la apoptosis en las mDC, iniciando un
programa celular que retarde este evento cuando establecen la Sl, por lo que es
necesario evaluar si este cambio puede estar inhibiendo su actividad
proapoptotica.

MAGI-1 también es una molécula proapoptotica que se regula por mecanismos
similares descritos para Scrib (14,22). Observamos una disminucion en la
expresion de MAGI-1 en mDC, por lo tanto es probable que este sea otro
mecanismo de la célula para bloquear la apoptosis.

En resumen, en mDC observamos cambios en la localizacion de Scrib vy
disminucién en la expresiéon de MAGI-1. Estos dos mecanismos podrian participar

de forma complementaria en la inhibicion de la apoptosis en mDC.

En MOS observamos la expresion novedosa de las proteinas DIg1 y MAGI-I en
citosol y en nucleo (Figuras 18 y 20), y de Scrib que ademas se expresa en
membrana citoplasmatica (Figura 19). Los MOS son las principales células
involucradas en la limpieza de los patdogenos microbianos a través de su
fagocitosis. Este proceso requiere la segregacion y localizacién de componentes
moleculares en sitios subcelulares especificos (55), es decir una polaridad
funcional, en la que podrian estar involucradas DIg-1, MAGI-1 y Scrib. Los eventos
de fision y fusion de membranas mediados por el trafico vesicular (56) podrian
estar coordinados por DIg1 durante la fagocitosis. Ademas, seria interesante
investigar la participacién de DIg1 en la secrecion de citocinas, de manera similar
alas DC.

En MOS es probable que, DIg1 y Scrib se recluten en sitios especificos no sélo
durante la internalizacion de los patdgenos, sino también en la presentacion de
Ag’s y el establecimiento de una polaridad funcional, de tal manera que el patrén
de expresion de DIg1 y Scrib observado podria indicar una disponibilidad de

proteina lista para ser reclutada a sitios especificos durante estos eventos.
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Es importante recordar que en nuestro analisis se usaron MOS recién
diferenciados que no recibieron estimulos de activacion, sin embargo, seria
importante analizar la modulaciéon de la expresién y localizacién de DIg1, Scrib y
MAGI-1 ante un estimulo de activacion, sobre todo considerando los cambios
observados en la localizacidén y expresion de estas proteinas tras la maduracion
de las DC.

Los PDZbm de proteinas virales usurpan los mecanismos que ocurren en las
células de manera intrinseca para anular la funcion de las proteinas PDZ
endoégenas (32). El PDZbm de la proteina NS1 del virus de influenza A, prevalente
en cepas aviares (ESEV), tiene como blanco a DIg1, MAGI-1 y Scrib en células
epiteliales (38,57,58); la union del PDZbm ESEV con Scrib y DIg1 induce el
desmantelamiento de las uniones estrechas en células epiteliales (38) vy, la
interaccién con Scrib, ademas, resulta en la inhibicion de su funcién proapoptética,
lo que le permite al virus seguir infectando células y diseminarse (58). Nosotros
demostramos que DIg1, Scrib y MAGI-1 también se expresan en DC y MOS, lo
que representa un posible blanco para NS1 u otras proteinas virales con PDZbm,
y un efecto potencial en la funcion de estas células indispensables en la iniciacion
y mantenimiento de la respuesta inmune del hospedero, lo que sugiriere una gran

relevancia de las interacciones PDZ-dependientes en la respuesta inmune.

La expresion de las proteinas con dominios PDZ (DIg1, Scrib y MAGI-1) y los
cambios en sus niveles de expresion o localizacién subcelular entre iDC y mDC,
sugieren un papel para estas proteinas en las funciones de las APC. La expresion
de Dlg1, Scrib y MAGI-1 como blanco potencial de proteinas virales en APC
sugiere un mecanismo de evasion de la respuesta inmune. Este mecanismo

proporcionaria nuevas opciones para futuras terapias.
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7. Conclusiones

v' La expresion novedosa de Dig1, Scrib y MAGI-1 en APC indica un papel
importante para las proteinas con dominios PDZ en la funcién de estas células.

v" Los cambios en la expresion y localizacion de Dig1, Scrib y MAGI-1 sugieren
un papel importante en la presentacion antigénica y apoptosis.

v' La expresion de Dlg-1, Scrib y MAGI-1, que son blancos de proteinas virales,
sugiere un posible mecanismo de evasion de la respuesta inmune en APC.
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