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RESUMEN

Las moléculas de histocompatibilidad de clase-Il (MHCHII) juegan un papel
esencial en la respuesta inmune al participar en la presentacién de antigenos
adquiridos desde el medio extracelular a los linfocitos T CD4+. Las moléculas
MHC-II se expresan en forma consittutiva sélo en las células que participan en ia
presentacion de antigenos. Existen diferentes isotipos de moléculas las MHC-Il en
humanos, llamados DR, DP y DQ, mientras que en raton existen sélo 2 isotipos de
moléculas MHC-ll denominados I-A e I-E, todos ellos capaces de presentar
antigenos. Los diferentes isotipos de moléculas MHC-II se expresan normalmente
en forma coordinada, sin embargo existen antecedentes en células tumorales que
muestran una descoordinacion en la expresion de los isotipos de moléculas MHC-
Il. La presencia en el genoma humano de varios isotipos para MHC-II representa
una ventaja evolutiva ya que aumenta las probabilidades de presentacion de
antigeno en una determinada célula.

La expresion de las moléculas MHC-II est4 regulada transcripcionalmente
por un factor denominado Class Il TransActivator (CITA), el cual se une
indirectamente al promotor de los genes MHC-/I. Este transactivador es el factor
maesiro en la transcripcion de las moléculas MHC-II puesto que precede Ia
transcripcion de MHC-ll, esta presente sdlo en células que expresan
constitutivamente MHC-II'y ratones knock out para CIITA no expresan moléculas
MHC-II.

La transcripcién de CIITA es bastante compleja y esta regulada 'por 4
promotores en humano (I, Il, ll y IV) y 3 p,romotore‘s. en raton (I, Il y V). Los

diferentes promotores son utilizados en forma preferencial por las células de los
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diferentes tejidos. Al comienzo de esta tesis existia gran cantidad de datos
relacionados con e! gen de CIITA, sin embargo se desconocia casi completamente
lo relacionado a la proteina CIITA.

El objetivo general de este trabajo fue .estudiar la proteina CIiTA, en
particular la existencia de diferentes isoformas de CIITA y su importancia en la
regulacién de la expresion de las moléculas MHC-IL. Para ello, fue necesario
implementar una nueva esfrategia para generar anticuerpos monoclonales y
policlonales contra CIITA. Estos anticuerpos fueron en estudio de la proteina
CHTA en lineas celulares que expresan moléculas MHC-Il en forma constitutiva o
inducible y en lineas celulares que presentan mutaciones conocidas en el gen
CIHITA. Nuestros resultados demuestran por primera vez la existencia de diferentes
isoformas de la proteina CIITA y una expresion diferencial en distintos tipos
celulares. i

Antecedentes bibliogréﬂcbs indicaban que la expresién de los fres isotipos
de MHC-Il (DR, DP y DQ) en células tumorales. de melanoma estaba regulado
especificamente por CIITA derivado del promotor Il (1.130 aa), en cambio la
expresion de DR y DP, pero no DQ, por la expresion de CIITA derivado del
promotor IV (1.126 aa). En este frabajo determinamos que ambgs isoformas de
CIITA no difieren en el patrén de induccion de los isotipos MHC-II (DP, DQ y DR),_
dilucidando asi un antecedente controversial presente en la literatura.
Adicionalmente determinamos mediante microarrays que las dos isoformas de
CITA transfectadas en células de melanoma inducen en niveles similares
’ principalmente la expresion de todos los isotipos MHC-Il y de genes asociados a la
biosintesis de las moléculas MHC-II como son HLA-DM y HLA-DO. Estos

experimentos demostraron que CIITA estaria implicado en la induccién de genes
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aparentemente no asociados a MHC-/f como APO, MMP16, Acta2, MARCKS e IL-
6.

I?or ofra parte en esta tesis planteamos que las diferentes isoformas .de
CIITA podrian regular la expresién de las moléculas MHC:Il a través de la
formacion de dimeros, ya que se habia demostrado que formas mutadas de CIITA
actuaban como dominantes negativos. En este trabajo, demostramos
directamente mediante experimentos de co-inmunoprecipitacién que CIITA es
capaz de formar homo y heterodimeros y que una mutacién puntual en un sitio
potencialmente importante en [a formacién de dimeros de CIITA, aminoacido 469,
no afecta la capacidad de formacion de dimeros.

Por dltimo, presentamos evidencias que indican que CIITA derivado del
promotor [l regula su propia expresién a nivel transcripcional a través de un
mecanismo de retroalimentacién negativa. Este mecanismo de retroalimentacion
negaiiva no 'ocurre con CIITA derivado del promotor IV. Actualmente se
desconocen completamente los mecanismos que regulan fa expresion de CIITA.

El conjunto de los datos expuestos en esta tesis contribuyen a dilucidar
algunos puntos controversiales de la literatura y demuestran que as isoformas de
la proteina CIITA no estarian implicadas en la expresién diferencial de isotipos de
moléculas MHC-II, sino mas bien participarian directamente en la regulacion de

las moléculas MHC-II probablemente a través de la‘formacién de dimeros.
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SUMMARY

Class-lIl Major Histocompatibility Complex molt_acuies (MHC—II)' play an
essential role in the immune response, by participating in antigen presentation of
particles acquired from the extracellular environment to CD4+ T lymphocytes. The
expression of MHC-// is restricted to antigen presenting cells (APC) and these cells
express constitutively 3 isotypes of MHC-II in humans (DR, DP and DQ) and 2 in
mice (IF-A and |-E). The expression of the isotypes of MHC-Il is normally
coordinated. However, in some tumoral cells, these isotypes are expressed in a
non-coordinated manner. The expression of several MHC-ll genes in the human
genome represents an evolutive advantage and an increase in the probability of
antigen ,preseniation.

The expression of MHC-Il is transcriptionaily regulated by a factor named
Class Il TransActivator (CIITA), which binds indirectly to MHC-I/ promoters. CIITA
is considered the master regulator of MHC-Il expression, becausg it is expressed
in all cells that express MHC-Il, preceding the transcription of MHC-/i, and CITA
knock-out mice do not express MHC-I.

CIITA transcription is complex and is regulated by 4 promoters in humans
(I, N, 1 and V) énd by 3 promoters in mice (I, lll and IV) which are used in a
tissue-specific manner. At the beginning of this thesis there was abundant
information regarding the CIITA gene, but little was known about the expression of
the CIITA protein due-to the lack of antibodies capable of recognizing CIITA.

The goal of this thesis was~ to study the expression of the CIITA protein,
specifically the existence of different CIITA isoforms a}ld how these isoforms may

regulate the expression of MHC-/I, For this purpose, it was necessary to implement
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a novel strategy in the development of monoclonal and polyclonal antibodies
against CIITA. Antibodies were used to study the expression of CIITA in different
cell lines that express MHC-II constitutively or in cells in which MHC-ll is induc.:ed,
as well as cells that present a point mutation in the CJITA gene. Our results
demonstrate, for the first time; the existence of different isoforms of the ClIITA
protein that are differentially expressed in different cell types.

Previous findings have indicated that the expfession of MHC-Il isotypes
(DR, DP and DQ) in melanoma cells lines were specifically regulated by CIITA
derived from promoter 11| (1.130 aa), while DR and DP, but not DQ, were regulated
by CIITA derived from promoter IV (1.126 aa). In this thesis we demonstrate that
both |soforms of ClITA do not differ in their ability to induce the expression of the
MHC-II isotypes (DP, DQ and DR), clarifying controversial data present in the
literature, Additionally, we-determined by microarrays that these isoforms of CIITA,
transfected in melanoma cells, induce similar levels of expression of MHC-I!
isotypes and geneé associated -with the biosynthes}s of MHC-II, such us HLA-DM
and DO. Moreover, these studies show that ClITA is involved in the induction of
genes apparently not associated to MHC-I| expression such us APO, MMP18,
Acta2, MARCKS and /L-6.

On the other hand, we proposed that different isoforms of CITA may
regulate the expression of MHCH| through the formation of dimers, since it has
been shown that some mutant forms of CIITA behave as negative dominants,
down regulating MHC-I| expression. In this thesis we demonstrate; -by co-
immunoprecipitation experiments, that CIITA is capable of forming homodimers

and heterodimers. Also, we show that a point mutation at position 469, located in a
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potentially important site for homodimerization, did not affect the capacity of dimer
formation.

Finally, we present evidence indicating that CIITA, derived from promoter lli,
regulates its own expression at the transcriptional level tﬁrough a negative
feedback mechanism. This mechanism does not occur in CIITA derived from
promoter IV. At present, available information on the mechanisms involved in the
regulation of CIITA expression is scarce.

The data presented in this thesis clarifies some controversial antecedents
from the literature, and demonstrates that the differer;t isoforms of CITA are not
implicated in the differential expression of the MHC-Il isotypes. We suggest as an
alternative that the different isoforms o.f CIITA participate directly in the regulation

of MHC-I1 probably through the formation of dimers.
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1.  INTRODUCCION R

14 El complejo principal de histocompatibilidad

~

El complejo principal de histocompatibilidad (Major Histocompatibility
Complex; MHC), localizado en el brazo corto del cromosoma 6 en humanos,
contiene alrededor de 4 millones de pares de bases (pb) y esia ccim‘puesto de
varios genes que codifican las moléculas MHC. Las moléculas MHC presentaﬁ un
alto grado de polimorfismo y participan en la presentagién de antigenos.a linfocitos
T y se dividen en dos categorias: MHC de clase | y de clase il. Las moléculas
MHC en humanos o HLA (Human Leukocyte Antigen) unen, en una estructura en
forma de bolsillo, pequefios péptidos derivados de proteinas enddgenas ©
exdgenas los cuales son presentados a los linfocitos T.

Las moléculas MHC de clase | (MHC-I) estan formadas por una cadena
pesada o alfa codificada por un gen localizado en la region MHC y una; cadena
liviana, l& p2-microglobuiina (B2-m), codificada por un gen que se ubica fuera del
MHC. Las moléculas MHC-I unen péptidos de entre 8-10 aminoacidos
provenientes de proteinas propias o de patogenos intracelulares y son
presentados a linfocitos T citotéxicos CD8+, quienes actuan eliminando a la célula

infectada. Las moléculas MHC-I se expresan en todas las células nucleadas en

t

humano. Estas moléculas pueden ser inducidas con interferon gamma (IFN-y),
citoquina que es producida principalmente. por linfocitos T y células Natural killer
(NK) (Samuel, 2001).

El objetivo de esta tesis esta centrado en la expresion de las molécuias
MHC de clase 1l (MHC-ll), por Ié tanto, a continuacién nos referiremos

principalmente a estas moléculas. Las moléculas MHC-II son glicoproteinas con

1




regiones de transmembranas constituidas por una cadena alfa y una beta, ambas
cadificadas por genes que se encuentran en |a region MHC. El heterodimero
alfa/beta une normalmente péptidos exdgenos de entre 12'a 20 aminoécidos. La
union del péptido estabiliza la estructura del complejo, por lo. tanto, puede decirse |
que el péptido es parte de la estructura de las moléculas MHC-II. Las moléculas
MHC-II se expresan principalmente en células presentadoras de antigenos
profesionales (CPA) tales como macréfagos, linfocitos B, células dendriticas y
células epiteliales timicas. En humanos existen tres isotipos de moléculas MHC-II:
HLA DR, HLA DQ y HLA DP que son co-expresadas en forma coordinada y
codominante en la superficie de las células. Cada isotipo de molécula MHC-II esta
compuesto de distintos pares de cadenas alfa y beta, Cuyos genes se ubican
formando un cluster en ia regién MHC (Figura 1) (Trowsdale, 1993). Las moléculas
MHC-II tienen como fun;:ién la presentacién de péptidos a los linfocitos T de ayuda
CD4+, los cuales a su vez participan en la respuesta inmune activando otras
células, como macréfagos (inmunidad mediada por células) o linfocitos B
(inmunidad humoral),
La interaccion MHC-II-péptido con el receptor de los linfocitos T CD4+, es
un evento importante en el desarrollo, activacién y regulacién del sistema inmunée
adaptativo (Reith y col., 2001; Palucka y col., 2002). Primero, el reconocimiento
del compigjo MHC-li-péptido expresado en las células epiteliales del timo es
fundamental en el proceso de seleccion positiva y negativa para el desarrollo del
repertorio de linfocitos T virgenes CD4+, Segundo, la interaccion del receptor de:
linfocitos T (TCR) virgenes con el complejo MHC-ll-péptico de las céiulas

dendriticas permite la activacion y proliferacién de los linfocitos T. Finalmente, la




sobrevida de los linfocitos T CD4+ en la periferia es influenciada por la interaccion

con células que expresan moléculas MHC-II.

DP DO DM LMPTAP DO DQ DR C4BCAABFC2 Hsp70 LTINFLTB B CE J KAHG F

Clase il Clase lli Clase 1

Figura 1: Esquema de la localizacién de los genes MHC. El complejo principal
de histocompatibilidad se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 en humano y
se denomina HLA. En el esquema se muesira la localizacion de los genes que
codifican para las moléculas MHC-/, MHC-1l y MHC-III. En la region de clase Il se
encuentran también los genes para los transportadores de péptidos, TAP1 y
TAP2, ademas de los genes de las enzimas LMP2 y LMP7 que forman parte del
proteasoma inmune. En la region de clase lil se encuentran los factores que
participan en sistema del complemento C4, Bfy C2, ademas de TNF-a, LTy LT-B,

citoquinas que participan en procesos inflamatorios.

La expresion constitutiva de las moléculas MHC-Il esta restringida a
macrofagos, linfocitos B, células dendriticas y células epiteliales timicas y es
dependiente del estado de desarrollo celular (Benoist y col., 1990; Glimcher y col,,
| 1992: Ting y col., 1993; Mach y col., 1996; Boss, 1997). Es asi como la
maduracién de las células dendriticas es acompafiada por un aumento en la

expreéién de las moléculas MHC-II (Landmann y col., 2001), semejante a lo que
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ocurre en la activacion de los macréfagos por [FN-y (Chang y col., 1996). En
cambio, cuando los linfocitos B se diferencian a plasmocitos dejan de expresar
MHC-!I (Reith y col., 2001).

Por otra parte, la expresion de las moléculas MHC-I! puede ser inducida en
la mayoria de las céiulas por la accion de IFN-y, la citoquina mas potente en la
. induccién de estas moléculas. La expresion de MHC-Hl inducida por IFN-y puede
ser modulada por TGF-B, IFN-B, TNF-a, IL-1, PPAR-y, inhibidores de la reductasa
HMG-CoA e incluso por la infeccion de una variedad de patégenos (Dong y col.,

2001: Kwak y col., 2001; Reith y col., 2001; Kwak y col., 2002).

1.2 Regulacién de la expresion de las moléculas del complejo principal de

histocompatibilidad de clase Il

La expresion constitutiva o inducida de MHC-I1 es controlada principalmente
a nivel transcripcional por una region promotora situada en los primeros 150 pb rio
arriba del inicio de fa transcripcion (Mach y col., 1996; Boss, 1997). Esta region
regulatoria esta constituida por 4 sitios o cajas (W, X1, X2 e Y) que son reguladas
por diferentes factores de trascripcion. La orientacién, orden y espaciamiento
relativo de estas cajas se encuent}an muy conservados entre los diferentes genes
de MHC-II (Figura 2), al igual que en aquellos genes relacionados a MHC-H como
son la cadena invariante, HLA-DM y HLA-DO, los cuales codifican para molécuias
implicadas en el trafico y expresion de MHC-il en la superficie (Busch y col., 1996;
Cresswell, 1996; Ting y col., 1997; Westerheide y col,, 1997; Tai y col, 1999;
Alfonso y col., 2000; Taxman Yy col., 2000; Nagarajan y col., 2002b). También

estas regiones estan presentes en los promotores de las moléculas MHC-l y de la’

B2-microglobulina, moléculas importantes en la respuesta.inmune mediada por
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células (Riegert y col., 1996; Gobin y col., 1997; Martin y col,, 1997; Gobin y col.,

1998: van den Elsen y col., 1999).

HLA-DR [—

HLA-DP ©£—

HLA-DQ [

HLA-DM C

Figura 2: Representacién esquematica de los promotores de las diferentes
moléculas del complejo prlnmpal de ‘histocompatibilidad de clase lI. En la
figura se muestran las sitios W, X1, X2 e Y presentes en los promotores MHC-II,
ademas de los sitios de union para otros factores; Oct, sitio de union para
octameros; NF-1, sitio de unidn para CTF/NF-1: GC, sitio de unién para Sp1,
NFKkB, sitio de union para los miembros de la familia NFKB/Rel; ISRE, elemento de
respuesta a interferon; Y', un sitio semejante al sitio de union Y. El dibujo esta

ralizado a escala desde el sitio de inicio de la transcripcion.

La mayor parte de lo que se conoce actualmente respecto de la regulacion
de los genes MHC-Il, es el resultado de estudios realizados en lineas celulare§
obtenidas de pacientes con una enfermedad de muy escasa incidencia, lamada
Sindrome de los Linfocitos Desnudos (Bare Lymphocyte Sindrome © BLS)
(Griscelli y col., 1989). Esta enfermedad es una inmunodeficiencia congeénita

primaria severa, mortal a muy temprana edad, de dificil diagnéstico y que sblo
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puede ser curada mediante transplante de médula 6sea. Este Sindrome se
caracteriza por la ausencia de expresion de MHC-Il en todas las células del
individuo, incluso frente a la accién de IFN-y. Se ha demostrado que el defecto en
las células de estos pacientes es a nivel de la regulacion de MHC-11,
especificamente en factores de franscripcion que acttian en trans ya que los genes
MHC-II estan presentes y no contienen alteraciones a nivel del ADN.

Lineas celulares linfoblastoide§ obfenidas de pacientes con BLS han
permitido determinar el defecto génico responsable de la ausencia dga moléculas
MHC-II. La primera aproximacion experimental al problema consistié en preparar
heterocariontes entre las diferentes mutantes BLS y realizar experimentos de
complementacion genética lo cual llevé a definir 4 grupos de complementacién (A
a D) (Mach y col., 1996) y determinar su defecto genetico (Tabla 1). Es asi como
el defecto genético del grupo D es una alteracién en el factor de transcripcion
RFXAP-(Durand y col., 1997), rr.1ientras que las mutaciones de los grupos B yCla
constituyen los factores de transcripcion RFX-5 (Steimie y col,, 1995) y RFX-B
(p41) (Nagarajan y col, 1999), respectivamente. Estos tres factores
transcripcionales forman el complejo RFX que se une a las cajas Wy X1 que se
encuentra en el promiotor de las moléculas MHC-Il. El grupo A de
complementacion tiene como defecto genético mutaciones en un factor que no se
une al ADN, pero que permite la activacién del complejo transcripcional que
promueve la expresién de MHC-Il. Este transactivador de Ia transcripcion se'
denomina CIITA (Class If Transactivator) y es el factc;r maestro de la reguiacién de
MHb-ll (Steimle y col., 1993; Sims y col., 1997). El complejo RFX y CIITA, en
conjunto con los factores CREB (X2BP) y NF-Y que se unen a las cajas X2eY

respectivamente, forman el complejo de proteinas responsables de [a expresion
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de las moléculas MHC-I (Reith y col., 1994; Louis-Plence y col., 1997; Zhu y col.,
2000; Zhu y col., 2001). ‘

Se ha observado que él ARNm de CIITA se expresa de manera constitutiva
en los mismos tejidos en que las moléculas MHC-Ii se expresan en forma
constitutiva. Por otro lado, CIITA es inducible por IFN-y y su expresion precede a
la de las moléculas del MHC-II (Boss, 1997). Ademas, ratones knock out (KO}
para CIITA no expresan moléculas MHC-Il en la mayoria de los tejidos, es decir,
tienen un fenotipo BLS (Chang y col., 1996). El conjunto de estos resultados
muestra que CIITA tiene un papel fundamental en la transcripcién de las

moléculas MHC-Il v es en este factor que esta centrado este trabajo de

investigacion. '
Grupo de Lineas celulares Lineas Defecto Cromosoma
complementacion derivadas de celulares molecular Humano
pacientes generadas
in vitro .
A BLS-2,BCH 1,2 |RJ2.2.5 CITA 16
B BLS-1, Ra - RFX-B 19
C SJO, Ro G1B (IFN-y) |RFX-5 1
D DA, ABI ~ 16.16 RFX-AP 13

Tabla 1: Grupos de complementacion BLS. Los grupos A a D estén
representados por lineas celulares derivadas de pacientes BLS y lineas celulares
obtenidas mediante tratamiento con compuestos mutagénicos. Se muestra el gen
defectuoso para cada uno de los grupos de complementacion y su localizacion

cromosomal.




1.3 El transactivador de clase Il (ClITA)

1.3.1 Caracterizacion

CIITA es un co-activador y es considerado el regulador maestro de la.
expresion de MHC-II. El gen de CIITA humano esta localizado en el cro;nosoma
16 y genera un cDNA de 4.5 Kb, que codifica para una proteina de 1.130
aminodacidos. Aunque el tamario del gen completo de CHTA hur;lano no ha sido
determinado, la contraparte murina abarca 42 kb del ADN gendmico y consta de
19 exones (Reith y col., 2001).

Ensayos de doble hibrido y far Westem blot mostraron que CIITA
interacciona con RFX-5 y que ambos son necesarios para la expresion de MHC-II
(Scholl y col., 1997). Ademas, CIITA interactia con la proteina CBP (CREB
binding protein), la cual recluta la magquinaria transcripcional a través de TFIB, y
facilita la remodelacién de la cromatina permitiendo el ingreso de factores
nucleares al promotor de MHC-I (Figura 3) (Kretsovali y col., 1998; Fontes y col,,
1999; Beresford y col., 2001; Raval y col., 2001). Por otro lado, los factores CBP y
PCAF (factor asociado a CBP/p300) participan en la acetilacion de la lisina 144 de
CIITA, hecho que facilita la translocacion al nicleo de CIITA y un aumenfo en la
actividad transactivadora de este (Spilianakis y col., 2000). Sin embargo, Harton y
cols., (2001) muestran que la actividad acetil transferasa intrinseca de CliTA y no
la de CBP es la responsable de la actividad transactivadora de CITA en la

expresion de MHC-II.




Figura 3: Modelo que muestra las mdltiples interacciones de CIITA con los
diferentes factores de transcripcién. La proteina CIITA sirve como andamio e
integrador de la transcripcién de MHC-// al interactuar con CREB, RFX-5, RFX-AP,
NFYB, NFYC, CBP y TFIIB.

CIITA actia remodelando la cromatina en los diferentes tipos celulares. Es
asi como las células tratadas con IFN-y que carecen de CIITA tienen una
estructura de cromatina cerrada en el sitio del promotor de MHC-/I. Sin embargo,
cuando CIITA es introducido, los promotores de HLA-DR, HLA-DM y cadena
invariante se vuelven accesibles y pueden ser ocupados por diferentes factores de
transcripcion (Rigaud y col., 1996: Ting y col., 1997; Wright y col., 1998).
Especificamente, en un estudio reciente se demostré que la unién de CIITA al
complejo de proteinas que se unen en el promotor de MHC-// resulta en una
acetilacion y deacetilacion de las histonas H3 y H4 en el promotor de HLA-DR,
proceso que depende del tipo de promotor MHC-II que esta siendo activado
(Beresford y col., 2001). Es asi como, la acetilacién de las histonas H3-H4 y el
reclutamiento de la maquinaria transcripcional (TFIIB, RNA pol II y TBP) para el
promotor de HLA DR es dependiente de CIITA, mientras que los promotores de

los genes DM y cadena invariante son menos dependientes de CIITA




probablemente debido a que contienen dominios adicionales de unién para otros
factores transcripcionales comparado a HLA-DR (Figura 2) (Masternak y col.,
2002).

Por otra parte, CIITA regula la expresion de otros genes ademas de los
genes MHC-II. La regulacion de MHC-1 por CIITA ha sido atribuida a una actividad
sinérgica entre ClIITA Y RelA, este itimo, un factor de transcripcion que se une al
sitio ENH-A del promotor de los genes MHC-i (Girdlestone, 2000). CIITA regula
ademds la expresion del ligando de Fas (FasL) ya que ratones KO para CIITA
sobreexpresan Fasl en los linfocitos T y B, y esta sobreexpresion disminuye
cuando se re-expresa CIITA (Gourley y col., 2001; Gourley y col., 2002). También
existen evidencias que CITA regula la produccion de IL-4, aunque esios
resultados son controversiales. Por un lado, Gourley y cols. (2002) observaron un
aumento en la secrecion de IL-4 en linfocitos T CD4+ provenientes de ratones KO
para CIITA, indicando que CHTA podria dirigir el fenotipo de los linfocitos T hacia
linfocitos Th1. Ién cambio, Otten y col., (2003) muestran que no hay diferencias en
la expresién del gen CIITA en las células T tipo Th1-Th2 y que la activacién de
linfocitos T CD4+ provenientes de ratones transgénicos para CIITA tienen un
fuerte fenotipo Th2 productor de IL-4.

Los estudios mencionados Yy la numeros;a literatura existente acerca de.
CIITA muestran que ClITA es esencial para la expresion de los genes MHC-Il y de

otros genes importantes en el desarrollo de la respuesta inmune.
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1.3.2 Dominios de la proteina CIITA

CIITA ha sido caracterizado principalmente a nivel de la estructura del gen
ya que se conoce la secuencia completa de su cDNA (Steimle y col., 1993). A
partir de la secuencia deducida de la proteina se ha determinado que CITA no
tiene dominios de interaccion directo con el ADN, pero presenta un dominio
aminoterminal de transactivacion, un dominio medio de localizacion nuclear que
une GTP y una regioén carboxiterminal que participa en la interaccién proteina-

proteina (Figura 4).

Dominio Dominio Dominio Dominio
Acidico PST GTP LRR
1-‘!25 126;322 336:702 930-1130
!__ il l, rl I_ E— _.‘[—“‘“"_']
HAT NLS1a NLS1b NLS2 G1 G3 G4 NLS3
94-132 141-159 209-222 405-414 lﬁj 940-963
421-561

Figura 4: Esquema que muestra los dominios aminoacidicos mas
importantes de la proteina CIITA. En la figura se muestra la regién con actividad
acetil transferasa (HAT), sitios importantes en la translocacion nuclear (NLS), un
sitio rico en prolina, serina y treonina (PST), un sitio de unién a GTP (G1, G3 y
G4), un sitio de translocacion citoplasmatica (NES) y una region rica en leucinas
(LRR) de CIITA.

La regién aminoterminal posee un dominio rico en aminoéacidos acidos (30-
160aa), que es importante en el proceso de activacion del promotor de MHC-II
(Zhou y col., 1995) y de interaccion con el complejo RFX-5 (Riley y col., 1995:Chin

y col., 1997b). Adyacente a esta region se encuentra una region rica en prolina,

11




serina y treonina (PST) (126-322 aa) que se divide en tres dominios: un dominio
rico en prolina (163-195aa), otro en serina (209-237aa) y otro en treonina (260-
322aa). La delecion de la regién PST conduce a la pérdida de la actividad
transactivadora de CIITA. Ademas, en [a regic’aﬁ aminotennil;al, entre Ioé
aminoacidos 94 y 132, fue localizada ia actividad acetil transferasa de CITA
(Raval y col., 2001). Por otro lado, varios trabajos muestran que mutaciones y
deleciones particulares en su regién aminoterminal generan un CITA capaz de
actuar como dominante negativo, es decir, capaz de disminuir la expresion de
fMHC-II en células que tienen expresion constitutiva (Chin y col., 1997a; Chin y
col., 1997b: Zhou y col., 1997). Recientemente, se determiné que las regiones
aminoacidicas 1-114 y 408-550 son imporiantes en la interaccién con el
transportador nuclear CMR1, que participa en la exportacion de proteinas hacia el
citoplasma (Kretsovali y col., 2001). Finalmente, en la regidbn aminoterminal se
encuentran dos regiones imporiantes en la importacién nuclear (NLS) de CIITA,
una region entre los aminoacidos 141-159 (NLS1a) y la ofra entre los aminoacidos
209-222 (NLS1b) (Figura 4) (Spilianakis y col., 2000; Raval y col., 2003).

El dominio medio de CIITA contiene las secuencias de unién a GTP que se
encuentran entre los aminoacidos 421-561. Los amincacidos 421-433 (G1)
contienen la region que une el grupo fosfato, los aminoacidos 461-561 (G3) la que
une el Mg™ y los amincacidos 558-561 (G4) la que une guanina (Chin y col.,
1997b). Las mutaciones del sitioc de unién a GTP in vitro revelaron que CIITA
carente de esta region se mantiene en el qitoplasma, debido a un aumento en la
afinidad por el transportador citoplasmatico CMR1, comparado con CIITA normal.
Por lo tanto, este dominio es importante en la importacion y exportacién nuclear de

CIITA (Harton y col., 1999; Kretsovali y col., 2001; Raval y col., 2003). La region
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aminoacidica 408-550 es importante en Ia interaccion con CMR1 y en la capacidad
de interaccion intramolecular con secuencias ubicadas en la regién aminoterminal
(1-408) y carboxiterminal de CIITA (700-970) (Kretsovali y col., 2001; Linhoff y col.,
- 2001). Por otro lado, la regién media de CIITA que incluye la region que une GTP,

también participaria en la formacién de homodimeros de CIITA que seria

importante en la asociacién con factores que se encuentran en el promotor de

MHC-I y en el transporte de CIITA al nicleo (Sisk y col.; 2001). Finalmente, la
secuencia aminoacidica 405-414 forma parte de Ia sefial de translocacién nuclear
(NLS2) (C‘ressman y col., 2001).

En la regién carboxiterminal de (:JIITA se encuentran varias regiones ricas
en leucinas (LRR) (Hake y col., 2000; Harton y col.: 2002a; Harton y col., 2002b;
Towey y col., 2002). Mutaciones sitio dirigidas de las regiones LRR altera la
actividad transactivadora de CIITA, pero no afecta la capacidad de unién de CIITA
con los factores RFX y NF-Y (Hake y col., 2000; Linhoff y col., 2001). La delecién
de la regién aminoacidica 940-963 (NLS3), encontrada en una linea ce}ular
proveniente de un paciente BLS denominada BLS-2, impide que CIITA transloque
al ntcleo, de lo que se puede inferir que la proteina CIITA deberia acumularse en
el citoplasma siendo incapaz de inducir la expresion de las moléculas MHC-II

(Cressman y col., 1999; Cressman y col., 2001; Towey y col., 2002). Por otro lado,

una mutacién en el aminoacido 469 L->P de CIITA, encontrada en una linea

celular .derivada de un paciente BLS denominado SAK (CIITA SAK), ‘puedeu

translocar al nicleo pero can menor eficiencia que CIITA saivaje (Wiszniewski y
col., 2001). Finalmente, se ha determinado que CIITA se encuentra fosforilado en
la regién carboxiterminal, lo cual podria tener relevancia en la localizacién

citoplasmatica y nuclear (Harton vy col., 2001).
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1.3.3 Regulacion del gen CITA

La transcripcién de ClITA es regulada por 4 promotores en. humano
(Promotores - 1, Ii, iil y IV) y 3 promotores en ratén (Promotores - 1, 'y iV). Los
promotores son utilizados en forma preferencial por diferentes tejidos y tienen una
alta homologia en su secuencia entre la especie humana y murina (Lennon y col.,
1997; Muhlethaler-Mottet y col., 1997).

El promotor | es utilizado por las células dendriticas ¥y macrc’:i‘agoé, el
promotor lil por células B y el promotor IV en células tratadas con IFN-y. El
promotor Ii no ha sido identificado en ningan tejido en particular. La utilizacion de
alguno de los 4 promotores de CIITA genera ARNm que contienen un primer exon
exclusivo para cada promotor y un segundo exon comun para todas las formas del
ARNm de CIITA (Figura 5). Los sitios de unién para los diferentes factores
transcripcionales'han sido identificados en cada una de los diferentes promotores
de CIITA, ¥ estos se encuentran dentro de una region de 13 kb dei genoma
humano y murino (Muhlethaler-Mottet y col., 1997).

Las células dendriticas inmaduras expresan una alta cantidad de MHC-il en
la superficie, io cual se debe a una aita actividad transactivadora de CITA
derivado de promotor | (Nickerson y col., 2061). El exén 1 utilizado por las céluias
dendriticas codifica para una region aminoterminal adicional de 129 aminoacidos
con un total de 1.235 aa, con respe’cto al generado a partir del promotor IV que
generaria un CIITA de 1.106aa (Figura 5). La region codificante del exén | de
promotor | tiene homologia a un dominio de reclutamiento de caspasas (CARD).
Se ;:lete_rminé que una mutacion puntual del dominio CARD de CIITA reduce la

capac‘idad transactivadora de este a niveles semejantes a los -obtenidos por el
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CIITA derivado de promotor lll (Nickerson y col.,, 2001). Aunque los dominios
CARDs interactiian con caspasas y estan involucrados en la regulacién de la
apoptosis, al parecer el dominio CARD de CIITA no poseeria esta misma funcion.

La expresion de CIHTA a partir del promotor |ll es principalmente
constitutiva, aunque puedé | ser inducida por IFN-y e inhibida por TGF-B
(Transforming Growth Factor-B) (Piskurich y col., 1998). Ratones KO para TGF-
desarrollan una enfermedad autoinmune como resultade de la sobre expresion de
los genes de MHC-II (Shull y col., 1992; Geiser y col., 1993). Un estudio a nivel de
AiDN sefiala que la regién aledafia al promotor Il ubicada en los nucledtidos -545
a -113 (relativos al sitio de inicio de la transcripcién) es importante para la
expresién constitutiva de C/ITA desde el promotor Il (Ghosh y col., 1999).

La ocupacién del promotor lIl se ha.estudiado recientemente a través de
ensayos de footprinting. Estos ensayos demostraron que los sitios denominados
elementos respondedores -a la activacion (ARE) fueron protegidos fuertemente y
que son esenciales para la expresion constitutiva de ClITA a partir del promotor it
(Holling y col., 2002; van der Stoep y col., 2002b; van;der Elsen y col., 2004). Por
otra parte, los sitios denominados A, B y C muestran una proteccitén débil y estos
aumentan levemente la actividad del promotor Ill (Leegwater y col., 1985; Holling y
col.,, 2002; Muhlethaler-Mottet y col., 1997;.Ghosh y col., 1999; Ho_llihg y col.,

2002).
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A Promotor | Promotor lli Promotor IV

—> —> —>
_;. Exén 1A i._.[[_—— Exén 1B — Ex6n 1C l_{[__J Exén 2-19
| |
AUG1A| AUG1 AUG
comun
ARNm Tipo | ARNm Tipo lll ARNm Tipo IV
B AUG1A AUG comun
CITA tipo | l l
Células dendriticas ARNm tipo |
Macrofagos + IFN-y
o 20D EE NN 1106 2
e W R as . 123593
AUG1BAUG comin
CIITA tipo Ill l l
Linfocitos By T 5
(células dendriticas) ARNm tipo Il
Mpstgoerinie W TEER O EM 1108
o F B R g o0 R 1130 aa
AUG comun
CIITA tipo IV
Macréfagos + IFN-y ARNm tipo IV
Células no
hematopoiéticas + IFN-y o R EEE N 1108 a2

Figura 5: A: Esquema de la region promotora de CIITA. El gen de CIITA tiene tres
promotores independientes que generan tres diferentes ARNm de CIITA (tipo I, My
I\V). Los tres tipos de CIITA se forman por corte y empalme alternativo del exén 1 con
el exén 2. Los ARNm de CIITA de tipo | y Il contienen dos sitios de inicio de la
traduccion, el primero ubicado en su respectivo exon 1y el otro en el exéon 2, que es
comun para todos los tipos de ARNm de CIITA. En cambio, el ARNm de CIITA tipo IV
tiene un solo sitio de inicio de la traduccién que esta ubicado en el exon 2. B:
Esquema de las posibles isoformas de la proteina de CIITA. Los diferentes tipos
celulares expresan principalmente un tipo de ARNm que puede dar origen a
diferentes isoformas de CIITA segun el sitio de inicio de la traduccion utilizado. Los
datos que estan entre paréntesis indican una baja expresion del tipo de ARNm o

variaciones entre las diferentes condiciones o reportes indicados en la literatura.
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La expresion de CilTA a partir del promotor IV ocurre por efecto del IFN-y
(Figura 6). Esta citoquina induce la activacion de tirosinas quinasas de la familia
de las Janus Quinasas (JAK 1, JAK 2), las cuales fosforilan el factor de
transcripcién .STAT-1a (Signal Transducer and Activator of Transcription-1a) que
se encuentran en forma latente en el citoplasma, de las células y que es en
consectiencia. translocado al nucleo (Boss, 1997). STAT-1a se une al sitio GAS
(Gamma Activating Sequence) solo en presencia de otro factor transcripcional
llamado USF-1 (Upstream Stimulating Facior-1) que se une a la caja o sitio E,
ambos sitios ubicados en el promotor IV (Muhlethaler-Mottet y col., 1998). La
expresién de CIITA a partir del promotor 1V requiere también la participacién de los
factores transcripcionales IRF-1 ¢ IRF2 que se unen al sitio IRF (Xi Y col., 1998; Xi
y col., 2001).

Recientemente se ha reportado el silenciamiento de algunos promotores de
C/ITA. Se ha demostrado que las células tumorales en estadio temprano y los
trofoblastos fetales carecen de la expresion constitutiva e inducible por IFN-y de
CIITA y de MHC-I|, probablemente debido a la hipermetilacién del promotor iV de
CHTA (van der Stoep y-col., 2002a). Por otro lado, en la diferenciacion de linfocitos
B a células plasmaticas se produce el silenciamiento de CIITA debido a la
activacion del represor transcripcional BLIMP-1 (B Lymphocyte-induced Maturation
Prote;n /) que se une al promotor Il de CIITA. De esta manera BLIMP-1 reprime la
expresion de los genes MHC-I! asi como de /i y HLA-DM (Piskurich y col., 2000).

El equivalente humano PRDI-BF1 (Positive Regulatory Domain. | Binding Factor 1),

’ha sido implicado en la pérdida de la expresion de CIfTA en celulas plasmaticas

(Ghosh y col., 2001).
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Se ha observado que los macréfagos expresan inicialmente CIITA a partir
del promotor IV, luego de cual la expresién de CIITA se produce a partir del
promot‘or | (Waldburger y col., 2001 ). En el proceso de maduracién de las células
dendriticas se silencia la expresién de CliTA producida a partir del promotor |, io
que contrasta con el aumento de la egpresic’m de MHC-I! (Landmann y col., 2601;
Villadangos y col., 2001). Finalmente, se ha demostrado que el factor SOCS-1
(Suppressor Of Cytokine Signallinb protein-1) inhibe la expresién Y union de STAT-
1a e IRF-1 a sus réspecfivos elementos de unién, afectando la expresion inducible
de CIITA a partir del promotor IV (O'Keefe y col., 2001).

Por ofra parte se ha demostrado un aumento anormal en la expresién de
ClITA 'y de moléculas de MHC-II en células de melanoma lo cual ha sido asociado
a un prondstico negativo y a la progresién de la enfermedad (Barnhill y col., 1993;
Ostmeier y col., 1999). Estudios recientes han demostrado que [a expresion
constgutiva y aberrante de MHé-ll en melanomas es el resultado de Ja expresion
constitutiva de CIITA, a partir de los promotores Il y IV (Deffrennes y col., 2061;
Goodwin y col., 2001a). Los melanomas se pueden diferenciar segtin su expresion
de MHC-II: melanomas que expresan en forma constitutiva los tres isotipos de
moléculas MHC-II (DP, DQ y DR), y aquellos que expresan principalmente dos
isotipos (DR y DP) cuando son tratadas con IFN-y (Deffrennes y col., 2001). La
expresion constitutiva de los tres isotipos se asocia ¢on una mayor malignidad de
estos tumores con respectos a los que no lo expresan, especificamente se ha
observado que la expresion de DQ se correlaciona con un mai progndstico en los
tumores de melanoma (Lee, y col 1994; Bateman y cols., 1998). Por otro lado, se
ha postulado que CIITA derivado del promotor Il es ef responsable de la expresion

de los tres isotipos de moléculas MHC-II en tumores derivados de melanoma, en

‘"
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cambio ClITA derivaido del promotor V seria responsable de la expresion de DPy
DR. Uno de los objetivos de esta tesis se centra en estudiar la participacion de las
isoformas de CIITA en la expresién de MHC-II, en particular de la expresion de
DAQ.

Finalmente, la expresion constitutiva de CIITA derivada del promotor IV se
deberia a un aumento inusual en la actividad IRF-2, debido a que IRF-1 no se
expresa en las células de melanoma (Goodwin y col., 2001b). En un estudio
diferente realizado en cerebro y corddn espinalq de ratones con encefalitis
experimental autoinmune (EAE), se observd una s;)bre-expresién de moléculas de
MHC-II debido a un aumento en la expresion de ClITA derivado de los promotores

Iy IV (Suter y col., 2000).
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gk ; Expresion inducible de

rFN-y MHC-lI
- STAT 10"~
- JAK 1,2 ' . ™
- Expresion constitutiva ' \

de MHC-lI

Figura 6: Modelo de regulacién de la expresion de moléculas MHC-II. La
expresion de CIITA a partir del promotor | o Ill es responsable de la expresién
constitutiva de las moléculas MHC-II. En cambio, la expresion inducible por IFN-y
de MHC-Il es mediada por CIITA producido a través del promotor IV. Se
desconoce como se regula la expresion de MHC-/ a través de CIITA producido a
partir del promotor Il. Se muestran los sitios de unién para los factores STAT-1,
USF e IRF. La proteina de CIITA se transporta hacia el citoplasma a través de
CMR1.
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1.4 Propuesta de trabajo . <

Los antecedentes expuestos muestran que la mayor parte de los estudios
relacionados con CIITA se han realizado a nivel del ADN o ARNm
desconociéndose casi completamente que ocutre a nivel de la proteina. Esto se
debe principalmente a la inexistencia de anticuerpos dirigidos contra CliTAyala
baja expresion de esta proteina. Es asl como las células dendriticas, las cuales
usan e! promotor |, potencialmente podrian generar proteinas de CIITA de 1.235y
1.130 aminoécidos, los linfocitos B, generarian una proteina de 1.130 y otra de
1.106 aa, en cambio las células tratadas con IFN-y, generarian una isoforma de
1.106, que es comun para todas las isoformas de CIITA (Figura 5) (Riley y col.,
1995: Lennon y col., 1997; Muhlethaler-Mottet y col., 1997). Se ha demostrado que
la expresion de los diferentes ARNm de CIITA es tejido especifico, tienen distintos
sitios de inicios de la traduccién, sin embargo, se desconoce st los productos
proteicos derivados de estos ARNm son traducidos a proteina. Uno de los
objetivos centrales de esta tesis es demostrar la existencia de la diferentes
isoformas de la proteina CliTA. En particular, determinar si los ARNm derivados
de los promotores lll y IV son capaces de generar una O varias isoformas de la
proteina CIITA. Los resultados obtenidos en células de melanoma sugieren que
las isoformas de CITA podrian estar regulando la expresion de los diferentes
isotipos de MHC-I! (DP, DQ y DR), en particular la expresion de DQ, molécula
asociada a la malignidad de 'gumores de melanoma. Adicionaimente y relacionado

con este Gltimo punto, estudiamos si estas isoformas son capaces de inducir 1a




expresion de genes no asociados a la expresi_én de MHC-II, pero que puaieran dar
luz acerca de una nueva funcién de este coactivador.

Al comienzo de esta tesis existian antecedentes aportados por la literatura
que indicaban que deleciones en la regién aminoterminal de CITA genera
dominantes negativos para la expresion de MHC-I, es decir, capaces de reducir la
expresion de MHC-II. Al respecto, nos planteamos dos alternativas que permitirian
explicar el mecanismo de accién de los dominantes negativos. Primero, los
dominantes negaﬁvos co‘mpetiriar! con CIITA salvaje por [a unién a los factores
transcripcionales RFX, NF-Y y CREB ubicados en el promotor de MHC-/I
impidiendo Ia activacién de éste. En segundo lugar, los dominantes negativos
formarian dimeros afuncionales con CIITA salvaje impidiendo la accién de este
ltimo en la activacion de los genes MHC-II. Nuestros estudios estuvieron dirigidos
a investigar la existencia de dime'ros de CIITA ya que por una parte explicaria el
mecanismo de accién de los dominantes negativos, pero mas importante estos

resultados podrian indicar un papel funcional de las diferentes isoformas de CIITA

en la regulacion de las moléculas MHC-I.
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2.  HIPOTESIS DE TRABAJO y

Existen diferentes isoformas de la proteina CliTA que se expresan en forma -
tejido-especifica, las cuales regulan diferencialmente la expresion de las

~

moléculas MHC-Il (DR, DP y DQ).
3. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo es-el estudio del papel que cumplen las
diferentes isoformas ClITA en la regulacién de la expresion de las moléculas

MHC-II.

4.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estudiar la expresion de la proteina CIITA en diferentes lineas celulares y

demostrar la existencia de diferentes formas de la proteina de CIITA.

2) Determinar si las diferentes isoformas de la proteina CIITA regulan
diferencialmente la expresion de los isotipos de MHC-Il y la expresion de
otros genes.

3) Estudiar la homodimerizacién de CITA y determinar el efecto en [a
formacién de dimeros de una mutacién puntual en CIITA que se er]contraria

en un potencial sitio de homodimerizacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.4 Clonamiento, produccién Y purificacién de las proteinas de fusion
histidina-ClITA

Clonamiento de los fragmentos de CITA: Se clonaron los siguientes
fragmentos de CITA: CUTA®™T%, CIITA%57% y CITAY®% en el vector de
expresién bacteriano pRSET-C (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA,
EEUU) y CITA™®® en el vector pET-28b (Stratagene, La Jolla, CA EEUU).
Ambos veciores contienen una secuencia de polihistidina en su extremo
aminoterminal que facilita la purificacién de proteinas de_ fusion. Las regionés que
codifican para los fragmentos aminoacidicoé CITA%57% y CIITA®*%% fueron
clonadas en el sitio Pst |y Hindlll del vector pRSETC, respectivamente. El
fragmento correspondiente a los aminoacidicos 977-1.130 fue amplificado con el
partidor sentido ClITA-2S y el partidor antisentido CHTA—SAé (EcoRl) (Anexo 1),
juego de lo cual se purificd el producto de PCR con un Kit comercial (PCR
purification system), se digirié con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRIl y
finaimente se clono en los sitios de corte correspondientes en el vector de
expresiéon pRSET-C. Los partidores ClITA-4S (Xhol) y CIITA-3AS (EcoR!) (Anexo
1) fueren utilizados para clonar CHTA'1%° en el vector pET-28b en los sitios de
cortes respectivos.

ClITA fue también clonado utilizando el préducto de PCR obtenido con la
pareja de partidores ClITA-3S(EcoRl) 'y CIlITA-4AS (Xhol) (Anexo 1) en los
vectores de expresién en mamiferos pcDNA3.1 HisB (Invitrogen), pTag 2a y
Tag3a (Stratagene). ClITA clonado en el vector pCMV2-pFlag (Sigma Chemical
CO, St. Louis, MO, EEUU) fue. obtenido a partir de Ia vdigestién con las enzimas

EcoRl y Xbal del plasmidio pcDNA3.1 HisB-CIITA.
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Todos los plasmidios que contenian las diferentes regiones de CIITA fueron
utilizados para transformar bacterias TOP10F' para expandir el ADN plasmidial.
Los fragmentos de CIITA clonados en los plasmidios pRSET-C ¥ pET-28b fueron
ademas utilizados para transformar bacterias BL21DE3plLys para expresar y
purificar las proteinas- de fusién histidina-ClITA.

Digestion enzimatica: Se realizd mezciando 2 ul de buffer de restriccion 10X, 10
U de la enzima de restriccion correspondiente Y 200-1.000 ng de ADN en un
volumen total de 20 yl."Se incubo por 90 min a 37 °C y se verifico la eficiencia de
digestion enzimatica en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. Para
purificar y aislar a partir de soluciones o geles de agarosa ios fragmentos digeriqos
con las enzimas de restriccion, se utilizaron los Kits PCR purification systermy gel
purification system de Concert, respectivamente, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se determind la eficiencia de purificacion y 1a concentracion de las
muestras mediante geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.

Reaccion de Ijgacién: Se realizd mezclando 100 ng de cada ver::tor con 1 pl de
puffer de ligacion 10X, 1 U de T4 ADN ligasa (Promega, Madison, W1, EEUU) a
una razén rﬁolar inserto: vector de 3:1 en un volumen total de 10 pl. Se incluyo un
control negativo sin inserto en la reaccion de figacion. La mezcla se incubd en un
termociclador a 8 °C por 14-16 horas. Ppsteriormente se realiz6 la transformacion
de las células competentes tal como sé describe mas abaijo.

Generacién de bacterias competentes: Las cepas bacterianas BL21DE3plLys ¥

TOP10F fueron crecidas en placas LB-agar con cloramfenicol (35 pg/mL) vy

tetraciclina (10 yg/mL) respectivamente. Una colonia de cada tipo de bacteria se

crecid a 37 °C con agitacion constante (> 200 ciclos/min) en 200 mL de medio

SOB suplementado con el antibiotico correspondiente en un matraz de 1 litro. Se
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crecieron las bacterias hasta que sé alcanzd una DOgoo de 0,5 y-luego se
centrifugaron a 2.665 x g por 10 min a 4°C. Las bacterias se resuspendieron en 10
mL de CaCl, 50 mM frio y se incubaron en hielo por 30 min. Enseguida, las
bs;lcterias se volvieron a centrifugar por 5 min y ;se resuspendieron en 4 mL de
CaCl, 50 mM frio y se mantuvieron en hielo hasta su uso.

Transformacion de bacterias competentes: Se mezclaron en tubos Falcon
(2059) 100 ng de plasmidio 0 10 pl del producto de ligacion con 100 i de la
suspensién de bacterias competentes por 30 min sobre hielo. Enseguida, se
incubaron las bacterias por 45-30 segundos a 42°C en un bafio termorregulado y
se enfriaron por 2 min sobre hielo. Se agre:g() 1 mL.de medio SOC (SOB mas 200
ul de solucién Glucosa 20% disuelta en agua) y se incubd por otros 45 min a 37°C
con fuerte agitacién. A continuacion, las bacterias se centrifugaron a 10.000 x g
por 10 seg, se dejaron en un volumen de 150 ul y se sembraron en placas LB-agar
que contenian ampiciiina (50 pg/mlL) para los plasmidios pRESTC, pET-28b,
pCMVZ-FIag y kanamicina (10 pg/mL) para los plasmidios pIRES, pcDNA 3.1 HisB
y pTAG 2ay 3a.

Las placas LB-agar se incubaron a 37°C por 24 horas y se tomaron cuatro
colonias bacterianas al azar para ser sometidas a un PCR-colonia para determinar
la presencia del inserto y la orientacién correcta de este en el vector. Las colonias
bacterianas que contenian CIITA en la orientacién correcta fueron crecidas y los
ADN plasmidiales purificados con el Kit Concert™ segln instrucciones del
. fabricante (Invitrogen, MA., EEUU) y enviadas a secuenciar al Servicio de Estudios
Avanzados de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Las bacterias que

contenian el inserto de interés fueron almacenadas en Glicerol 50% v/v a -30°C.
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Ensayo de expresion de proteinas de fusidn: Una colonia de las bacterias
transformadas con cada una de las diferentes regiones de C/ITA se crécic’: en un
tubo Falcon 2059 con 5 mL de medio LB Y su respectivo antibidtico de selecéién

hasta alcanzar un DOgqo entre 0,4-0,6. Pgsteriormente se indujo la éxpresién de
*las proteinas de fusion por 2 horas a 37°C con 1 mM isopropil-B-D(-)-
tiogalactopiranosido (IPTG) y se centrifugd a 3:000 X g por 15 min a 4°C. Se
utilizaron como controles negativos bacterias transformadas con el vector sin

inserto y bacterias no transformadas, en ausencia o presencia de IPTG,

respectivamente. Como control positivo de expresion se utilizd bacterias”
transformadas con el plasmidio pRSETC-Lac-Z. Se verifico |a induccion y el

tamario molecular de las proteinas de fusién mediante geles de SDS-PAGE
teflidos con Azul de Coomasie.

Purificacion de proteinas recombinantes: Una colonia de las bacterias

transformadas con CIITA®"1% o C||ITA**7% se crecid en 200 mL de medio LB

hasta alcanzar una DOgg entre-0,4-0,6. I_-'_’osteriormen'te se indujo la é’xpresién de

las proteinas de fusion con 1 mM de IPTG por 21 horas a 37°C y se centrifugé a

3.000 x g por 15 min a 4°C. Ei pellet fue resuspendido en 10 mL de buffer de lisis

de Guanidinio (Guanidinio 6 M, Na;PO; 20 mM, NaCl 0,5 M, pH 7.8) y se incubd

por 10 min a 37°C bajo agitacion constante. Posteriormente, se sonicé 3 veces por
10-20 seg cada vez a maxima intensidad (Sonicator® Ultrasonic Processor,

Misonix, Farmingdale, NY, EEUU), se centrifugd como antes y se recuperd el

sobrenadante. Las proteinas de fusion histidina-CIITA®™™% ¢ histidina-CIITA%S

™ fueron purificadas mediante columnas de afinidad, acopladas a niquel segun

instrucciones’ del fabricante (Xpress™ System Protein Purification kit, Invitrogen,

Life Technologies, CA, EEUU.). La concentiacion de proteinas se determiné por la
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reaccion de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EEUU.) y la pureza de las mismas

en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturantes.

52 Animalese inmunizacion

[Amunizacién Convencional: En todos los protocolos de inmunizacion se
utilizaron ratones Balb/c y conejos de 8-12 semanas de edad gue se inmunizaron |
con las proteinas recombinantes CHTAS7-1130 y CITA®®7® Los ratones se
inmunizaron con 50 yg de cada proteina recombinante diluida én 100 pl de PBS
mas 100 pl de adyuvante de Freund completo (ACF; Sigma Chemical CO, St.
Louis, MO, EE.UU). Se inmunizaron cada 7 dias por un total de 4 veces
intraperitonealmente. Los conejos se inmunizaron con 150 ug de cada proteina
recombinante y subcutaneamente. Los sueros fueron obtenidos previos a la
inmunizacion (suero pre-inmune O P.l) y una semana después de cada
inmunizacién (suero inmune 0 S.1.). Estos sueros fueron analigados por ELISA ¥
Western blot para determinar su especificidad.

Inmunizaciéon con células dendriticas: Dos millones de células dendriticas
purificadas de bazo de ratones Balb/c se ;)ulsaron por un perfodo de 3 h a 37°C
con una concentracion final de 2.5 mM de proteina CllTA977’1"13° o CHTA%™ o
bi;an una mezcla de las dos. Posteriormente las células se lavaron 2 veces con
buffer fosfato salino (PBS) y el pellet de células se resuspendi6 en 200 pl de PBS
estéril para luego ser inyectado en forma intravenosa. Al mismo tiempo se inyectd
intraperitonealmente una emulsion preparada con 50 ug de CUTAT711%0 g
(?IlT/f-"«‘*ﬁ“"795 o bien 100 g de la mezcla de proteinas recombinantes. Como contro!
se inyectd un grupo de ratones sélo intraperitonealmente con la proteina

emulsionada. Una semana mas tarde la misma mezcla de proteina emulsionada
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fue administrada como refuerzo a todos los ratones, proceso que fue repetido una
Jsegunda vez. Los ratones que fueron escogidos para preparar anticuerpos
monoclonales recibieron una dosis suplementaria de 25 ug de la proteina de
fusion, la cual fue administrada en forma intravenosa 3 dias antes de realizar la

fusion.

5.3 ELISA

Para la realizaciéon de los ensayos de ELISA, cada pozo de una placa
immuno-plate maxisorp F96 (Nunc, Naperviile, IL, EE.UU.) se cubrid con 100 uL
cie una solucién con 6 pg de proteina recombinante (CHTAS"-1% o C|ITA%S795)
diluida en 10 mL de coating buffer (NaHCO; 0,33 M, Na,CO; 0,66 M, pH 9.5). La
placa se incub6 con el antigeno toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, los sitios
libres de la placa se bloquearon por 1 h a temperatura ambiente con una solucién
de PBST (Sigma Chemical CO, St: Louis, MO, EE.UU.). Enseguida, se agregd é :
cada pocillo 50 yL de sobrenadar{te de cultiv'o de los hibridomas y se incubaron
por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavo la placa 3 veces con
PBST, se agregé a cada pozo 100 pL de anticuerpo de cabra anti-lg de ratén
conjugado con peroxidasa (BD PharMingen, San Diego, CA, EE.UU.) diluido
1:1.000 y se incubd a temperatura ambiente por 1 h. Enseguida se lavo 3 veces
con PBST y 2 veces con agua destilada. La placa fue entonces incubada con 100
UL de substrato reactivo proveniente del kit TMB Substrate Reagent Set (BD
PharMingen, San Diego, CA, EE.UU.). La reaccién se detuvo ‘despl.Jés de
transcurridos 20 min agregando 50 pL de HsPO4 1 M y se determiné la reaccion
colorimétrica midiendo la absorbancia a 450 nm en 'lun espectrofotémetro Emax

Precission Microplate Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, California, EE.UU.).
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La seleccion de los hibridomas de interés se hizo escogiendo aquellos en los
cuales el sobrenadante reconocia CITAY™11% o CITAS™, pero no ambas
proteinas. De esta manera, los anticuerpos seleccionados reconocen
especificamente CIITA y no el fragmento de histidina o aminoéacidos adicionales

que se encuentran en los vectores de expresion.

54 Generacion de anticuerpos monoclonales

La fusion se realizé con las células de bazo aisladas de los ratones
inmunizados y el mieloma murino NSO/2 segtin lo descrito por Kahler y Milstein
(1975, 1976). Brevemente, las células de bazo (2x10°) se fusionarOn. con células
del I:nieloma murino NSO/2 en proporcion 5:1 con PEG 50% en RPMI (PEG 4000,
Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, EE.UU.). Los hibridomas, hibridos de células
B con las células NSO/2, se seleccionaron en medio RPMI + FCS 10% e
hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT) (Sigma Chemicai CO, St. Louis, MO,
EE.UU.). Luego los hibridomas se cultivaron en medio RPMI + FCS 10% e
Hipoxantina timidina por dos semanas para enseguida mantenerlos en RPMI +
FCS 10%. La seleccion de los hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales contra CIITA se realizé en 2 etapas. En una primera seleccion se
utilizod la técnica de ELISA, segun se describe en el punto 5.3. Enseguida los
hibridomas seleccionados se ensayaron por Westem blot para determinar la
capacidad de los anticuerpos para reconocer ia proteina CHTA expresada en

forma transiente en células Cos7 segun se describe en 2.8.

5.5 Cultivos celulares

Lineas celulares murinas: RAG (PC) (adenocarcinoma), L(tk-) (fibrosarcoma)

fueron cultivadas en DMEM, FCS 10% (Gibco BRL, Grand Island;, N.Y. EEUU),
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CO,; 10% a 37°C; la linea Raw264.7 (monocito-fnac;éfago) fue cultivada en RPMI
1640 (Gibco BRL, Grand Island, N.Y. EEUU), FCS 10%, CO2 5% a 37°C. Las
lineas celulares RAG y L(tk-) son incapaces de expresar MHC-Il y la proteina
CiITA cuando son tratadas con IFN-y (Naves y col., 2002).

Lineas celulares humanas: Las lineas celulares 42/85 (melanoma que expresa
solo DR y DP cuando es tratada con IFN-y), BLS-2 (linea B linfoblastoide mutante
para Ia! expresion de MHC-Ii debido a una delecion carboxiterminal en los
aminoacidos 955-959 de CIITA), RAJI (linea B linfoblastoide que expresa MHC-ll y
CIITA en forma constitutiva), RJ.2.2.5A (linea B linfoblastoide derivada por
mutagénesis de las células RAJI, que presentan una gran delécion del gen CITA),
BLS-1 (linea B linfoblastoide que pertenece al grupo de complementacion B de
BLS), 6.1.6 (linea B linfoblastoide que pertenecen al grupo de complementacion D
de BLS) y 6037 (9élulas derivadas de simio) fueron cultivadas en RPMI 1640, FCS
10%, CO2 5% a 37°C; las lineas celulares Hela (carcinoma epitelial), ECV304
(epitelial) y HT144 (melanoma que expresa MHC-II constitutivamente y CIITA
derivado del promotor Ill) fueton cultivadas en DMEM, FCS 10%, CO2 10% a
37°C. Todos los medios de cultives fueron suplementados con penicilina 100 U

/mL, estreptomicina 100 ug/mL y glutamina 2 mM.

5.6 Transfeccion de células con CIITA de origen humano

Transfeccién transiente: Las células Cos7 fueron transfectadas con el gen
completo de CIITA humano clonade en el vector pCMV2-pFlag c!e expresion en
mamiferos. Se utilizé el vector sin inserto como control negativo. Para la
electroporacién, dos millones de células fueron incubadas por 10 min a

temperatura ambiente en 400 pl de RPMI FCS 10% mas 30 pg de plasmidio en un
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voiumen de 50 pl de PBS. Las condiciones de electroporacic':ﬁ fueron 400 V, 860
uF y 200 Ohm (Puise Controller Plus; Bio-Rad Hercules, Laboratorios, Inc, CA,
EEUU). Enseguida, se dejaron las células en reposo por 10 min en la cubeta de
electroporacion y se sembraron en una placa de cuitivo P100 a 37°C, C0O2 5% por
48 horas. Finalmente, se procedi6 a la extraccion de proteinas totales segtn lo
indicado en 5.7.

Transfeccion estable: Las diferentes lineas celulares fueron transfectadas con
CIITA humano clonado en diferentes vectores de expresion en mamiferos los
cuales contienen un gen de resistencia a neomicina (G418), que se usé para
seleccionar los transfectantes. Se utilizaron los vectores sin inserto como control
negativo. Las células fueron transfectadas segtin lo descrito anteriormente en
transfeccion transiente, pero esta vez las células se sémbraron en dos placas de
cultivo P100 en medios suplementados con G418 (1mg/mL) por 2-3 semanas. Una
vez due se obtuvieron colonias celulares resistentes a G418, las células se
mantuvieron en cultivo con 300 pg/mL de G418. Posteriormente, se analizé Ia

presencia de MHC-!l en la superficie de las células mediante citometria de flujo, en

cuyo caso la expresion de MHC-I fue alrededor de un 5-10%. A continuacion, se

enriquecieron las células MHC-lI+ mediante seleccion positiva con particulas
magnéticas acopladas con anticuerpos (Clausen y cols., 1998). Brevemente, 5-
10x10° células fueron lavadas 2 veces con 5 mL de verseno + FCS 5% (Buffer
Macs) a 4°C, luego incubadas por 30 min a 4°C con un anticuerpo monoc[onal de
raton anti-MHC-I! humano o murino, segtin corresponda a la linea ceIuIar diluido
en medio IF (RPMI FCS 2%). Posteriormente, se elimino el exceso de anticuerpos
con un lavado en 10 mL de buffer MACS y se incubo por 10 min a 4°C con

agitacion rotatoria con 20 ul de microesferas magnéticas acopladas con un
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anticuerpo anti-inmunoglobulina de ratén (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Alemania) diluido en 500 ui de buffer Macs. Posteriormente las células fueron
lavadas con 10 mL de buffer Macs, 'resuspendidas en 1 mL de buffer Macs y
mantenidas en hielo hasta ser pasadas a través de una columna de seleccién
positiva, utilizada segln las instrucciones del fabricante. Este procédimiento
permitio obtener un 95% de células MHC-I+ determinado por citometria de flujo.
Luego de 48 a 72h de cultivo, las células fueron clonadas mediante dilucidn limite
y se escogieron aquellos clones que fueron 100% MHC:-II+ para realizar los

experimentos descritos en esta tesis.

5.7 Extractos de proteinas

Las células fueron lisadas mediante incubacién con agitacién constante por
30 ‘min a 4°C en 350 pl de buffer de lisis completo (Hepes 10mM pH 7.9, NaCl
400mM, MgCL; 1.5mM, EGTA 0,1mM, Glicerol 5%, DTT 1mM, PMSF 0,4 mM vy
NP40 0,5%) mas inhibidores de proteasas libres de EDTA (1/4 de pastilla por cada
5 mL de buffer de lisis, Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, EEUU)
y 15 il de leupetina (1ug/mL). Enseguida el extracto celular se centrifugd a 11.000
X g por 30 miLn a 4°C, se rescat6 el sobrenadante y se determiné la concentracion
de proteinas mediante una reaccion colorimétrica (kit DC Protein Assay, Bio-Rad
Hercules, CA, EEUU). Las muestras fueron utilizadas para realkizar ensayos de
inmunoprecipitacion, inmunoblot y geles de dos dimensiones.

Para realizar los ensayos de co-inmunoprecipitacidn se lisaron las *células
con un buffer de baja fuerza iénica compuesto de Tritén 1%, Tris 25 mM pH 7’,4,
NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM e inhibidorés de proteasas tal como se

+

describi6é anteriormente.
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5.8 Inmunoblot e inmunoprecipitacion

Inmunoblot; Los extractos celulares fueron desnaturados en buffer de muestra 3X
(Tris HCI 156 mM, pH 6.8, SDS 6.25%, 2-Mercaptoetanol 12.5%, Giicerol 25% y
azul de bromofenol 0,05%) y se hirvieron por 5 min a 100°C para luego ser
cargados en un gel de acrilamida ‘al 6% para visualizar CIITA, 6 10°/;: para detectar
las proteinas de fusion. La electroforesis se realizé a 30 mA constante en buffer de
corrida (Tris 25 mM, Glicina 0,2 M, SDS 0,1%). La transferencia de las proteinas
desde el gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad
Hercules, EEUU.), se realiz. por 2 horas a 100 Volits constante en buffer de
transferencia (Metanal 20%, Tris 25 mM Glicina 0,2 M). Enseguida, para bloguear
los sitios libres de la membrana, esta se incubd durante la noche a 4°C con PBS-
Tween 0,1% (PBST) y leche descremada 5%. Posteriormente, se incubd por 1 h a
temperatura ambiente con el gnticuerpo monoclonal 7G8 (1:1.000) o anti-histidina
(1:5.000) diluido en PBST y Iéche descremada 0,2%. Se Javd la membrana 3
veces por 10 min con PBST, se incubo por 1 h a temperatura ambiente con un
anticuerpo -secundario anti-inmunoglobulina de raton (1:10.000) acoplado a
peroxidasa (Amersham, EEUU) diluido en PBST y leche descremada 0,2%.' Las
membranas se lavaron como mencionado mas arriba y se determing la presencia .
de las proteinas mediante una reaccion de quimio-luminiscencia (kit ECL-Plus,
Amersham, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Inmunoprecipitacién: Para eliminar e! marcaje inespecifico el extracto proteico
(volumen = 350 pl) fue incubado por 2 horas a 4°C con 3 L de suero normal de
conejo y 40 WL de sefarosa-proteina G 50% diluido én PBS (Amersham, EEUU).

Enseguida, se centrifugd a 5.000 x g por 2 min y se rescato el sobrenadante en un

3
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tubo nuevo. A continuacion, se incubé toda la noche a 4;’0 con 4 yL del anticuerpo
de interés (suero inmune de conejo contra CIITA 479y CIITA ¥771130 g 2 5 11g del
suero inmune contra el péptido 726GEIKDKELP'QYLALTR“”). Al dia siguiente, se
incubd por 30 min a 4°C con 25 pl de Proteina G 50% bajo agitacién constante en
un rolfer. Luego, se lavd 4 veces con el buffer de lisis completo si}1 glicerol e
inhibidores y una vez con PBS -rio. Finalmente, al complejo de proteinas
capturadas por la sefarosa-proteina G se adiciond 10 pl de bﬁﬁer de muestra 3X,
se hirvié a 100°C por 5 min se centrifugd a 5.000 x g por 2 min y el sobrenadante
se cargd en geles de acrilamida al 6%. Para los ensayos de co-
inmunoprecipitacién los lavados se realizaron .con el mismo buffer con el cual se
realizé la co-inmunoprecipitacion. La inmur{oprecipitac:'ién de MHC-Il desde
extractos proteicos marcados con biotina se realizé tal como se describe arriba,
excepto por el uso de un suero normal de ratén y del anticuerpo anti-HLA-DR

(2ug)  (Beckton, Dickinson EEUU) para realizar el pre-clearence y la

inmunoprecipitacién, respectivamente.

5.9 Citometria de flujo

La expresion de MHC-Il humana y murina en las células transfectadas con
CIITA fue detectada con los anticuerpos anti-DR-PE (Beckton & Dickinson, San
Diego, CA, EEUU) e IAE-FITC, respectivamente. 4x10° células fueron incubadas
por 30 min a 4°C en la oscuridad con los anticuerpos mencionados anteriormente
a la dilucién apropiada en 100 pl de medio DMEM FCS 2%. Luego, las células se
lavaron con PBS FCS 2%, se ‘centrifugaron a 400 x g por 4 min y se
resuspendieron en PBS FCS 2% a una concentracion de 10° células por mL 'y se

agreg6 yoduro de propidio (Pl) a una concentracién de 1 mg/mL/10°® células para
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eliminar las células muertas en la adquisicién de los datos. La fluorescencia se
determind utilizando un citémetro de flujo (FACScan Becton & Dickinson) y los
resultados fueron analizados con el programa CELLQuest. El andlisis se restringié

a las células vivas utilizando una region para FCS/SSC y Pl negativas.
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5.10 Preparacion de RNA total

El ARNm total fue purificado con el reactivo TRIzol segtn instrucciones del
fabricante (GIBCO BRL, Life Technologies, Bethesda, MD, EEUU.). Brevemente,
lag células crecidas en suspension (5x1 0° células) y células adherentes crecidas
en placas P100 fueron lisadas con 2 o 5 mL de TRIzol, respectivamente. Se
colocod el lisado en un tubo Falcon 2095, se resuspendié suavemente hasta
obtener una solucién homogénea y se incubd por 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se dividieron las muestras en 1 mL en tubos eppendorf y se
agrego a cada tubo 350 pl de cloroformo (Merck, Darmstadt, Alemania). Se mezclo
la solﬁucién TRIzol-cloroformo por inversién suave durante 20 segundos, se dejo
reposar por 1 minuto y se centrifugd a 11.000 x g por 15 min a 4°C. Se recuperd la
fase superior (500 pl) y se precipitd el ARNm con 500 Hl de isopropanol durante
18-24 horas a -20°C. Al dia siguiente, se centrifugd la muestra a 11.500 x g por 10
min a 4°C y el pellet se lavd con 500 pl de etanol 75% (Merck, Darmstadt,
Alemania) diiuido en agua-DMP—C (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, EEUU).
Enseguida, se juntaron las muestras en un solo tubo y se lavaron nuevamente con
etanol 75%. Posteriormente, se dejo secar el pellet de ARNm por 5-10 min y se
resuspendi6 el pellet en 50 pl de H20-DMPC. La calidad del ARNm ais‘lado se
evalud en un gel de agarosa al 0,8% (W&Z, Winkler L‘Itda.‘,ISantiago, Chile) tefiido

con bromuro de etidio (0,3 pg/mb) (W&Z, Winkler Lida) y se cuantificd su
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concentracion (D.Ozg) en un espect'rofotémetro 6405 UVNis (Jenway Limited,

Dunmow, Inglaterra).

5.11 RT-PCR

La reaccién de transcripcién inversa se realizc} mezclando 2 ug de RNA con
1 ug de oligonucleétido poli-dT en un volumen final de 12 pl. La mezcla se incubé
_durante 10 min a 70°C para desnaturar el RNA, Iuego de lo cual se enfrié en hielo
y se agregaron 8 ul de una mezcla de dN"FP (1,25 mM) (GIBCO BRL, Life
Technologies, Bethesda, MD, EEU[J.), buffer de reacciéon para transcriptasa
reversa, inhibidor de RNasa- RNasin® (40 U) y transcripﬂtasa inversa M-MLV-RT
(200 U) (Promega, Madison, Wi, EEUU), completando un volumen de 20 ul. La
reaccion se llevo a cabo en un termociciador (PTC-150 MiniCycler, MJ Research
INC, Watertown, MA, EEUU) durante 1 h a 42°C después de lo cgal se incubd por
10 min a 65°C para inactivar la enzima. Se realizaron controles sin RT para excluir
la contaminacion por ADN. Posteriormente, se realizaron reacciones de PCR
independientes para cada gen en estlfdiq. Se usé B-actina comt; gen de expresion

constitutiva para el control de carga de las muestras.

5.12 PCR : .

Las reacciones se realizaron en un volumen total de 25 pl, incluyendo 1 l
de cDNA, Mg,Cl 1,5 mM, dNTP (200 uM cfu), partidores sentido y antisentido
(0,25 pM clu), tam;;én de reaccion para PCR y ADN polimerasa (1,25 U) (reactivos
_de GIBCO BRL, Life Technologies, Bethesda, MD, EEUU). Las mezclas de
reaccion se sometieron a diferentes programas de amplificacién en un
termociclador (ver Anexo 1 para mas detalles) y finalmente las bandas

amplificadas se resolvieron en geles de agarosa al 1,5%, tefiidas con bromuro de

37




etidio y visualizadas en un transiluminador de luz ultravioleta. Cada gel fue
finalmente fotografiado utilizando una camara digital Kodak (DC 120 Digital
Camera, GIBCO BRL, Life Technologies) y la cuantificacion de las bandas fue
realizada con el programa NiH image.

Para la amplificacion de prbductos de CIITA a partir de bacterias (PCR-
colonia) se utilizé una muestra de cada colonia o 1 ul de cada colonia crecida
previamente en medio LB por 1-2 horas. El PCR-colonia se realiz6 usando el
partidor T7-S ubicado en el sector aminoterminal del vector y los partidores CI/TA-
OAS, CIHITA-2AS, CIlITA-BAS y CIHITA-6AS (Anexo 1 R para comprobar |a
orientacion correcta de CIITA™®  CIITAS71130 Gy p%65-795 y CIlITAYS92
respectivamente, Las colonias bacte-rianas que contenfan el inserto en Ia
orientacion correcta fueron crecidas, los ADN plasmidiales purificados con el Kit
Concert¥R segun instrucciones del fabricante (Invitrogen, MA., EEUY) vy
posteriormente enviadas a secuenciar al Servicio de Estudios Avanzados de Ia

Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

5.13 Arrays

cDNA Arrays, sondas, hibridacién y escaner: El ARNm total fue aislado con
TRIzol (Life Technologies, Inc.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Ei
AéNm’ asilado fue usado para generar hebras simples marcadas con sondas
fluorescentes Cy3 o Cy5 por transcripcion reversa. Los ¢DNA fueron usados para
hibridar portaobjetos de arrays. Para sintetizar los ¢cDNA hebras simples se
incubaron 30 pg de ARNm tfotal y 2 i de oligo dT (2 pg/ul) en un volumen total de
19 pl por 10 r_nin a 70 °C. Luego se enfriaron las mues.tras en hielo por 3 min y se

agregaron 20 pl por muestra de una solucion previamente preparada que contenia
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4 ul de dUTP-Cy3 o dUTP-Cy5 (Amersham, EEUU), 4 pl de DTT 0,1M, 2 pl de
dNTP 1,25mM/bajo en timina 0,25mM, 1 pl de'Rnasin, 8 ul de buffer 5X y 1 pl 'dc::'
la enzima transcriptasa reversa Superécript’ Il (Life Technologies, inc., MA, EEUU).
La mezcla se incubd por 30 min a 42°C y luego se agregd 1 pl exira de la enzima
transcriptasa reversa y se incubd por otros 30 min. Enseguida, se adiciond 5 pl de
EDTA 500 mM, 10 pl de NaOH 1 M mezclando vigorosamente entre cada solucion
y se centrifugaron a 12.000 x g por 1 min Se incub6 la muestra a 65°C por 20 min
para hidrolizar el RNA, se dejé enfriar por 10 min a temperatura ambiente y se
agregaron 25 upl de Tris'tHCl 1 M pH 7.5 para neutralizar la reaccion.
Posteriormente, las sondas marcadas con Cy3 y Cy5 fueron combinadas y
purificadas usando columnas Microcon segutn instrucciones del fabricante
(Millipore, Bedford, MA). Las sondas se lavaron 4 veces en la columna con 500 pi
de buffer TE y en el (itimo lavado se dejo un volumen igual a 22 pl, ajustado con
buffer TE. Enseguida, se colocaron estos 22 pl en un tubo eppendorf =nuevoﬂy se
adicionaron 2 {l (20 pg) de ADN COT-1 humano o murino segun corresponda, 1 ul
(8-10 pg) de poly(A) (ambos de Amersham, EEUU), 6.2 pl de SSC 20X y 1 ul de _
SDS 10% en un volumen final de 33.2 ul. Enseguida, se desne;turé la sonda a
100°C por 2 min en un termocalefactor, se centrifugd a 12.000 x g por 4 min y las
sondas marcadas fueron incubadas sobre un portaobjeto que contenia los arrays
procedgntes de la National Cancer Institute (NCI), los cuales fueron puestos en
camaras de hibridacién e incubados toda lé noche por 10-16 hrs. a 65°C. Al dia
siguiente, los portaobjetos fueron lavado; con SSC 1X por 1 min, SSC 0,2X por 1
min, SSC 0,05X 'ppr 30 seguqdos y centrifugadas a 400 x g por 5 min Las
imagenes de fluorescencia fueron'capturadas, por un escaner Genepix 4000 (Axon

Instruments, Inc., Foster City, CA) el cual pe'rmite balancear y analizar las sefiales.
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Los arrays 15K NIA y UNiGem fueron usados para ¢cDNA murino y humano,

respectivamente.

5.14 Analisis de los datos de arrays

Los datos de las :_i?mégenes e intensidad de las sefiales fueron almacenados
en el banco de datos del Center for Information Techniology de NIH. La razén de
intensidad Cy3:Cy5 de cada gen fue calculada y normalizada con respecto a la
intensidad de la sefial total de la correspondiente longitud de ondas en cada
hibridacion. En los datos obtenidos para cada analisis, las razones de intensidad
total estaban dentro de un rango de 0,7 a 1.25. Bajo estas condiciones se definid
razones mayores de 2 y menores de -2 como indicadores significativos de

aumento o disminucién en la expresién de los genes, respectivamente.

5.15 Marcacion de proteinas con Metionina S,

Las células Cos? transfectadas transientemente con el vector pFLAG o
pFLAg CIITA fueron cultivadas en p[aéas P-6 (500.000 células/pocillo) por 44
horas en medio RPMI 1640, FCS 10%, CO2 5% a 37°C y fuego tavadas dos veces
e inclbadas en medio sin metionina y cisteina (Sigma RPMI 7513) por 30 minutos.
Enseguida, se cambio el medio y se incubo nuevamente en RPMI 7513 mas
Metionina y Cisteina S* (250 uCi/pocillo) por 4 horas. Posteriormente se lavaron
las células con PBS y se procedié a la extraccién de proteinas tal como se

describe en el punto 5.7.

5.16 Mutagénesis sitio dirigida
La forma larga de CI/ITA producida por linfocitoes B (B-CIITA) y la corta

producida. por fibroblastos (F-CIITA) fueron generadas a partir de C/iTA clonado
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en el vector pIRES/heo (Clontech, EEUU) median::e mutagénesis sitio dirigida
utilizando el kit Quickchangem site-directed mutagenesis (Stratagene, EEUU),
segun las instrucciones del fabricante. La mutacién de CIITA en el nucleétido 118
('ATG->ATA) fue generada usando los partidores ATG1 (Ar;exo 1), de manera que
el segundo codon de inicio ubicado en el nucledtido 187 fue utilizado para codificar
F-CIITA, cuyo tamafio es igual al generado por el promotor V. B-C/ITA se genert'?
utilizando los partidores ATG2 (Anexo 1), que permitieron ml'Jtar el nucledtido 187
(ATG->GTG), de manera que la traduccién de B-ClITA comience a partir deI;
codén de inicio ubicado en Ia_posiciéal:l 116 (Figura 7). La mutacién se verificé por
ensayos de restriccion enzimatica y secuenciacion. La mutacion de aminoacido
469 L->P (SAK) fue realizada en el vector pCMV2-Flag-ClITA con los partidores

SAK (Anexo 1).

e—f o] ExoniB pjy | ExéniC Exon 2

MRCLAPRPAGSY'LSEPQ G 5 8§ @
ATG CGT TGC CTG GET CCA CGC CCT GCT GGG TCC‘ TAC CTG TCA GAG CCC CAA G GC AGC TCA CAG T

c A T M E L.
6T GCC ACC_ATG GAG TIG...

4sr coddn 249 coddn
. ¥
i}\ GTG
v ' v
F-CIITA B-CIITA

Figura 7: Mutacién sitio dirigida para generar las formas corta y larga de
CIITA. La mutacién del primer coddn de inicio de la traduccién (ATG por ATA)
permite que la traduccion de CIITA ocurra a partir del segundo codén de inicio de
la traduccion y se genere un C/ITA de tamano idéntico al derivado del promotor IV
(F-CIITA). La mutacion del segundo codén (ATG por GTG) permite que la,
traduccién ocurra a partir del primer codon, lo cuai genera un CIITA semejante al
CIITA derivado del promotor Il (B-CIITA).
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6. RESULTADOS

Para estudiar la proteina CIITA se disefioc una estrategia experimental que
permitiese la generacion de anticuerpos contra la proteina. Esta consistié en
preparar en primer lugar proteinas de fusién de diferentes regiones de la proteina
utilizando vectores de expresién procariontes, las cuales se usaron como
inmunégenos. Enseguida se cloné la proteina completa de CIITA en vectores de
expresion en mamiferos para seleccionar mediante transfeccion de CliTA en la
linea celular Cos7, los sueros e hibridomas productores de anticuerpos
es;;ec'ificos contra CliITA. En la Figura 8 se muestra un esquema de ia esfrategia

experimental para la obtencion de anticuerpos policlonales y monoclonales contra

CIITA.

6.1 Estudiar la expresién 'de Ia proteina CITA en diferentes lineas
celulares y demostrar la existencia de diferentes formas de la proteina
de CIITA

6.1.1 Generacion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales y

S

policlonales anti-CIiTA

Se generaron cuatro proteinas de fusion histidina-CIITA: CIITA 1%, clITA
9’77‘”30;CIITA‘”"'795 y CliITAY%92 Egtas fueron clonadas en los vectores pREST-
C y pET-28b que contienen en su region aminoterminal una secuencia de
polihistidinas que permite la puriﬁcaé:ién a través de una columna de niquel. El

tamario de las proteinas de fusion fue determinado en geles de poliacrilamida

- teftidos con azul de coomasie (Figura 9A) y mediante Westemn blot (Figura 9B)
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Histidina-CIITA en bacteria
. BL21pLys (DE3) .
Purificacion de proteinas de fusion
mediante columnas de niquel
Purificacion de proteinas de fusién Transfeccién de diferentes tipos
mediante columnas de Niquel celulares
Inmunizacion de Determinacién de la expresion
ratones y conejos de MHC-Il mediante citometria
Generacion de anticuerpos Seleccion positiva de células MHC-II
policlonales y positivas y clonamiento por dilucién
monoclonales anti-CIITA limitante

\ /

Determinacién de la proteina de CIITA mediante
ELISA, inmunoblot e inmunoprecipitacién

Figura 8: Estrategia experimental para la generacion de anticuerpos contra
CIITA. Fragmentos de CIITA fueron amplificados con diferentes parejas de
partidores y clonados en vectores de expresion para procariontes. Las proteinas
de fusion fueron utilizadas para inmunizar ratones Balb/c y conejos. Los sueros de
estos animales y los anticuerpos monoclonales fueron caracterizados por ELISA,
inmunoblot e inmunoprecipitacién. La especificidad de los anticuerpos anti-CIITA
fue corroborada mediante ensayos de inmunoprecipitacion e inmunoblot a partir de
extractos proteicos derivados de células de mamiferos transfectadas con CITA.
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usando el anticuerpo anti-histidina. El tamafio de las proteinas recombinantes
inducidas con IPTG fue el esperado y su secuenciacién a nivel de ADN fue la
esperada (resultado no mostrado). Las bandas de menor peso molecular que se
observan en el Western biot, corresponden a productos de degradacion de las
proteinas de fusién. Las proteinas de fusién fueron purificadas con columnas de
niquel y utilizadas posteriormente para inmunizar ratones Y conejos para generar
anticuerpos anti-CIITA. Cabe mencionar que inicialmente la region carboxiterminal
CITA %7130 (16 Kda) fue clonado en un vector que contiene una secuencia de
GST (Glutation S transferasa) en cuyo caso se generaron anticuerpos dirigidos
principalmente contra la proteina GST debido probablemente a que esta proteina
es altamente inmunogénica y ademas por su gran tamafo molecular (29 Kda) con
respecto a la proteina clonada de CIITA, que redujo considerablemente la
probabilidad de generar anticuerpos contra CIITA (resultados no mostrados).
Estos resultados nos obligaron a utilizar vectores que contienen secuencias de
menor peso molecular y que nos permitiesen una facil purificacion, es por ello que
utilizamos un vector (pRSET) codifica un péptido de 3 Kda y contiene una
secuencia de polihistidina que permite su purificaciéon con columnas de nickel.

Las proteinas de fusién histidina-CHITAY ™% ¢ histidina-CIITA**7® fueron
utilizadas para inmunizar ratones Balb/c y conejos debido a que estas son
conservadas entre las diferentes isoformas de CIITA que se generan de los
diferentes ARNm (Figura 5). En las Figuras 10 y 11 se muestra que los sueros
inmunes de conejos y rator;es son capaces de reconocer CIiITA. Se generaron
dos sueros inmunes de conejo anti-CliTA Yy se muestra el resultado de uno de
ellos. Ambos sueros inmunes fueron capaces de inmunoprecipitar CHTA
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transfectado transientemente en células Cos7 y fueron muy superiores que los
anticuerpos policlonales anti-ClITA comercializados por Santa Cruz (Figura 12).
Esto era esperado puesto que los anticuerpos comerciales fueron generados
cdntra péptidos, lo que reduce el nimero de epitopos reconocidos por linfocitos B,
en cambio nuestros anticuerpos fueron generados contra casi dos tercios de la
proteina. De alli que los sueros policlonales anti-CIITA generados en nuestro
laboratorio fueron utilizados posteriormente para realizar la mayoria de los

ensayos de inmunoprecipitacion descritos en esta tesis.
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Figura 9: Produccién de proteinas de fusién de CIITA asociadas a histidina.
Las diferentes regiones de CITA (CHTA™™0 CITAY71130 | TA%479%
CIITA®**%2) fueron clonadas en diferentes vectores de expresion procariontes,
que contienen en su region aminoterminal una secuencia de polihistidina y
transformadas en bacterias E.coli BL21pLys para su expresion in vivo. La
inducciéon de las proteinas de fusién histidina-CIITA se realizd incubando las
bacterias con IPTG por 2 hrs. A: Expresion de las proteinas de fusion histidina-
CIITA. Extractos totales de bacterias se corrieron en condiciones desnaturantes
en un gel SDS-PAGE al 12 % y se tifieron con azul de coomasie. Carril 1:
Estandar de peso molecular. Carril 2: CTA*#7%_ Carril 3: CIITA®*%32, Carril 4:
Control histidina-LacZ. Carril 5: CIITAY""'*%_B: Deteccién mediante Western blot
de las proteinas de fusion histidina CIITA con anticuerpos anti-histidina. Extractos
totales de bacterias se corrieron en condiciones desnaturantes en un gel SDS-
PAGE al 12 % y se transfirieron a nitrocelulosa. El anticuerpo anti-histidina
(1:10.000) fue utilizado para detectar las proteinas recombinantes de CIITA
asociada a histidina. Carril 1: CUTA**7%®_ Carril 2: CIITA®*%2_ Carril 3: CITAY"
1130 Carril 4: Control histidina-LacZ.
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Figura 10: Inmunoblot de extractos celulares con los sueros de conejos

inmunizados con las prote

inas de fusion CIITAY47% y CUTAY"11%, Células

Cos7 transfectadas transientemente con pFlag o pFlag-ClITA segin se indica

en la figura fueron utilizados para determinar la especificidad de los anticuerpos

policlonales de conejos anti-CIITA (20 ug de proteina por carril). La flecha indica

la banda correspondiente a Flag-CIITA. Como control negativo se hizo el

experimento sin primer anticuerpo y como control positivo se utilizé el anticuerpo

anti-Flag (1:8.000).
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Figura 11: Inmunoprecipitacién de ClITA de células transfectadas con Flag-
CIHITA. El suero del conejo inmunizado con una mezcla de proteinas de fusion
CHTAY47% y CHTAY™™% fye utilizadd para inmunoprecipitar CHTA a partir de
extractos proteicos provenientes de células Cos7 transfectadas transientemente
con el vector pFlag-ClITA (150 g de extracto proteico por inmunoprecipitacion).
Se incluye en la figura como control negativo del ensayo de inmunoprecipitacion,
el suero pre-inmune del mismo conejo utilizado para generar anticuerpos anti-
CIITA. La presencia de Flag-CITA fue detectada mediante inmunoblot utilizando
los sueros inmunes (1:500) de los ratones inmunizados con las proteinas de fusién
CUTAY*79 y CIITAS1130 ¢ | anticuerpo anti-Flag (1:8.000). La flecha indica Ia

banda correspondiente a CHITA.
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Figura 12: Inmunoprecipitacién de CIITA: comparacion de anticuerpos

comerciales con los anticuerpos generados en nuestro laboratorio.

Anticuerpos comerciales anti CIITA (2 pg de anticuerpo por inmunoprecipitacion,

Santa Cruz M-20, N-20, V-19) fueron comparados en un ensayo de

inmunoprecipitacion con los sueros de conejos anti CIITA (C1y C2) generados en

nuestro laboratorio. CIITA fue inmunoprecipitado a partir de extractos proteicos

(150 ug) de células Cos7 transfectadas transientemente con el vector pFiag-

CIITA. La presencia de Flag-ClITA fue detectada mediante inmunoblot utilizando

el anticuerpo anti-Flag (1:8.000). Como control del ensayo se inmunoprecipito

CIITA con el anticuerpo monoclonal anti Flag (2 ug). La flecha indica la banda

correspondiente a CIITA.
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A pesar que los ratones fueron capaces de generar anticuerpos
policlonales anti-CIITA con el método tradicional de inmunizacién, que consistié
en inmunizar los ratones con las proteinas emulsionadas en adyuvante completo
de Freund (ACF), no se pudieron obtener hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales anti-CliTA en 4 fusiones diferentes. Puesto que en el laboratorio
contabamos con gran experiencia en el aislamiento de células dendriticas de
ratdn, disefiamos un novedoso método de inmunizacion con células dendriticas,
ya que estas celulas son las lnicas capaces de activar linfocitos T virgenes. La
activacion de estos tltimos deberia teéricamente aumentar la frecuencia de
clones productores de anticuerpos contra la proteina de ClITA y en consecuencia,
facilitar la generacion de anticuerpos monoclionales y policlonales contra CIITA.
Por lo tanto, se inmunizaron ratones Balb/c via intravenosa con células
dendriticas pulsadas con las diferentes proteinas de fusion histidina-ClITA y al
mismo tiempo se inyectaron en forma intraperitoneal con la misma proteina de
fusion emulsionada en ACF tal como se realiza en una inmunizacién
convencional. Puesto que la inmunizacién con células dendriticas se realizaba por
primera vez con el objetivo de producir anticuerpos monoclonales, los resultados
de las inmunizaciones se compararon paso a paso con el protocolo convencional
de inmunizacion. Esta parte de! trabajo se hizo en colaboracién con Pablo Vargas,
tesista de pregrado de Ingenieria en Biotecnologia (Pablo Vargas y cols, patente
pendiente, manuscrito terminado). La inmunizacién de ratones con células
dendriticas permitio obtener titulos séricos anti-CHTA mas altos que la
inmunizacion tradicional lo que finaimente nos permitid obtener hibridomas

Capaces de producir anticuerpos monoclonales anti-CIITA.
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La implementacion de un método de seleccion de los hibridomas
productores de anticuerpos contra CHTA fue una etapa importante en esta tesis.
Si bien la primera etapa de seleccion de los hibridomas se realiz6 a través de
ELISA, usando las proteinas de fusidn mencionadas anteriormente, la
especificidad de estos anticuerpos exigidé la elaboracién de un sistema de
seleccion mediante western blot. La naturaleza de CIITA permitia predecir que la
expresion de la proteina CHTA enddgena debia ser baja en lineas celulares, por lo
tanto decidimos transfectar células Cos7 en forma transiente con un constructo
Flag-CliITA de modo de sobreexpresar CIITA en Cos7. Estas células son
utilizadas corrientemente en este tipo de experimentos ya que poseen una
eficiencia de transfeccion muy alta.

Finalmente, la inmunizacién con células dendriticas y la implementacion de
un sistema de seleccion de anticuerpos especificos contra CIITA, resultoé ser el
procedimiento COl'.l el cual se lograron generar excelentes anticuerpos poiiclonales
y monoclonales contra ClITA. Se generaron 8 anticuerpos monoclonales (isotipos
IgG), 3 dirigidos contra la regién CIITAY ™0y 5 contra CITA*7% En la Figura
13A se muestra el resultado obtenido con uno de estos anticuerpos monoclonales
el cual fue capaz de reconocer CIITA humano transfectado en células de origen
humano (Hela, ECV304 y 42/95) y murino (RAG y L(tk-)}, cuya proteina tiene el
tamafio molecular esperado y mantiene su actividad biolégica ya que permite la
expresion constitutiva de MHC-Il en las células transfectadas (Figura 13B).
Posteriormente, evaluamos la especificidad y capacidad de inmunoprecipitar
CIITA de un pool de anticuerpos monoclonales y la comparamos con el suero
generado en conejo. Para ello, células Cos7 transfectadas transientemente con

CIITA y marcadas con Metionina y Cisteina S*°, fueron utilizadas para generar los
51




extractos proteicos. Se observé que los anticuerpos monoclonales reconocen
especificamente CIITA y que la capacidad de inmunoprecipitar esta proteina, fue
inferior al suero de conejo (Figura 14). Este resultado ‘es normal ya que los
anticuerpos policlonales reconocen multiples epitopos de una proteina, mientras
que los anticuerpos monoclonales detectan epitopos Unicos de la proteina. Es por
ello que para la mayoria de los ensayos de inmunoprecipitacion se utilizaron los
sueros inmunes generados en conejo, y para revelar los Western blot los

monoclonales los cuales solo reconocen CIITA.
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Figura 13: A: Inmunoprecipitacién de CHTA transfectado establemente en
diferentes tipos celulares. El suero del conegjo inmunizado con una mezcla de
las proteinas de fusion CITA™™ y CITA*™ 1% fue utilizado para
inmunoprecipitar CIITA a partir de 4 mg de extractos proteicos provenientes de
lineas celulares de origen humano (Hela y 42/95}, simio (Cos7) y murino (RAG y
L(tk-) transfectadas establemente con los vectores que se indican en la figura. La
presencia de CIITA se detectdé mediante inmunoblot utilizando el anticuerpo
monoclonal anti-CIITA 7G8. En el caso de las células Cos7, estas se
transfectaron transientemente y se utilizaron 150 Hg de extracto proteico por
inmunoprecipitacién. B: Expresién de MHC-I en células transfectadas
establemente con CHTA analizadas mediante citometria de flujo. Las células
mencionadas én los recuadros fueron transfectadas ‘con pMyc-ClITA humano
(HeLa), HisB-CIlITA (RAG y L(tk-)), pTAG2(Flag)-CIITA (ECV304), pIRES-B CIITA
o F-ClITA (42/95). Las células transfectadas con CHTA fueron capaces de
expresar MHC-1I en la superficie celular (lineas gruesas), en cambio las células
transfectadas $dlo con el vector no expresan MHC-II (lineas delgadas). La
expresion de MHC-II de lineas celulares humanas (Hela, ECV304 y 42/95) y
murinas (RAG y L(tk-)) fue determinada con el anticuerpo monoclonal antj-HLA-
DR PE (1:100) y anti-l-A/i-E FITC (1:100), respectivamente.
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Figura 14: Inmunoprecipitaciéon de CIITA con los anticuerpos monoclonales y
policlonales anti CIITA. Se inmunoprecipité ClITA desde extractos proteicos de
células Cos7 transientemente transfectadas con el vector pFLAgG-CIITA.
Enseguida, 44 horas postransfeccion, se incubaron las células con Metionina y
Cisterna S* por 4 horas (250 uCi). Se utilizaron como controles negativos células
transfectadas con el vector vacio y un anticuerpo monoclonal anti catepsina S. La
inmunoprecipitacién de CIITA se realizé con el suero del conejo 2 inmunizado con
una mezcla de las proteinas de fusion CHITA*™*7% y CIITAY1%%y una mezcla de
diferentes anticuerpos monoclonales anti CIITA (1B52, 7G8 y 7D3). Se utilizaron
2x10° cpm por inmunoprecipitacién. La flecha indica la banda correspondiente a
CIITA.
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6.1.2 Expresién de la proteina CHTA en células que presentan
expresion endégena o inducible de moléculas MHC clase 11.

Una vez generados los anticuerpos monoclonales mediante el uso de
células dendriticas, estos fueron utilizados para estudiar si efectivamente células
que tienen expresién constitutiva de MHC-II producen una proteina CIITA
diferente de la producida por una célula sensible a IFN-y en la cual las moléculas
MHC-II son producidas por efecto de esta citoquina. Para esto se inmunoprecipité
CIITA a partir de la linea celular B linfoblastoide llamada RAJI y en dos lineas
celulares inducibles por IFN-y (HelLa y el melanoma 42/95). Como control negativo
se utilizé una linea celular B mutante que no expresa MHC-II debido a una
delecién en el gen de CIITA (RJ2.2.5). La Figura 15 muestra el resultado de la
inmunoprecipitacion realizada con un suero de conejo anti-ClITA sobre 4 mg de
extractos celulares en las células derivadas de linfocitos y 1 mg en aquellas
tratadas con IFN-y. Se observa que la linea celular RAJI produce una proteina
CIITA de mayor tamario molecular (aprox. 130 Kda) que fas células que expresan
ClITA por efecto del IFN-y (aprox. 128 Kda). Esto coincide perfectamente con lo
descrito en la literatura que indica que linfocitos B expresan principalmente un tipo
de ARNm derivado del promotor It (Figura 5), mientras que IFN-y genera una
proteina ClITA de menor tamafio derivada del promotor V. Estos resultados
demuestran ademds que los anticuerpos producidos son capaces de reconocer
tanto la proteina producida a partir del promotor Il como IV. Por otro lado se
observa que las lineas derivadas de linfocitos expresan menos CIITA que las

celulas tratadas [FN-y.
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Figura 15: Inmunoprecipitacion de CHTA en células que expresan CIITA en
forma constitutiva e inducible. El suero del conejo inmunizado con una mezcla
de las proteinas de fusion CITA**™° y CITAY™® fue utilizado para
inmunoprecipitar CIITA a partir de 4 mg de extractos proteicos provenientes de
diferentes lineas celulares. Se wusaron lineas celulares que expresan
constitutivamente CIITA (RAJI), deficientes en CIITA y MHC-Il (RJ2.2.5) vy lineas
celulares que inducen la expresion de MHC-H y CIITA (Hela y 42/95) después de
incubarlas con IFN-y (250U/mL) por 16 hrs. La presencia de CIITA se detectd

mediante inmunoblot con el anticuerpo monoclonal anti-ClITA 7G8.
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6.1.3 Ca}lracterizacién de la proteina CliTA en 1a linea celular BLS-2.

Las células BLS-2 no expresan moléculas MHC-Hl y pertenecen al grupo de
| .

complementaci,:c'm BLS de tipo A, es decir, presenta defectos a nivel de CIITA. Se
ha demostrado! que el defecto de esta linea celular se debe a una delecién
carboxiterminal: del gen CIITA, lo cual impide que ClITA entre al nlicleo y active la
transcripcion dfe las molécutas MHC-I! (Cressman y col., 1999). Bn la Figura 16 se
muestra que Ia!:s células BLS-2 expresan la proteina CITA y que esta es de menor
tamario molecular que CIITA salvaje expresado por las células RAJI en acuerdo
con lo informa!do a nivel génico (Figura 16). Una observacion interesante que se
desprende de estos resultados es la sobreexpresion de la proteina CIITA mutada,

la que representa alrededor de 5 veces mas que la expresada por las células

RAJI. Este punto fue investigado con mas detalles ya que sugigren que CHTA
podria regulafr directamente su expresién a nivel de la proteina, mediante un
mecanismo deia retroalimengaciéljl negativo que en las células BLS-2 no podria ser
activado debi(fio a que CIITA no puede translocarse al nticleo. Sin embargo, existe
otra posible iexplicacién para estos resultados es que CHTA se autorregule
mdlrectamentie a través de la expresion de MHC-Il en la superficie. Por ultimo es
posible que tanto la proteina como el ARNm de CITA provenlente de BLS-2
posean una ylda media mas larga o niveles de expresion mas altos comparados
con las célulajs RAJL

Con ell fin de evaluar estas posibilidades, comparamos en primer fugar la
expresion de] CITA de las células BLS-2 con las lineas celulares B linfoblastoides

BLS-1y6.1. 6 que no expresan MHC- Il pero que tienen el gen CIITA normal y con

la linea celular RAJ! que si expresa MHC-IL. Si la expresién de CIITA es regulada
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Il

por la expresiéh de MHC-Hl en la superficie, esperariamos en las céjulas mutantes
1

para MHC-I! (BLS-1 y 6.1.6) una sobreexpresion de CIITA. Sin embargo, la
i

expresion de QIITA en estas lineas celulares fue reducida, incluso menor que las
|

células RAJI ‘que expresa MHC-Il en su superficie, lo que sugiere que la
1

acumulacién qe CIITA no depende de la expresion de MHC-II en la superficie

(Figura 16). |

'
Por otra parte, si la regulacion de la expresion de ClITA en las células BLS-

i
2 depende de igue CIITA entre al nicleo, entonces la transfeccion de CIITA salvaje
}

debiera reduczir la expresion enddgena de ClITA mutado proveniente de BLS-2.
Puesto que Iai‘proteina CIITA de BLS-2 presenta una delecién de 24 aminoécidos,
es posible dis!tinguirla de CIITA salvaje; en experimentos de inmunoprecipitacion.
En la Figura ‘1L6 se muestra que las células BLS-2 transfectadas con CIITA salvaje

reducen la expresién endégena de la proteina ClITA mutada de BLS-2 hecho que

ocurriria a ni\}el transcripcional ya que se observo una inhibicién en la expresion
|
del ARNm de;| CIITA de BLS-2 (Figura 17). Esto sugiere fuertemente que CIITA se

3
regula a través de un mecanismo de retroalimentacion negativo a nivel

transcripcionélﬂ.
Por otfo lado observamos que las células BLS-2 y BLS-1 amplifican una

mayor cantidad de ARNm de CIITA comparado a las células RAJI, sin embargo, a
!
nivel de la p:roteina sélo las células BLS-2 y no las BLS-1 expresan una mayor

!
cantidad de:CHTA, sugiriendo la existencia de mecanismos adicionales que
' 1

regulan el proceso de traduccion o estabilidad de la proteina ClITA en estas lineas
n

celulares. |

! ,
Ya que CIITA expresado por las células BLS-2 se produce a partir del

promotor 1! nos preguntamos si este mecanismo de autorregulacion afecta la
|
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i

expresion de CIITA producida a partir del promotor IV. Para investigar este punto

se transfectaron en forma estable las células Hela 7A con el plasmidio pMyc-

|
CIITA y se determind la expresion de la proteina CIITA producida después de
!

tratamiento con 1FN-y. En la Figura 18 se muesira que ClITA establemente

i
transfectado ncj; es capaz de reprimir la expresion de CIITA endégeno
!

promotor V. |

i

derivado del

En resumen, estos resultados apuntan a la existencia de un mecanismo de

autorregulacié? de CIITA a nivel transcripcional, especifico del promotor lil e

independiente!de la expresion de MHC-IL.

U —

e

A
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Figura 16: La expresién de la proteina CIITA mutante en células BLS-2 se
reduce cuar:1d0 se transfecta CIlITA salvaje. La linea celular BLS-2 fue
‘transfectada ¢con pMyc-CIITA (salvaje) o con el vector sin inserto y se determind la
expresion deIa ClITA endégeno mediante ensayos de inmunoprecipitacion. Se
utilizaron ademas lineas celulares que expresan constitutivamente CIITA y que no
expresan MHC-II (BLS-2, BLS-1 y 6.1.6), células deficientes de CITA y que no
expresan MHC-II (RJ2.2.5) y células que expresan ambas moléculas (RAJD). La
inmunoprecipitacion de CHTA fue realizada con el anticuerpo policlonal de conejo
anti-CliTA (4 ul) y el inmunoblot con el anticuerpo monoclonal 7G8 (1:1.000). Para
el ensayo de inmunoprecipitacién se utilizaron 4 mg de exiracto proteico, excepto
para BLS-2 guie se us6 1 mg. Las diferencias de tamafio molecular se deben a
que el ClITA BLS-2 tiene una delecion de 24 aminoacidos con respecto al CIITA
salvaje que se expresa en las células BLS-1, 6.1.6 y RAJI, y de 45 aminoacidos
con respecto a las células que expresan pMyc-CIITA.

I
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Figura 17: l|1=h|b1C|on transcripcional de la expresion de CIITA endégeno en
células BLS-2 transfectadas con CHTA salvaje. Las células BLS-2 fueron
transfectadasﬂ con pMyc o pMyc-CIITA (salvaje) y se determino la expresion de
ClITA y HLA-pRa mediante ensayos RT-PCR segtin se describe en Materiales y
Métodos. La idiferencia de tamafio del amplificado de C/ITA en células BLS-2
pMyc se debé a una delecion de 72 pb con respecto al Cl/TA salvaje. No hubo
amplificado en controles sin RT (datos no mostrados). Se incluye como control
positivo de la fexpresic’m de HLA-DRu y ClITA las células RAJI. Las células BLS-1
expresan CII?%A constitutivamente y una expresion residual de HLA-DR.
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Figura 18: Lannduccién de CIITA endégeno derivado del promotor IV no es
afectada pon la transfeccién de CIITA salvaje. Las células Hela fueron
transfectadas con pMyc o pMyc-ClITA (salvaje) y se determiné la expresion de
CITA endogeno derivado del promotor IV mediante ensayos de
inmunoprecipit‘]'acién. Las células fueron tratadas con IFN-y (250U/mL) para inducir
la expresion del CHTA endégeno. La inmunoprecipitaciéon fue realizada con el
anticuerpo polfciona[ de conejo anti-CIITA (4 pl) y el inmunoblot con el anticuerpo
monoclonal 7G8 (1:1.000). Paré el ensayc de inmunoprecipitacion se utilizaron 2
mg de extracto proteico. Las diferencias de tamano molecular se deben a que
pMyc-CIITA t[ene 45 aminoacidos mas que el CIITA derivado del promotor V. El
asterisco (%) muestra una isoforma del CIITA de mayor tamafio molecular inducida

por el tratamlento con IFN-y.
I

!
I
|
|
§
|
1

62




1

]

6.1.4 D:ete,rminacién de la existencia de diferentes isoformas de la
proteina CIITA,

Anteced?antes de la literatura sugieren que el ARNm para CIITA producido
en diferentes ﬂipos celulares podria generar diferentes isoformas de la proteina
CIITA (Lennon y col., 1997; Muhiethaler-Mottet y col, 1997). En los resultados
anteriores (Figuras 15, 16 y 19) demostramos que efectivamente existen
diferentes is_ol;ormas de CITA y que estas varian en tamafioc molecular
dependiendo del tipo celular que las expresa. Sin embargo, esto no demuestra
directamente que un ARNm tipo Il o 1V, sea capaz de generar una o varias
isoformas de CIITA in vivo. Con el objetivo de demostrar fehacientemente la
existencia in vivo de diferentes isoformas de CITA, generamos mediante
mutacion sitio dirigido constructos que permiten obtener CIHTA proveniente de los
promotores Il y IV. Estos constructos fueron transfectados en forma transiente en
una linea celular gque no expresa CIITA (HeLa) y comparamos en experimentos de
inmunoprecipit;acién el tamaifio molecular de CIITA de los transfectantes con CIITA
endogeno de diferentes lineas celulares. En la Figura 7 se muestra el esquema
utilizado para ia generacion in vitro de una isoforma larga de CIITA de 1.130 aa.
(B-CIITA) y unEa corta de 1.1086 aa (F-CIITA). Se utilizé el C/ITA clonado en el
vector pIRES/meo para generar las diferentes isoformas de CIITA obteniéndose 4

1

clones de cada construccién que contenian la mutacién deseada (resuitado no

1
mostrado). Las transfecciones con estos constructos se hicieron transientemente

1

de modo de descartar cualquier mutacion que pudiera afectar la capacidad
|

transactivadoré de CHTA. La funcionalidad de los constructos se determind

analizando por citometria de flujo la expresion de MHC-II tal como se aprecia en la

Figura22. |
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Postezriormente, Comparamos el tamafio molecular de CIITA endégeno con
las isoformas B-CliTA y F-CIITA transfeétadas establemente en lineas celulares
que expresan principalmente un tipo de ARNm; un tipo celular que expresa ClITA
derivado deli promotor IV cuando son tratadas con IFN-y como las células Hela y
ofra que expresa un ARNm derivado del promotor Ill como son las células HT144
(Deffrennes y Cols, 2001). La Figura 19 muestra que el tamafio de F-CIITA es
semejante ali CIITA endégeno inducido por IFN-y en células Hela, mientras que
B-CHTA es del tamafio predicho para ClTA derivado del promotor Il generado en
las células HT144. Un resultado similar se obtuvo en Ias células de melanoma
42/95 transfectadas con ambas isoformas de CHTA, en la que se observa que
esta linea celular tratada con IFN-y genera principalmente F-CIITA (Figura 20).
Por otra parte;, cuando se transfectaron células Cos7 con ClITA proveniente del
promotor 1ll, que contiene los sitios de inicios de la traduccion para las formas
larga y corta de C/TA, se observ-é solo la presencia de la forma larga de CIITA (B-
CIITA) (Figura;21), que indica que el ARNm derivado del promotor Ill traduce una
sola isoforma de CIITA. Esta es la primera demostracién que confirma la
existencia de gos isoformas de CIITA, que provienen del uso alternativo de los
diferentes sitios de inicios de Ia traduccién, lo que se tradujo eri una reciente

publicacion (Barbieri y col., 2002).

Las bandas de menor tamario molecular encontradas en las células
tratadas con l}:N—y corresponderian principalmente a CIITA derivado de un
Procesamiento alternativo y-no a un proceso de degradacion de ClITA puesto que
no se observan estas proteinas en 'los mismos tipo celulares transfectadas

establemente con las formas F y B (Figura 19). La banda de mayor peso
] X
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i
molecular obs?rvada en las células Hela tratadas con IFN-y corresponderia a

CITA derivadoi del promator I.

'
1
1
1

HelLa/F-CIITA Hela/B-ClTA
Hella clz «cI5 cl3 clé HT144

——132kDa
128 kDa

f

Figura 19: Inmnunoprecipitacion de CIITA de la linea celular Hela transfectada

establemente con las distintas isoformas de CIITA. Las celulas fueron

transfectadas |con el vector vacio o con las distintas formas de CIITA (F y B-

CIITA). Enseguida, se realizd la inmunoprecipitacion con el suero policlonal contra
el péptido CITA ("PGEIKDKELPQYLALTR™) y el inmunoblot se revel6 con un
anticuerpo monocional anti-CIITA (R&D Systems). Las células tratadas con IFN-y

(250U/mL) sé€ indican en la figura. El tamafio molecular de la forma F-CIITA es

similar al CIHZ'A inducida con IFN-y proveniente del promotor 1V en células Hela.

En cambio Ié forma B-CIITA es del mismo tamafio que CITA derivado del

promotor i en células HT144.

1
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Figura 20: lnmunopreupltac;on de CHTA de la linea celular 42/95
transfectadafestablemente con las distintas isoformas de CIITA. Las células
fueron transfectadas con el vector vacio o con las distintas formas de C/ITA (F y B-
ClITA). Ensegurda se realizd la inmunoprecipitacion con el suero policlonal contra
el péptido CIITA (7ZGGEIKDKELPQYLALTR741) y el inmunoblot se reveld con un
anticuerpo mc%noclonal anti-ClITA (R&D Systems). Las células tratadas con IFN-y
(250U/mL) se, indican en la figura. El tamario molecular de la forma F-CIITA es
similar al CHTA inducido por IFN-y generado del promotor V.
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Figura 21: Infmunoprecipitacién de CIITA transfectada transientemente en
células Cos'?:i CIITA que contiene ambos sitios de inicio de la traduccién
genera sélo L;na isoforma de la proteina. E! suero del conejo inmunizado con
una mezcla de las proteinas de fusion CIITAY47%%y CIITAY ™" fue utilizado para
inmunoprecipit!ar ClITA a partir 150 pg de extractos proteicos provenientes de
células Cos7? t!ransfectadas transientemente con los vectores que ‘se indican en la
figura. La presencla de CIITA se detectd mediante inmunablot utilizando el
anticuerpo monoclonal anti- CIITA 7G8 48 hrs. posterior a la transfeccidn. El vector

pIRES CIITA cpntlene ambos sitios de inicio de la traduccién.
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6.2 Determmar si las diferentes isoformas de la proteina CITA regulan
dlferenmalmente la expresion de los isotipos de MHC-II y la expresion

de otros genes.
1

6.2.1 Regulacién de la expresién de los isotipos de moléculas MHC-II

por las diferentes isoformas de la proteina de CIITA.

Existen evidencias que postulan que la forma larga de CIITA es
responsable ;de la induccién de los tres isotipos de moléculas MHC-II (DP, DQ vy
DR), en cambio la forma corta de CIITA induciria solo los isotipos DP y DR. La
expresion in?ucible por IFN-y de DQ se produciria a través de un sitio
respondedor;':l IFN-y situado en el promotor 1Il de C/lITA (Deffrennes y col.,, 2001),
Para evaluar }a participacion de las diferentes isoformas de CliTA en la expresion
de los isotipo§ DR, DP y DQ, se transformaron células Hela y Melanoma 42/95
con F-CHITA y B-ClITA y se determiné mediante citometria de flujo la expresion de
los diferentesiisotipos de moléculas MHC-Il. La Figura 22 muestra los resultados
obtenidos en Jas células Hela que fueron transfectadas transientemente con F-
CllTAy B—CII%FA en la que observamos la expresion de los isotipos DR y DQ de
las moléculas MHC-II, resultado que nol concuerda con las hipdtesis que se
manejan actu%ﬂlmente en la literatura. Para probar que este resultado es mas
general realizamos este mismo tipo de experimento en una linea celular de
melanoma Ilanfnada 42/95 en la cual se ha demostrado que el tratamiento con IFN-
y induce la expresion de Dﬁ y-DP, pero no de DQ. Como se muestra en la Figura

23, al igual qpe en las células Hela, tanto F-CHTA como B-CIITA inducen Ia

expresion de DQ y también de los isotipos DP y DQ. Estos resultados demuestran
!
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1

por primera {/ez que la expresién de DQ es independiente de la isoforma de CIITA
1
i

que se franscriba, es decif, que sea producida a partir del promotor Il o 1V,

0o I . : .
dilucidando asi un punto controversial en la literatura.
|'
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Figura 22:-Ex:presi6n de DR y DQ en células Hela transfectada con F-ClITA y
B-CIITA. Anéliisis de la expresién de DQ y DR mediante citometria de flujo en la
linea celular l;deLa transfectada transientemente con las diferentes isoformas de
CHTA. La deteccion de DR y DQ se realizé 48 hrs. posterior a la transfeccion de
los distintos viectores. En la figura se incluye pIRES ClITA como control positivo
desde el cual $e originaron las formas B y F-CIITA, que tiene ambos sitios de inicio
de la trad uccic');n, y como control negativo un control de isotipo.
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Figura 23: Expresion de DP, DQ y DR en la linea celular de melanoma
humano 42/95 transfectada con F-CIITA y B-CIITA. Andlisis de la expresion de
DP, DQ y DR mediante citometria de flujo en la linea celular 42/95 transfectada
establemente con las diferentes isoformas de CI/ITA. En la figura se muestra la

media de fluorescencia para cada uno de los isotipos MHC-II.
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6.2.2 1 Participacién de las isoformas de CIITA en la expresién de

 moléculas de adhesién celular

En Ia'; literatura existen antecedentes que sugieren que la expresién de
MHC-Il en células tumorales de melanoma les confiere un fenotipo mas agresivo
ya que profducen metastasis con mayor frecuencia, y esto se correlaciona
fuertementegcon la expresidn de DQ en la supefficie celular (Alcaide-Loridan y
col., 1999). Esto nos llevé a postular que las diferentes isoformas de CHTA podian
influir no sélo en los isotipos de moléculas MHC-I| que expresan las células
tumorales, si:no también en la dotacién de moléculas de adhesién que expresan
estas célula%. En este estudio, demostramos mediante citometria de flujo que
células de rrjlelanoma transfectadas con las formas corta y larga de ClITA no

!
cambian la e:xpresién de las moléculas de adhesién LFA-1, VCAM-1, CD40, CD45
e integrina | a5 (Figura 24). Ofras moléculas interesantes, relacionadas
dltimamente i.con el fendmeno de homing celular son las quimioquinas y sus
I
receptores, Iés cuales deberian ser examinadas en este contexto cuando se

i

L . . .
encuentren disponibles anticuerpos contra estas proteinas.
|

¥
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Figura 24: Expresion de moléculas de adhesion en la linea celular de
melanoma humano 42/95 transfectada con F-CIITA y B-CIITA. Andlisis de la
expresion LFA-1, LFA-3, VCAM-1, CD40, CD45 e integrina o5 mediante
citometria de flujo en la linea celular 42/95 transfectada establemente con las
diferentes isoformas de CI/TA. En la figura se muestra la media de fluorescencia

para cada uno de las proteinas analizadas.
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6.2.3 Participacion de CIITA en la expresion de genes.
!
Aunque? todo indica que la funcion esencial de CHTA es inducir la expresion

de genes MH¢-I!, existen bastantes antecedentes en la literatura que demuestran

que CIITA puciade actuar como un represor para genes como Fas Ligando e IL-4
(Sisk y col,, ZDOO; Gourley y col., 2001). Por otro lado, como la expresion de las
diferentes isof!ormas de CIITA es tejido especifica y que estas se asocian a una
mayor malignidad de tumores derivados de melanoma (CIITA derivadas de los
promotores ll[i y V) (Deffrennes y col., 2001), es probable que estas diferentes
isoformas pafrticipen en la regulacion de ofros genes que indirectamente se
relacionan con la expresion de moléculas MHC-lI como también de genes gue
confieran un f:;enotipo de mayor agresividad a las célulaé tumorales de melanoma.
El patron de e;fxpresién de genes fue analizado mediante microarréys de clones de
células de n!‘telanoma 42/95 transfectadas establemente con las diferentes
isoformas de! CHTA obtenidos.por dilucion limite los cuales expresan CIITA y

MHC-I (thuras 13 A y B). Los resultados se compararon a células HelLa

transfectadas con la construccion pMyc CIITA en la cual la expresion de CIITA se

produce a partir del promotor Ill. Los arrays contenian 10.000 genes humanos,
|
enire los cuéles se encuentran la familia de genes de MHC-Il, moléculas de

}
‘s . . . . .
adhesion, citoquinas y moléculas relacionadas con apoptosis entre otros.
i

1
3

Los rejsuitados de los ensayos de microarrays a partir de ARNm de-células
!

humana 42/95 transfectadas con las formas B-C/ITA y F-CIITA muestran que en
E

general se inducen los mismos genes y a una tasa similar (Tabla 2). Se consideré

" PR . . .
sefial significativa todas aquellas que en promedio tuvieran una razon de

|
}
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1

intensidad de;fluorescencia de la muestra versus control transfectada con el
vector vacio die alrededor de 2. Se escogié este valor ya que es similar al valor
encontrado pa;ra el gen HLA-DO para el cual se ha demostrado recientemente que
ClITA induce: su expresion (Nagarajan y col, 2002a). Los resultados de
microarrays confirman la expresion de los genes DR, DP y DQ obtenidos en los
ensayos de ci{tometria de flujo (Figura 23). La induccion de muchos genes como
SAT, MMP1 6'§ ANXA1, entre otros, son tipo celular especifico, ya que se inducen

en fas células 42/95 transfectadas con cualquiera de las 2 isoformas de CIiTA, no

asi en las células Hela transfectadas con pMyc CIITA (Tabla 2).

Por otro lado, se observé ia expresion de nuevos genes tanto en las lineas
celulares Hella, transfectadas con pMyc-CIITA la cual genera B-CliTA, como las
42/95 transfe?ctadas con B-CIITA y F-CIITA (Tabla 2). Entre estos genes se
encuentran: /-6, Acta2, citocromo P450 y MARCKS. Nos parecid importante
analizar en mas detalles la induccién de estos genes, en particular IL-6, que
participa en efl proceso de presentacion antigénica por moléculas MHC-II (Lennon-
Dumenil y cénl., 2002), MARKCS, que participa en procesos relacionados con
fagocitosis, tli'éfico de membranas e interaccién con actina y Acta2 que participa
en procesos generales de movimiento e integridad celular (Arbuzova y col., 2002).
Se confirmé la expresion constitutiva de IL-8, MARCKS y Acta2 por RT-PCR en
las lineas celulares transfectadas o no con CIITA (resultado no mostrado), sin
embargo solio en el caso de las células HeLa pMyc-CIITA observamos una

. sobreexpresion de Acta? en contraste con los resultados de los microarrays

(Figura 23).
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Por otrai parte ya que CIITA es capaz de inducir la expresion de moléculas
MHC-II murinais, realizamos este mismo tipo de ensayo con arrays que contenian
mas de 15.000 genes murinos en las lineas celulares murinas (L(tk-) y RAG)
establemente t:ransfectadas con CIITA humano. En este caso solo se observaron
la induccién d!e MHC-I y de DM (Tabla 3). Cabe notar los bajos indices de

induccion obténidos, lo que probablemente indica que los contenidos de estos

I

]
arrays eran insuficientes.
[}

La con%:lusién méas importante de este conjunto de experimentos es que
CHTA esta inv?olucrado principalmente en la induccion de génes relacionados con
las moléculas’;MHC—Il y que las isoformas de CIITA derivadas de los promotores I
y IV no difierein en el patron de genes que ellas inducen. Es probable que para €l
caso de gene% cuya induccion es débil, MARCKS e IL-6 por ejemplo, se requiera

o b, . . . "
de iécnicas mas sensibles como Real Time PCR, como ha sido sefialado

rec:ientementé (Nagarajan y col., 2002a).

!
|
i
i
|
!
|

|
|
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! Melanoma Melanoma Hela pMyc

' 42195 42195 ClITA
Genes inducidos F -ClITA B-CIITA
HLA -DRA 18 (14-22) 17 (16-19) 16 (9-20)
HLA -DQB1 18 (14-24) 16 (11-22) 17 (5-26)
HLA -DRB1 15 (12-17) 16 (14-18) 10 (4-31)
HLA -DQAt 14 (10-16) 13 {11-15) 12 (10-14)
HL};A -DRBS 10 (9-11) 15 (13-18) 18 (15-25)
HLA -DQB1 10 (7-12) 15 (14-17) 17 (5-26)
HLA -DPA1 7.5 (7-8) 10 (6-15) 15 (5-31)
ACTA2 14 (7-20) 10 (9-11) 8,6 (4-11)
HLA -DMA 8 7 9 (5-13)
Simiilar a citocromo P450 4.5 (4-5) 7 (6-8) 8 (3-12)
HLA -C 3 4 (3-5) -
MMP16 2,5 (2-3) 2,6 -
MARCKS 3 3 4 (3-5)
ANXA1 2,4 2,5 -
Unknown 2,5 (2-3) 2, )
HLiA A 3 (2-4) 3 .
SAT 2,3 22 -
OSTF1 2 2 -
APOE 2 1,8 (1,6-2) -
e 2,1 2.4 4 (2-7)
HLA -DOA 19 1,8 2.8

|

J

i

Tabla 2: Induccién de genes en células humanas fransfectadas establemente

con CHTA. Ensayos de microarrays fueron realizados para determinar los genes

inducidos por las formas corta y larga de CHITA en la linea celular de melanoma

I
42/95. Se incluyen también los genes que se inducen en células Hela

establementé transfectadas con pMyc-ClITA. Los nimeros en la tabla representan
|

un promedio de dos experimentos de la razon de intensidades de fluorescencia de
|

las células tre‘insfectadas con CHITA y las células transfectadas con el vector vacio.

Una razén mayor a dos indi¢a induccion o sobreexpresion con respecto su control

no transfectado. Se utilizd como referencia la induccién de HLA-DO, debido que

1
este es inducido por ClITA (Nagarajan y col., 2002a).
|

‘s
|

i

76




i \‘“C' \‘ﬂo
: o ° 2
@
|
! Acta2
I IL-6
I
! MARCKS
| DR-alipha
GADPH

Figura 25: RT PCR de células Hela transfectadas con CITA. E! ARNm de las
células HeLa transfectadas con pMyc CIITA y con el vector sin inserto fueron
analizados por RT-PCR segtn se describe en Materiales y Métodos para los
genes que se muestran en la figura. Se incluyd como control de carga el producto

|
de reaccion de PCR con el gen de expresion constitutiva GADPH.

!
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Nombre

Promedio

! Genes inducidos

. RAG-CIITA
H2-Eb1 4.4
, H2-DMa 3,0
Genes inducidos
I
Ltk-ClITA
' HoDMa 3,87
H2-Ek 6,29

Tabla 3: Induccién de genes en células murinas transfectadas establemente
con CIITA. Cé’alulas RAG y L(tk-) transfectadas establemente con Histidina CIITA,

comparadas ¢on su control transfectado con el vector vacio fueron analizada por

microarrays. !_os nimeros en la tabla representan la razdon de intensidad de

fluorescencia |de las células transfectadas con CIITA con las células transfectadas

con el vector yacio de un promedio de dos experimentos.
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6.3 Estudiar la homodimerizacion de CHTA y determinar el efecto en la

formacion de dimeros de una mutacién puntual en CHUTA que se

encontt;'aria en un potencial sitio de homodimerizacién.

|
! . - rl ]
Al comienzo de esta tesis existian antecedentes que sugerfan que la

funcionalidad !de CITA dependia de una posible formacion de dimeros, ya que

!
transfecciones'; de CIlITA deficiente en un segmento de la regién aminoterminal,

reducian la eipresi()n de MHC-II en diferentes tipos celulares (Bontron y col.,

1997; Chiny éol., 1997a). Estas mutantes de CIITA se denominaron dominantes
|

negativos y su! mecanismo de accién era atin desconocido. Planteamos entonces
|

una alternativa seg(n la cual la molécula de CIITA mutante formaria dimeros con
1

la forma salvaje inhibiendo asi la accién transactivadora a nivel del promotor de

MHC-Il. Con jel fin de probar esta hipdtesis realizamos ensayos de co-

o
inmunoprecipitacion con constructos de CI/ITA clonado en dos vectores de

i

expresion diferentes asociados a histidina y a Flag. Los plasmidios histidina-ClITA
]

y Flag-ClITA jfueron co-transfectados en células Cos7, se inmunoprecipitd la
proteina histidina-CIITA con anticuerpos anti-histidina y se realizé el inmunoblot

con el anticﬁerpo anti-Flag. En [a Figura 29 se muestra que CHTA es

1

. 1 . .
efectivamente , capaz de formar dimeros y seria esta la forma como CIITA
i

|
dominate 'nega;tivo reduce la expresién de MHC-H.
{
Por otra! parte, nos parecid interesante estudiar el efecto sobre la formacion

de dimeros de'CIITA de una mutacién del aminoacido 469 L->P que se encuentra
j

en un paciedte BLS denominado SAK que expresa CITA sélo a nivel
citoplasmatico ’;(CIITA SAK). Sin embargo, cuando CIITA SAK es transfectado en
|

otros tipos ceiulares es capaz de inducir débilmente la expresién de MHC-I

1
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!
(Wiszniewski y col., 2001). Por lo tanto, el defecto en la translocacion nuclear de

CIITA SAK pddria tener relacién con la incapacidad de formar dimeros de CIITA
|

sobretodo considerando que la mutacién se encuentra en un potencial sitio de
p

homodimerizacion (Sisk y col., 2001). Con el objetivo de determinar si esta

mutacidén es iimportante en el proceso de dimerizacién se generé mediante
I

mutacion sitiofdirigida un constructo con C//TA SAK en un vector asociado a Flag.

1
Se obtuvieroh 8 clones de los cuales dos ellos fueron secuenciados y se

!
i

determiné que contenian la mutacién deseada (resulfados no mostrados).
Enseguida seE realizd un ensayo de co-inmunoprecipitacién de la forma mutante
con la constriuccién de CIITA salvaje asociado a histidina. En la Figura 29 se
muestra quetla mutacién L469P no afecta la formacion de heterodimeros de
CITA, sugiri;endo otro mecanismo responsable de la acumulacién de esta

i . .
proteina mutante en el citoplasma. Estos resultados fueron posteriormente

{ .
confirmandos por otros investigadores (Sisk y col., 2001).
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Vector-FLAG-CIITA wW.T SAK wW.T SAK
Vector-Histidina vacio vacio CHTA(W.T) CHTA (W.T)

[ «-FLAG
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Figura 26: Dirfnerizacién de CIITA salvaje y CIITA SAK. Células Cos7 fueron co-
transfectadas:f con los plasmidios segin se indicada en la figura.- La
inmunoprecipit'acién fue realizada con el anticuerpo anti-histidina (2 pg) y el
inmunoblot con el anticuerpo anti-Flag o anti-histidina (1:10.000) segin se indica
en [a figura. Pt::ira los ensayos-de inmunoblot e inmunoprecipitacion se utilizaron 60
Hgy 1 mgde éxtractos proteicos, respectivamente.

) U R
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7. DISCUSION
§

1

Las moléculas MHC-Il se expresan en Ia superficie de las células
1
p.resentadoras %de antigenos (células dendriticas, linfocitos B y macrofagos) y son
esenciales en Jla respuesta inmune celular y humoral de todos los vertebrados.
t
Estas molécula?s presentan péptidos antigénicos a los linfocitos T de ayuda CD4+,

los cuales participan en la respuesta inmune contra patégenos al activar a

macréfagos (in:munidad mediada por células) y a linfocitos B (inmunidad humoral).
La expresion ;de MHC-I en la mayoria de los tipos celulares estd regulada

transcripcionalmente por el factor denominado ClITA. El gen de C/TA presenta

caracteristicas bien particulares, como son la existencia de 4 regiones promotoras

diferentes, qu&% generan ARNm c‘ie tamafios diferentes los que se relacionan con la

expresion cor!lstitutiva o inducible de las moléculas MHC-II en diferentes tipos

celulares. Sin ien‘1bargo, a pesar del conocimiento que se tiene de la estructura del

gen de CIITA| al comenzar esia tesis se desconocia si los transcritos de este gen
:

generaban pl‘f'oteinas de CIITA de diferentes tamafos, ni cual podria ser la

i
importancia b}olégica de estos. En este sentido, planteamos como objetivo central

estudiar la prbteina CIITA, en particular la existencia de posibles isoformas, y su

participacion en la regulacién de las moléculas de MHC-H.
i

I

¥
L

7.1 Generaclon de anticuerpos monoclonales contra CilTA; células

dendrltlcas ysuusoenla generacion de anticuerpos monoclonales.
I
:

Tal como se menciond, este trabajo se focalizo en el estudio de la proteina
i

CIITA, parajlo cual fue necesario en primer lugar producir una herramienta
]
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I
i
indispensable:para estudiar una proteina como es la generaéién de anticuerpos.
i
Las dificultades encontradas en laboratorios de todo el mundo-para la produccién
de anticuerpos anti-CIiTA se deben probablemente a propiedades intrinsecas de

esta proteina relacionadas con [a inmunogenicidad, induccién de tolerancia o bajo
|

3 I Ll » -

nivel de expr?smn. Por lo tanto, uno de los objetivos fundamentales para la

}
realizacion de’ esta tesis fue en primer lugar desarrollar una estrategia que nos

permitiera la obtencién de anticuerpos tanto policlonales como monoclonales
I

contra CHTA. ‘

La primfera estrategia para generar anticuerpos monoclonales contra ClIITA
| . . . .
fue producir proteinas recombinantes de diferentes regiones de Ia proteina, de

manera de aumentar las probabilidades de encontrar alguna regién de la proteina

con propiedades inmunogénicas. Se escogioé producir proteinas asociadas a una

cola de po!ihis;tidina, de manera de poder visualizar y purificar CIITA gracias a Ia

t

utilizacion de :emticuerpos comerciales anti-histidina y columnas de afinidad de

niquel, respectivamente. Por otra parte, CIITA fue clonado en diferentes vectores

eucariontes para producir ClITA asociado a otros marcadores, distintos de la cola

)
de polihistidina) y poder de esta manera discriminar entre los anticuerpos dirigidos

contra CIITA o contra el motivo de histidina, los cuales en nuestra experiencia
j . . o
fueron muy frecuentes. Sorpresivamente, cuando estas proteinas de fusion se

utilizaron como inmundgenos, todas ellas fueron capaces de generar una
!
respuesta inmune contra CIITA tanto en ratones como en conejos, determinado ya

!
sea por EL!SA; (Vargas P y cols., manuscrito terminado) o por inmunoblot de

extractos de céjlulas Cos7 transfectadas con C/ITA asociada a Flag (Figuras 10 y

1

11). La funcionalidad de los diferentes constructos de CIITA fue confirmada

i

indirectamente ‘mediante su transfeccion en lineas celulares que no expresan
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MHC-I en forfna constitutiva, en las cuales demostramos por citometria de flujo
que los constructos permitian la expresion de MHC-II (Figura 13). Es interesante
sefialar que to}:ias las proteinas de fusion generaron sueros policlonales con titulos
razonablemente buenos en experimentos de Western blot, sin embargo en varias
fusiones indegendientes no se obtuvieron hibridomas productores de anticuerpos
monoclonales[ anti-ClITA usando el método clasico de inmunizacion, es decir,
repetidas inyecciones intraperitoneales de la proteina emulsionada en adyuvante
de Freund. E:sto a pesar que el nimero de hibridomas producidos estuvo en el
rango normal ;:(200—300 clones por fusion), considerando el protocolo experimental
en uso en nuestro laboratorio. Estos resultados parecen mostrar en primer tugar
que contrariamente a lo postulado, CIITA no es poco inmunogénica y que la

i

dificultad en !obtener hibridomas -anti-CliITA se deberia a que el nimero de
i

linfocitos B a‘jctivados por los métodos tradicionales es insuficiente como para

lograr estadisiticamente hibridos productores de anticuerpos contra CIITA.

Una estrategia original para resolver este altimo punto fue aprovechar la
caracteristicaide las células dendriticas de ser las Unicas células presentadoras de
antigeno que;tienen todo el arsenal de moléculas accesorias para la activacion de
linfocitos T vi;rgenes de ayuda, los cuales son necesarios para la maduracién de
linfocitos B a células productores de anticuerpos o plasmocitos (Banchereau y col.,
1998). En consecuencia desarrollamos un nuevo método de inmunizacién que
utiliza células dendriticas pulsadas in vitro con las diferentes proteinas de fusion

|
CIITA, las cuales son inyectadas en forma intravenosa a ratones isogénicos. En
vista de las' dificultades encontradas anteriormente para la produccion de

anticuerpos ;monoc[onales anti-CliTA, se reforzé el protocolo de inmunizacion

inyectando allos ratones, al mismo tiempo que las células dendriticas, la proteina
4.

i
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emulsionada |en adyuvante completo de Freund (ACF). lLos ratones asi
inmunizados mostraron titulos séricos especificos contra CIITA, detectables
inmediatamen;te despues de la segunda inmunizacidn, con titulos notablemente
mas altos que los obtenidos en aquellos ratones inmunizados sélo por el método
tradicional. E;ste mismo resultado fue observado en ratones inmunizados con
células dendri:cicas pulsadas con péptidos acoplados a un potente adyuvante como
es KLH (key Liimpet hemocyanin) comparado a la inmunizacion tradicional (Vargas
P y cols, patente pendiente, manuscrito terminado).

La capacidad de las células dendriticés de potenciar una alta respuesta
inmune humoral contra diferentes inmundgenos se debe por una parte a una
eficiente prese;:ntacién antigénica a los LT CD4+ de ayuda, lo que a su vez permite
una eficiente activacién de linfocitos B (Banchereau y col., 1998: Palucka y col.,

i
2002). Por otra parte se ha demostrado que las células dendriticas son capaces
de activar directamente a los Iin.focitos B (Dubois y col., 1997; Dubois y col., 1998).
Por lo tanto, éstos antecedentes sugieren que la alta respuesta inmune humoral
en rafones infmunizados con celulas dendriticas, aumenta la probabilidad de

E

obtener hibridomas productores de anticuerpos especificos.
1

La generacion de anticuerpos monoclonales requirié necesariamente
implementar un sistema de seleccion de anticuerpos especificos contra CIITA que
sea lo mas ce:jrcano a lo que octirre in vivo. Esto se logré expresando CIITA en
celulas Cos?j; las cuales sobreexpresan grandes cantidades de CIITA,
comparadas cf::n células que expresan CIITA en forma enddgena, y la expresion
en células dé mamifero confiere ademas a la proteina CIITA las posibles
modificacionesf postraduccionales, como por ejemplo fosforilacién, modificaciones

f

i . . )
que no se logran en un sistema de expresion procarionte.
|
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El uso de células dendriticas en conjunto con un sistema de seleccion de

]
|

los hibridomas productores de anticuerpos permitié la generacién de 8 anticuerpos

monoclonales: confra CIITA, los cuales reconocen CITA ftransfectado
transientememte en células Cos7 (Figura 13) y CIITA endégeno de diferentes tipos
celulares (FiQUra 15 y 186). Estos anticuerpos monoclonales, contra diferentes
regiones de la proteina CliTA, no fueron capaces de inmunoprecipitar CIITA tan

t
eficientemente como un suero inmune generado en conejo (Figura 14). Por esta

razén los estudios de CHTA enddgeno en diferentes lineads celulares se realizaron
}

I . . . e ..
usando en forma secuencial los sueros policlonales para la inmunoprecipitacién y

los anticuerpos monoclonales para la visualizacién en Western blot.

|
Se realizaron varios intentos para inmunoprecipitar CIITA de origen murino
b

en diferentes tipos celulares, sin embargo, los anticuerpos producidos reconocen

!
aparentemente solo la proteina de origen humano (resultados no mostrados).
Finalmelnte, es importante sefialar que los anticuerpos generados en
nuestro labora;torio estan dirigidos contra los Gltimos dos tercios de la proteina
CIITA por lo I;que reconocerian todas la isoformas generadas a partir de los
1
diferentes promotores e inicio de la traduccion previamente descritos por

Muh[ethaler—Mcf;ttet y cols (1997). Por estas razones estos anticuerpos representan

herramientas muy valiosas para futuros estudios.

!
7.2 Laexpresion de diferentes isoformas de la proteina CITA.
H

Las diferencias en tamafio molecular de las distintas formas de CITA

observados en'la Figura 19, sugiere la existencia de diferentes isoformas de [a
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proteina CHTA. Varias hipotesis se han planteado con el objetivo de explicar estos
|

resultados! uso alternativo de los diferentes promotores de C/ITA en los diferentes
!

tipos celulares (Figura 5) (Lennon y col., 1997; Muhlethaler-Mottet y col., 1997),
procesamienlﬁto alternativo (Riley y col., 1995) o modificaciones post-traduccionales
(Liy col., 20(?1)‘

Los resultados de esta tesis muestran, en conjunto con los antecedentes

1

aportados en la literatura, que cada tipo celular expresa principalmente un tipo de
1

ARNm mensfajero para CHTA (Muhlethaler-Mottet y col., 1997) y que este es
1
capaz de gerﬁerar una de las isoformas de la proteina de CIITA (Figuras 19). Por

ejemplo, las células Hela tratadas con IFN-y inducen principalmente la expresion

de un ARNm; derivado del promotor IV, que a su vez genera la principal isoforma

detectada a inivel proteico por ensayos de inmunoprecipitacion (Figura 19). En
cambio, la liﬁ:ea celular HT144, cuya inusual caracteristica es expresar C/ITA a
partir del pro:inotor It cuando estas células son tratadas con IFN-y (Deffrennes, V'y
col 2001), expresa principalmente una proteina CIITA que es de mayor tamario
molecular qu_:e CIITA derivado del promotor IV (Figura 19). Estos resultados fueron

confirmados cuando se observé que las células transfectadas con las formas F y

|

B-ClITA generaron productos proteicos de un tamafio molecular idéntico al CIITA

expresado in:vivo por las células HelLa y HT 144, respectivamente (Figura 19). Por
i
otro lado, las células Cos7 transfectadas con el CHITA derivado del promotor Il,

que tiene los!sitios de inicio de la traduccion intactos para generar las formas B y

F-CIITA, solo expresaron la isoforma B-CIITA (Figura 21). Por lo tanto, nuestros
resultados indican que un tipo de ARNm genera principalmente una proteina CIITA
1

de un sélo jtamafio molecular y que esta isoforma es la que se expresa
: I

principalmenfe en un determinado tipo de célula.
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1

Las banljdas de menor tamafic molecular encontradas en las celulas
tratadas con IFN"Y o en las células que expresan constitutivamente CIITA (Figura
19), no corresponderian a productos de degradacién, ya que estas isoformas no
se observan en los mismos 1ipo celulares transfectadas establemente con las
formas F y B. Probablemente, las formas de menor tamafic de CHTA son
originadas por‘_procesamiento altérnativo, en cuyo caso la mayoria de éstas son
afuncionales, e;s decir, no son capaces de inducir la expresion de MHC-I! (Riley y
col., 1995). Pojr otra parte, ia banda de mayor peso molecular que se expresa en
las células H:eLa tratadas con IFN-y, corresponderia al CliITA derivado del
promotor |, puesto que su peso molécular es mayor que la isoforma derivada del
promotor Il o ;B-CIITA (Figura 19). Esto' concuerda con lo descrito por Waldburger
y cols 2001, éque observaron la induccién del ARNm derivado del promotor | en
macrofagos tratados con IFN-y.

La existencia de las diferentes isoformas de CIITA tiene varias implicancias
fisiologicas en la regulacion de la expresion de las moléculas MHC-IL.
Comparativanﬁente, los niveles de expresion de moléculas MHC-Il en la membrana

plasmatica de las células B es mayor que en celulas tratadas con IFN-y. Sin

embargo, la expresion de la proteina CIITA en células B es menor gue en celulas.
tratadas con {IFN-V (Barbieri y cols, 2002). Esto sugiere que B-CIITA puede tener
caracteristica;s fisicoquimicas que lo hacen ser mé;*, estable, o bien tener una
mayor vida media en el complejo transpripcional que la forma corta o inducible de
CITA (F- ClITA) Por otro lado, 1as diferentes isoformas de CIITA encontradas en
un tipo celular pueden formar dimeros o heterodimeros de CHTA entre las

diferentes lsoformas y de esta manera tener diferentes mecamsmos para regular

la expresion de MHC-I1. Recientemente, se determind que CIITA proveniente del
t
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promotor | tie?e mayor actividad transactivadora que CIITA tipo lil (B-CHTA), y
esto ha sido ;;asociado a la presencia de sitios CARD que podrian facilitar la
interaccion con otras proteinas(Nickerson y col., 2001; Harton y col., 2002a). Cabe
destacar que CHTA producido a partir del promotor | esta presente principalmente

en celulas dendriticas en las cuales el nivel de expresion de las moléculas MHC-I!
i

les confiere funciones diferentes. Células dendriticas inmaduras tienen bajo nivel

I
b

I

! . .
antigenos, mientras que la maduracion estd acompariada por un alto nivel de
J

de expresion de MHC-Il y son células con gran capacidad para | procesar
expresién de ;MHC-II, pérdida de la funcién procesadora y adquisicion dé un
fenotipo de célula presentadora de antigeno (Landmann y col., 2001; Villadangos y
col., 2001). Po} lo tanto, la presencia de una o mas isoformas en un determinado
tipo celular pe;rmitiri'a, a través de la formacién de diferentes heteradimeros,
mecanismos d{e regulacién de la expresién de MHC-II.

Por otra parte, en algunos casos observamos formas mas pequefias de
CIITA, las cugles no provenian de productos de degradacién, expresadas
constitutivamente o inducidas por IFN-y, que pensamos podrian corresponder a
isoformas de ;fla proteina que se comportarian como dominantes negativos,
formando heteradimeros afuncionales con la forma completa de CIITA (Bontron y
col., 1997; Chiq y col., 1997a). Si este fuera el caso, la regulacion de MHC-II seria
el resultado defé balance de las formas de CHTA que actian activando la expresion
de MHC-lI cc%n las formas que actlan como dominantes negativos. En
consecuencia, t:fomo existe mayor cantidad de la forma completa de CIITA en las
lineas celulares; estudiadas, el balance seria positivo para la expresion de MHC-II.
En cambio, un %aumento de las isoformas que actiian como dominantes negativos

H

con respecto afla forma completa de CIITA regularia negativamente Ia expresion
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de MHC-II, p;roceso que podria estar ocurriendo en la diferenciacion de finfocitos B
a células pla‘lsméticas, en cuyo caso se reprime la expresién de MHC-Il cuando
ocurre la diferenciacion celular.

Por ofro lado posibles modificaciones post-traduccionales tales como
fosforilacionegs podrian explicar en parte las diferentes isoformas de CIlTA
encontradas en las distintas lineaé celulares. Este punto fue analizado en el curso
de esta tesié y no detectamos fosforilacién de CITA en treonina y tirosinas
(resultado no mostrado), aunque paralelamente otros autores observaron que
CliITA se fosfci)rila en serina (Li y col., 2001). Recientemente se ha demostrado gue
la fosforilacion de CITA en la region C-terminal disminuye la actividad
transactivado;ra de CIITA, en cambio la fosforilacién de la region amino terminal
aumenta la c?pacidad de formar dimeros como también la capacidad de inducir
MHC-II (Tosiy y col., 2002). Estos autores observaron ademas que CIITA se
expresa mayOritaria’mente como una forma no fosforilada en células U937, en
cambio en cé‘lulas Cos7 se expresa principalmente la forma fosforilada. Ya que
nuestros resuiltados demuestran que todas las lineas celulares transfectadas con
ClTA expreséan un sélo tamafio molecular de CIITA, esto sugiere que ambas
formas de CII?!'A se expresarian al mismo tiempo, probablemente una de ellas se
expresaria en: muy bajas concentraciones con respecto a la ofra o bien, ambas
formas poseen la misma movilidad electroforética, razén por la cual observamos

una sola proteina en geles desnaturantes.
1

l
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7.3 Dimerizacién de CHTA y funcién transactivadora.

1

La presencia de regiones ricas en LRR las cuales permiten una interaccion
préteina-prot?ina y la existencia de mutantes de CIITA generados in vitro que se
comportan como dominantes negativos, reprimiendo la expresion de MHC-I, son
antecedentes: gque sugieren que CIITA podria formar dimeros. En este trabajo
demostramosil directamente que ClITA es capaz de formar dimeros. Para esto se
realizaron e?fsayos de .co-inmunoprecipitacion a partir de extractos proteicos de
células Cos7,co-transfectadas transientemente con un vector que contiene el gen
de CIITA asociada a una cola de polihistinas y otro vector con el gen de ClITA
asociado a Ii[ag (Figura 26). Nuestros resultados concuerdan con antecedentes
recientementgz reportados en la literatura que muestran la dimerizacion de CIITA,
y que adicionalmente demuestran la importancia de esta dimerizacion en el
proceso de translocacién nuclear como para la actividad transactivadora de CIITA
(Sisk y col.,} 2001; Tosi y col, 2002; Raval y col.,, 2003). El proceso de
translocaci()nf nuclear comenzaria cuando GTP se une a CHTA permitiendo la
formacion dej un dimero de CHTA. La formacién de este dimero esconderia las
sefiales de e;xportacic')n nuclear NES y se expondrian las sefiales de importacién
nuclear NLS; La formacion del dimero, en conjunto con la acetilacién de CIlITA
mediada porgPCAF, facilitarfa la translocacion nuclear y el poder transactivador de
CIITA para pFrmitir la expresion de los genes de MHC-I/ (Spilianakis y col., 2000;
Raval y col.,: 2003). Posteriormente, el dimero de CIITA se une al promotor de
MHC-II activando la expresion de estos genes, luego de lo cual monomeriza

exponiendo I:as sefiales de exportacidon nuclear NES permitiendo entonces que

CIITA se una‘; al transportador CMR1 y sea exportada al citoplasma (Raval y col.,
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2003). Un meicanismo similar de regulacion de transporte nuclear ocurre cuando
IkB y Ca™ esconden los sitios NLS de los factores transcripcionales NF-kB y NF-
AT respectivaimente, impidiendo la transtocacién al nucleo (Beg y col., 1992; Zhu
y col., 1999), Finalmente, otro sistema que presenta este mecanismo es la
conversion de tetrameros de p53 a mondmeros o dimeros lo cual deja expuesto
sitios NES que permiten la sa[idé de este factor al citoplasma (Stommel y col.,
1999). !

Recientemente, Wiszniewski y col., (2001) informaron de Ia existencia de un
paciente BLSllamado SAK que presenta una mutacién puntual en el aminoacido
469 L->P de CHTA que a diferencia de oiros pacientes con el sindrome BLS, es
un adulto sano. Especificamente se determiné que la proteina CIITA SAK se
acumula en el citoplasma, semejante a lo que ocurre con CIITA derivado de la
linea celular :BLS-Z, pero presenta una actividad transactivadora de moléculas
MHC-II reducida, a diferencia de CITA BLS-2 que no es capaz de inducir la
expresion de g?MHC—II (Cressman y col., 1999; Wiszniewski y col., 2001}, Como
esta mutacic’ari se encuenira en la regidén cercana a la union de GTP, region
importante en la homodimerizacion (Sisk y col., 2001), postulamos que CIITA SAK
tendria un impedimento en [a formacién de dimeros. En este contexto nuestros
resultados indican que la mutacion puntual 469 L->P no afecta la formacion de
dimeros CIIT{\ SAK con la contraparte salvaje (Figura 23), contrario a lo
observado por Sisk y col (2001) que muestran que las mutaciones de los
aminoacidos {469 y 470 por alanina afectan la formacién de dimeros. Si el
fendmeno de c’i:limerizacién de CIITA SAK no se ve alterado y tomando en cuenta

que la mutacié;n esta localizada en la regién cercana al sitio de union de GTP, es

probable entoﬁces que la acumulacién de CIITA SAK en el citoplasma se deba a
I
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un aumento: en la tasa de translocacién hacia el citoplasma debido a un
incremento en la afinidad por el transportador CMR1, fendmeno semejante a lo
que ocurre cuando CIITA no tiene la regidn de uhion a GTP (421-561aa) (Raval y
col., 2003). ;Nuestros resultados permitirian explicar el Unico paciente que
sobrevive en!edad adulto a esta enfermedad ya que la mutacién no afectaria la
capacidad triansactivadora de CIITA. En un contexto mas fisiologico seria
importante e\:/aluar el efecto de esta mutacion en 1d formacién de dimeros entre

CHTA mutan!tes, para tener una completa informacién de este fendmeno de

dimerizacion,

7.4 Regulacién de la expresién de MHC-Il: un mecanismo de

|
retroa’imentacién negativo.

Una opsewacién interesante que se desprende del estudio de la proteina
CIITA es la spbreexpresion de ésta en la linea celular BLS-2 comparada a la forma
salvaje de CJITA que se expresa en la linea celular RAJI, 6.1.6 y BLS-1 (Figura
16). En relac';én con el gen ClITA de las células BLS-2 se ha demostrado que este
presenta unagl delecidén en la regién de translocacion nuclear NLS3 (nucledtidos
2.818 al 2.890), razon por la cual la proteina no es capaz translocar al nicleo e
inducir la ex;;)resién de MHC-II (Cressman y col.,, 1999). Sin embargo, el defecto
en la translc?cacién nuclear de la proteina CIITA BLS-2 no explica la notable
acumulaciénide la proteina observada en nuestros experimentos (figuras 15y 16).
Una posible %explicacién de ‘Ia alta acumulacién de la proteina CIITA BLS-2 podria

deberse a [a falla en un mecanismo de regulacion negativa dependiente o no de la

expresion de|MHC-II. Si la acumulacion de la proteina CIITA BLS-2 dependiese de
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la expresion d;e MHC-II, deberiamos observar en lineas celulares mutantes para la
expresion de :MHC-II pertenecientes a los grupos BLS B y D, que expresan CITA
normalmente,:una expresion por sobre lo normal de ClITA. Sin embargo, nuestros
resultados in;dican que los niveles de expresion de la proteina CIITA es
independiente de la presencia de las moléculas MHC-II (Figura 16). Enseguida,
nos pregunta:mos si la incorporécién de CIHTA salvaje en las células BLS-2
reduciria la ' expresion enddgena CIITA BLS-2. Para ello transfectamos
establementei CIHITA en las células BLS-2. Como la forma salvaje y mutante de
CIITA difieren: en tamarfo molecular, esto nos permitié determinar la expresion de
ambas formas simulténeamente en ensayos de inmunoprecipitacion.
Sorpresivame?nte, observamos una reduccion de la expresién de la proteina CIITA
BLS-2 y de su mensajero (Figuras 16 y 17) en las células transfectadas con C/ITA

!
salvaje, lo que sugiere que CIITA se autorregularia a través de un mecanismo de
1

retroalimenta%ién negativa a nivel transcripcional.

El mecf_anismo de autorregulacién podria ser a través de la unidn indirecta
de CIlITA a ur:;a regién regulatoria de su propio promotor aun no caracterizada, o a
través de la induccién de un represor que se uniria a la region promotora de C/TA
(Figura 27). {Es posible también que CHTA o el supuesto represor actlen
modificando I;a cromatina de la region promotora impidiendo que los factores
transcripcionei!es puedan unirse y activar la expresion de CITA. Nuestros
resultados del'rnuestran que la retroalimentacion negativa es especifica para C/HHTA
derivado del gfaromotor I, debido a que la transfeccion estable de CIITA en celulas
Hela no fedli;ce la expresion de CII'?A inducida por IFN-y, derivada del promotor

f

IV (Figura 18)f. Como CIHTA no se une directamente al ADN sino que a los factores

|
transcripcionajles RFX, CREB y NF-Y para inducir la expresiéon de MHC-I/f (Reith y
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1
col., 1999; Reith y col., 2001), investigamos la existencia de sitios de unidn para

estos factores en los promotores lll y IV de C/ITA. En un analisis de los bancos de

datos utilizan!d‘o el programa Match™ disponible en Internet (http://www.gene-

]

|
requlation.com/pub/programs. html), se muestra que el promotor Il de origen
1

murino y humano ademas del promotor IV murino contiene sitios de union para

todos los factores transcripcionales mencionados anteriormente, en cambio el
!

promotor IV de origen humano sdlo contiene los sitios de unidn para RFX y NF-Y.
|

. f . . . .
Esto suglere}fuertemente la existencia de un mecanismo de autorregulacion
}

promotor HI i:especifico conservado entre especies. Por otro lado que este
mecanismo nF estaria exclusivamente restringido al promotor Ill, ya que en ratén

también se encuentran los sitios de unién para estos factores en el promotor IV no

i
asi en humanos (Figura 28).

Recienjemente se ha demostrado que la region ARE-2, presente en el

4

promotor 1l de CITA, une CREB y regula positivamente su expresién (Holling y
!
col., 2002; va{n der Stoep y col., 2002b; van der Elsen y col., 2004). En base a

nuestros resultados pensamos que la regién de unién de CIITA al promotor Ill no
es ARE-2, sino una secuencia que se encuentra rio arriba del promotor ill (Figura

31) y que seria esta la regién que regula negativamente la expresion de CIITA.
5
En cuanto a la distribucién de las cajas de unién para los distintos factores

|
i

en el promot!or lll de CHTA, la distancia de X2 con Y es similar entre los
{

promotores Hlll de ClHITA y MHC-II. En cambio la distancia entre la caja X1 con X2
f

difiere entre 'los promotores de CITA y MHC-If por aproximadamente 11
|

nucledtidos, distancia que no afectaria la interaccién entre los factores

transcripciona’!es RFX y CREB puesto que se necesitan 11 nucleétidos para dar
!
una vuelta cdmpleta en la hebra y mantener la interaccidn entre estos factores

!
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transcripcionales. Por lo tanto, esto sugiere que la proteina CIHTA actuaria

directamente sobre el promotor Ill regulando negativamente la transcripcion de

CIITA.

Mecanismos de retroalimentacion negativa han sido reportados en diversos

temas en la literatura. Un ejemplo de esto es la regulacién de Hes1, factor de

transcripcion que participa en la sefializacion de Notch, el cual se autorregula a

nivel transcripcional ejerciendo un efecto inhibitorio sobre su propio promotor,

semejante a lo que ocurriria con CIITA (Takebayashi y col., 1994; Hirata y col.,

2002).

-
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Figura 27: Modelo de retroalimentacion negativa en la regulacién de la

expresion de CIITA. En este modelo se postula que una vez la proteina CIITA

sintetizada, esta se transloca al nicleo y se autorregula por un mecanismo directo

a través de la accion sobre el promotor lll o por la induccién de un agente

represor.
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: X1 X2 Y Y’

Genes

HLA-DRA ttcecet agcaac --5-- cgtca --18-- attgg ccaaag -62
HLA~DRB tetgacc ageaac --3-— tgatg --192-- attgc ttct ccaac -69
HLA-DPA tttacce agcaac --6-- tgtca --17-- atagg tgaatc -67
HLA-DPB tctagcct agtgag —-3-- tgact --19-- attgg ttecttt =72
HLA~-DQA ttcaact agtaac --5-- tgtca --17-- aattg gccaaa -64
HLA-DOB tetgect agagac ~-3-- tgagg --19%-- attgg ttcctt -67
HLA-DMA tictccee agtgac --3-- tgatg --20~- attgg tttagt -58
Ii Sctgccc agaaac --3-- tgatg --13-- ccaat ggatcyg =192
mCIITA PITI ﬁcatttc agtgac —--5-- tgagg --18-- ccaat ttggcc -173
nCIITA PIIX Qagtgcg gttcca -16-- cgtca -—17-- ccaac agactt -225
mCIITA plV gtgaaat agagag --16--' tgagg --13-- aaaca cctgec -296

Figura 28: Secuenmas consensos de las cajas X1, X2 e Y presentes en los
promotores de los genes MHC-Il y CHITA. La caja X1 une a los factores del
complejo RFX la caja X2 a CREB y la caja Y al factor NF-Y. Las secuencias de
las cajas 1nvert|das se encuentran subrayadas. Los nimeros indican la distancia
en pares de: bases entre las secuencia mostradas. Los nimeros con signo
negativo al extremo derecho de la figura indican la posicién rio arriba desde el
inicio de la tralmscripcién. Y’ caja de union para NF-Y detectada por el programa el
Match™ . .

Debido al ;':)apel fundamental de la expresion de las moléculas MHC-Il en la
respuesta im:nune, la regulacién de MHC-II y CIITA deben estar sujeto a un
estricto cont;rol a nivel transcripcional en los diferentes tipos celulares. Un
mecanismo cjie autorregulacion de CIITA afectaria directamente el proceso de
presentacionj antigénica de los linfocitos B, en el cual una expresién exacerbada
de CIiITA tra;eria consigo problemas de autoinmunidad y una disminucion en su
expresion por debajo de lo normal, problemas de inmunodeficiencias.

La ex;?resién de diferentes isoformas de la proteina CIITA observada en las
lineas celulates de origen B (Figuras 15, 17 y 19), abre la posibilidad de que estas
isoformas refzgulen diferencialmente la expresion de MHC-II como tambien la

i

expresion de CIITA derivado del promotor L. Nuestros resultados indican que

existe un C|I;TA de mayor tamafio molecular, que corresponderia al CIITA derivado
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del promotoir l. Si este fuera el caso, este CIITA tiene mayor capacidad de

transactivar el promotor de MHC-/I (Nickerson y col., 2001), y por lo tanto también

!

tendria una ;mayor capacidad de autorregular la expresion de CIITA proveniente
del promotori IIl. Por otro lado, si tal como mencionado previamente, las isoformas
de tamafo molecular mas pequefias se comportan como dominantes negativos,
estas isoforrinas pueden competi.r con la forma completa de CUTA y regular
negativamen';te la expresion de MHC-II a través de la formacién de homodimeros
afuncionales§, o bien pueden regular negativamente la expresion del promotor Iil.
Por lo tanto, estudios orientados a identificar el sector del promotor il de CIITA
que seria regulado por un supuesto represor o directamente por CIITA daran luces

sobre los mecanismos de regulaciéon de las moléculas MHC-II en los diferentes
{
|

tipos ce[ulare:s.

7.5 Las c{elulas tumorales y su relacién con la expresién de CIITA.

1
.

Existen antecedentes en la literatura que sugieren que la expresién de

MHC-Il, especificamente el isotipo DQ, como también de Fasl en las células

| . . . . - .
tumorales, es un alto indicador de la malignidad del tumor. Esto porque las células

|
tumaorales a ;ravés de la expresién del MHC-II, sumado a la falta de expresion de
! .

las moléculas co-estimulatorias CD80 y CD86, pueden anergizar los LT CD4+, lo

que a su vez impediria una eficiente activacién de LT CD8+ citotdxicos para la

destruccion del tumor. Por otra parte, la expresion de Fasl en las células

tumorales podria inducir la apoptosis de células T permitiendo de esta manera que
!
el tumor escape a un control inmunolégico (Byrne y col., 2003; Valle y col., 2003).

1
En este sentido, al comienzo de esta tesis existian antecedentes que

sugerian queE la proteina CITA derivada del promotor Il permitiria la expresién de

|
i
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los tres isotipos de moléculas MHC-Il, mientras que la isoforma derivada del
promotor IV lo haria sélo para la expresién de DP y DR (Deffrennes y col., 2001 ).
Estos antecedentes nos hicieron plantear la hipétesis que las diferentes isoformas
de CHTA po!,drian jugar un rol en la expresion de los diferentes isotipos de
moléculas MHC-II. Nuestros resultados muestran que las isoformas B y F-CIITA
inducen los tfes isotipos de MHGC-Ii (DR, DP y DQ) e inducen los mismos genes
(Figuras 22, :53 y Tabla 2). Por lo tanto, los 24 aminoacidos extras localizados en
la region N-terminal, provenientes del exdn 1 de B-CIITA, no afectan la induccién
de los genes MHC-Il y seria probablemente la cantidad de CHTA y las diferencias
intrinsecas a rélivel de las secuencias de los promotores de los distintos isotipos las
que regularian; la expresion de MHC-II (Otten y col., 1998, Masternak y col., 2002).
Nuestros resultados muestran ademas que la induccidon de otras moléculas, que
han sido relacionadas con la malignidad de tumores, como LFA-1, VCAM-1, CD40
CD45 y LFA-SE (Ishikawa y col., 2000; Ding y col., 2003, Hakkarainen y col., 2003)
no estan asoc:iadas a la expresion de las diferentes isoformas de ClTA (Figura
24). '

t
]
Por otra, parte, se ha observado en células de melanoma que la expresion

de quimioquine}s (CXCL1, CXCL8 y CCL5) y receptores de quimioquinas (CCR?,
CXCR2 y CXCR1) se correlacionan con la malignidad del tumor (Richmond, 2002).
En nuestros ensayos de arrays no se encuentran representados los genes para
las quimioquinas y sus receptores antes mencionados, excepto por CXCL1 el cual
no fue inducidé, por lo que serfa interesante investigar en el futuro en las células
de melanoma 4:2/95 y las células Hela derivadas de un carcinoma cérvico-uterino

transfectadas con CIITA Ia induccién de los genes restantes. Es posible que CIITA

pueda estar relacionada con la expresion de estas quimicquinas y receptores y en
i
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consecuencia con la generacién de tumores mas agresivos. Finalmente, la
i
expresion ariormal de MHC-1l y FasL en células tumorales, ambas reguladas por

1
CIITA (Gourliey y col., 2001; Reith y col., 2001; Gourley y col., 2002), en conjunto
con la exprésién de quimioquinas y sus receptores, reguladas o no por CIITA,

podrian ser c%laves en el proceso de metastasis y propagacién de tumores,
|
7.6 Expresion de genes dependientes de la expresion de CIITA

Como, corolario de nuestro trabajo analizamos la expresiéon de genes no

relacionados a MHC-/l, inducidos por CIITA, ya que se ha demostrado
|

recientemenie que la expresion de genes como /L-4, f-2-microglobulina y FasL

'
|
{
|

|

son también regulados por CHTA (Sisk y col., 2000; Gourley y col., 2001). En otro
|

trabajo realizado en una linea celular B del grupo de complementacion A (RJ2.2.5)

transfectada’ con CIITA se observd que CHITA induce, ademas de la expresion de

los genes perienecientes a MHC-H, otros genes como tirosil tRNA sintetasa

(YARS), TAP1, TGFpR-interacting protein 1, adenilato quinasa 2 y Hsp70
sugiriendo que CHTA puede actuar directa o indirectamente en procesos
|

relacionados con la remodelacion de la cromatina (Nagarajan y col., 2002a).

Los e!nsayos de microarrays realizados durante el desarrollo de esta tesis
I
en las células de melanoma 42/95 demostraron la induccidn de nuevos genes,
enire ellos I;L-6, Anxal, APOE, MMP16, Acta 2, MARCKS y un gen homdlogo a
{

citocromo Pf450. Los genes IL-B6, Acta2, MARCKS y citocromo P450 fueron

3

también inducidos en otra linea tumoral derivada de un carcinoma cérvico-uterino

] .

(HeLa) establemente transfectada con C/ITA (Tabla 2}.
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Posteri%armente intentamos confirmar los resultados de los microarrays
mediante RT-PCR para los genes /L-6, Acta2, MARCKS y citocromo P450, ya que
estos son expresados en ambos tipos celulares y representan genes que podrian
participar en procesos relacionados con la respuesta inmune. Asi por ejemplo IL-6
participa en |4 acidificacion del compartimiento rico en MHC-II (MIIC) donde ocurre
la union péptizdo-antigénico con las moléculas de MHC-I! (Lennon-Dumenil y cot.,
2002), mientr?s que MARKCS participa en procesos relacionados con fagocitosis,
trafico de me:mbranas e interaccién con actina. Finalmente Acta2 participa en
procesos generales de movimiento e integridad celular (Arbuzova y col., 2002).

Los estudios de RT-PCR demostraron que los genes /L-6, MARCK.S y
Acta2? se expresan en forma constitutiva en ambos tipos celulares y solo se

l
observé la so;breexpresién de Acta 2 en las células Hela transfectada con CI{TA

(Figura 25), l%) que contrasta con los resuitados obtenidos en los microarrays. Es
probable que: la sobreexpresion de MARCK e IL-6, que tienen un bajo nivel de
induccion segiin muestran los ensayos de microarrays (Tabla 2), necesite el uso
de técnicas rfjés sensibles como Real time PCR para su deteccion. La expresién
de citocromo %P450 no pudo ser confirmada (resultados no mostrados).

En lo que respecta a los genes arriba mencionados, reportados por otros
autores, en n:uestros arrays no estaban incluidos los genes Hsp70 y tirosil tRNA
sintetasa, y 510 observamos la induccién de TAP7, adenilato quinasa 2 y de
TGFﬁR—interqcting protein 1 en ninguno de los 2 tipos celulares analizados. Por lo
tanto es prob;able que los genes observados por Nagarajan y cols (2002a) sean
tipo celular es?pecifico.

Finalmente los estudios de microarrays de los genes inducidos por CIITA

- 1 . rr . -
realizados en, esta tesis como también los descritos en la literatura muestran que
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los mayores i;‘ndices de induccion son aquellos pertenecientes a las moléculas de
la familia MHC-I. EI resto de los genes inducidos por CIITA tienen indices muy
inferiores, inciuso algunos se encuentran en el limite de sensibilidad, lo cual
diﬁculta la intl'erpretacién de los datos aportados por los ensayos de microarrays.
La situacion se torna mas compleja adn si consideramos que los genes con bajo
indice de indﬁccién dependen ademas del tipo celular en estudio.

Por uit}mo, a excepcion de los genes pertenecientes a MHC-Il, MHC-1, liy B-
2 microglobuflina, no se han encontrado secuencias de unidn para los factores
RFX, CREB y NF-Y en las regiones promotoras de los genes inducidos por CIITA
mencionados en esta tesis ni en los descritos por otros autores (Nagarajan y cols,
2002a), que:pudieran dar cuenta de la participacion directa de CIITA sobre la
regulacion d:ia estos genes. Por lo tanto, si efectivamente CIITA participa en la

|

_regulacion de estos otros genes, es probable que se deba més bien a una accion

indirecta.

8. RESUMEN DE RESULTADOS

1. Se cIc:Jné CHiTA en varios vectores, tanto de expresion procarionte y
eucarionte con el objetivo de producir CIITA para ser usada como
inmundgeno y para expresarla en forma endégena en lineas celulares,
respegtivamente.

2. Se produjeron anticuerpos policlonales y monoclonales capaces de
reconé)cer CIITA endégeno en diferentes tipos celulares. La produccion de
anticuferpos monoclonales necesité la implementacion de un protocolo de

inmuqizacién mas eficiente debido a la baja inmunogenicidad de CIITA.
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Demostramos mediante estudios bioquimicos la existencia de al menos dos

isoforr:'nas principales de la proteina de CIITA. Una proveniente del promotor
Y (F-QIITA: forma corta) de peso molecular 128 kDa y otra proveniente del
promoitor Il (B-CIITA: forma larga) de peso molecular 132 KDa. Estos
resultédos son parte de una publicacién reciente en Int. Immunol. (2002)
14(8)::839-48.

La transfeccién de CIITA salvaje en células BLS-2, reduce la expresion del
CIITA'; enddgeno de BLS-2 a nivel transcripcional sugiriendo la posibilidad
de un; mecanismo de retroalimentacion negativa a nivel del promotor Il de
CIITA| independiente de la expresion de MHC-II.

Demasiramos mediante citometria de flujo y microarrays que las formas F-
CIlTA{}y B-CHTA tienen la misma capacidad de inducir la expresion de los
isotipes de MHC-II (DP, DQ y DR), dilucidando de esta manera un punto
contrc?versial en la literatura.

Demoistramos directamente que la proteina de CIITA tiene la capacidad de
forma;r dimeros y que la mutacion puntual 469 (L->P) en CIITA no afecta
esta i?teraccién.

Demostramos que ClITA induce principalmente genes que se encuentran
enla ?egién génica MHC, entre ellos DR, DP, DQ, DMy DO.

Ademas se observo en los experimentos de microarrays que CIITA induce

1
t

la ex?resién de los genes Acta2, MARCKS e IL-8, en cuyo caso se pudo
confir:mar mediante RT-PCR la inducciéon de Acfa2 en una de las lineas

transﬁectadas con CIITA.

f
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9. CONCLUSIONES

1

Los estudios realizados en esta tesis estuvieron dirigidos en primer lugar a
comprobar di#ectamente la existencia de diferentes isoformas de la proteina ClITA
y a estudiar la participacion de estas isoformas en la regulacién de las moléculas
MHC-II. Comprobamos, mediante la utilizacion de anticuerpos policlonales y
monoc[onaleé: producidos en el transcurso de este trabajo, que efectivamente los
ARNm gener;;\dos a partir de los promotores Il y IV de CIITA producen una Gnica
protefna del tamafio esperado. Los antecedentes encontrados en la literatura nos
llevaron a préoponer que la funcién de. las diferentes isoformas de CIITA podia
estar relacioriada con la expresion de diferentes isotipos de moléculas MHC-I. Sin
embargo, Ios: resultados obtenidos mediange la expresion directa en experimentos
de transfeccion de las isoformas de CIITA provenientes del prc;motor My Vv
obtenidas pofr mutacion sitio dirigida, ademas de los resultados de microarrays, no
sustentan esta hipotesis.

Alternativamente nos planteamos que la existencia de diferentes isoformas
de CIITA pc}dria regular la expresion de las moléculas MHC-II mediante la
formacion de1 dimeros. Demostramos directamente mediante experimentos de co-
transfeccion | e inmunoprecipitacion que CIITA es capaz de formar homo vy
heterodimerc;)s. Todas las evidencias producidas en este trabajo apuntan a un

papel fundamental de esta propiedad de ClITA en la regulacion de las moléculas

MHC-Il y abr;en nuevas perspectivas de investigacién en esta area.
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Por Glﬁimo, el analisis de una linea celular que produce CIITA mutada en un
sitio de translocacién nuclear sugiere'que al menos [a isoforma de CIHTA
producida a través del promotor Il es capaz de autoregularse. Ya que

actualmente se desconocen completamente los mecanismos de regulacién de

CIITA, estos resuitados deberian ser considerados en investigaciones futuras.
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10. ANEXO

Anexo 1: Partidores utilizados para PCR

Nombre secuencia 57 -3’ T%apareamiento y | N® Ciclos
tiempo

B-actina: sentido: ARA-TCG-TGC-GTG-ACA-TTA-AGG 58°C por 45 seg 17
anti-sentido: CCG-ATC-CAC-RACG-GAG-TAC -TT

Actal: sentido:: AAT-GCA-GAR-~GGA-GAT~CAC-G 56°C per 45 seg 25
anti-sentido: GAA-GGC-ATA-ATT-CCA~CAG-G

DR: sentido: CTG~ACT-CCC~ARA~AGA-CGCG-CCC 56°C por 45 seg 25
anti-sentido: { PGC-TTG~AGA-AGA-GGC~TCA-TCC

MARCKS: sentldo:: TGG-AGA-ACT-TGT-CTA-CAA-CC 56°C por 45 seg 25
anti-sentido: ' GAC-TGG-TAC-AGC-TAA~CAT-GAG

IL6: sentido: : CAA~ATT-CGG-TAC-ATC-CTC-G 56°C por 45 seg 25
anti-sentidc: TGC-AGG-ARC-TCC-TTA-ARG-C

SAK sentido: CTGCAGGATCTGCCCTTCTCCCTGGGCCE 56°C por 2 min 12
anti-sentido: ' GGGCCCAGGGAGARGGGCAGATCCTGCAG

ATGl sentido: GGGATTCCTACACAATACGTTGCCTGGCTC 12 por 2 min 12
anti-sentido: ; GAGCCAGGCAACGTATTGTGTAGGRATCCC

ATGZ sentido: CTCACAGTGTGCCACCGTGGAGTTGEGGCC 12 por 2 min 12
anti-sentidos: GGCCCCAACTCCACGGTGECACACTGTGAG

CIITA~RJ-S5 (18)! sentido: ¥ CTG-CCT-GGC-TGG-GAT~TCC-TAM! 58°C por 45 seg 25
CIITA-RJ-AS(lAS)anti-sent':ido; *GGA-GAC-TGC-CAG-TCA-CCA-CA®™® S89C por 45 seg 25
CIITA-25 sentido: WG EG-ARA-GCT-TGT-GCA-GAC-TC o 58°C por 45 seg 25
CIITA-2RS anti-sentido: T AG-CGT—GGT-TAG-TGT-CCT-CA T 58°C por 45 seg 25
CII‘I‘A—3Sl—(ECOR"IJ sentido: B CT-GGC-TGG-AAT-TCC-TAC~ACA~ATG-C ® 58°C por 240 seg 25
CIITA-3AS1-(EcoRI)anti-sentido: I T T G-CAG-TGA~ATT-CAG-ATC-GCA-CCA~ 58°C por 240 seg 25

: CT)N:
CIITA-45 (Xhol) :sentido: TTA-CGC-T°CG~AGG-AGG-GGC-TGC~CAG™ 58°C por 240 seg 25
CIITA-4AS (¥hoI)anti-sentlido: A T-GGG-ATA-CAG-CCT -CGA-GRA-GAG- 58°C por 240 seg 25
i gz

CIITA-5AS anti—isentido: ST GT -CTG-TGT-CGG-CGG-GTT-CTG-AGY 58°C por 45 seg 25
CIITA HCS {65) fsencido: T GC-CCT-ATT-TGA-GCT-GTCP 58°C por 45 seg 25
CIITAHCAS [6AS) anti-sentido: B G GT-CAA-TGC~TAG-GTA-CTGE 58°C par 45 seg 25
CIITA-151 (BLS—EE) sentido: TS pGC-AGA-GGA-GAA-GTT-CAC-C™? $8°C por 45 seqg 25
CIITA 1AS1 anti;-sentido: I TCuTGG~GAC-AGA-TTG-AGG * 58°C por 45 seg 25
T7-8 sentido: TAR-TAC-GAC-TCA-CTA-TAG-GG 58°C por 45 seg 25

106




11.

10.

11.

12.

1

REFERENCIAS

t

|
]
|

Alcaide-Loridan, C., AM. Lennon, M.R. Bono, R. Barbouche, K. Dellagi y M.
Fellous (1999). Differential expression of MHC class [l isotype chains. Microbes
Infect ‘1!(11): 929-34.

Alfonsé, C. y L. Karlsson (2000). Nonclassical MHC class Il molecules. Annu Rev
Immunol 18; 113-42. ,

Arbuzéva, A., AA. Schmitz y G. Vergeres (2002), Cross-talk unfolded: MARCKS
proteins. Biochem J 362(Pt 1). 1-12.

Banchiereau, J. y RM. Steinman (1998). Dendritic cells and the control of
immunity. Nature 392(6673): 245-52.

Barbieri, G., V. Defirennes, T. Prod'homme, J. Vedrenne, F. Baton, C. Cortes, A.
Fischegr, M.R. Bono, B. Lisowska-Grospierre, D. Charron y C. Alcaide-Loridan
(2002):. Isoforms of the class Il transactivator protein. int Immunol 14(8). 839-48.
Barnhi{![, R.L. y M.A. Levy (1993). Regressing thin cutaneous malignant melanomas
(< or = 1.0 mm) are associated with angiogenesis. Am J Pathol 143(1): 99-104.
Batem:an, A. C. Turner, S. J. Theaker, J. M. and W. M. Howell. (1998). HLA-
DQB1?'0303 and *0301 alleles influence susceptibility to and prognosis in
cutaneous malignant melanoma in the British Caucasian population. Tissue
Antigens 52(1): 67-73

Beg, A;\A S.M. Ruben, R.l. Scheinman, S. Haskill, C.A. Rosen y A.S. Baldwin, Jr.
(1992). | kappa B interacts with the nuclear localization sequences of the subunits
of NFikappa B: a mechanism for cytoplasmic retention. Genes Dev 6(10): 1899-
913. :

Benoi$t, C. y D. Mathis (1990). Regulation of major histocompatibility complex
class-[l genes: X, Y and other letters of the alphabet. Annu Rev Immunol 8. 681-
715. |

Beresii"ord, G.W. y J.M. Boss (2001). CIITA coordinates multiple histone acetylation
modifi:cations at the HLA- DRA prémoter. Nat Immunol 2(7): 652-7.

Bontrén, S., C. Ucla, B. Mach y V. Steimle (1997). Efficient repression of
endog;enous major histocompatibility complex class Il expression through dominant
negati?/e CIHITA mutants isolated by a functional selection strategy. Mol Cell Biol
17(8):'4249-58.

Boss, ’;J.M. (1997). Regulation of transcription of MHC class Il genes. Curr Opin
Immw;?of 9(1): 107-13,

! 107

)
!
'
'




13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Busch:! R. y E.D. Meilins (1996). Developing and shedding inhibitions: how MHC
class I| molecules reach maturity. Curr Opin Immunol 8(1): 51-8.

Byrne,iS.N. y G.M. Halliday (2003). High levels of Fas ligand and MHC class Il in
the absence of CD80 or CD86 expression and a decreased CD4(+) T cell
Infiltration, enables murine skin tumours to progress. Cancer Immunol Immunother
52(6): 396-402.

Chang, C.H., S. Guerder, S.C. Hong, W. van Ewiik y R.A. Flavell (1996). Mice
Iackingj the MHC class || transactivator (C/ITA) show tissue- specific impairment of
MHC &Iass 1l expression. Immunity 4(2). 167-78.

Chin, K C., G. Liy J.P. Ting (1997a). Activation and transdominant suppression of
MHC class Il and HLA-DMB promoters by a series of C-terminal class Il
transagtlvator deletion mutants. J Immunol 159(6). 2788-24.

Chin, ' KC., GG. Li y JP. Ting (1997b). Importance of acidic,
pro[inélserinelthreonine—rich, and GTP-binding regions in the major
histocompatibility complex class !l transactivator: generation of transdominant-

negative mutants. Proc Natl Acad Sci U S A 94(6): 2501-6,

Cressrlnan, D.E., K.C. Chin, D.J. Taxman y J.P. Ting (1999). A defect in the nuclear
transldcgtion of CIITA causes a form of type Il bare lymphocyte syndrome.
Immunity 10(2). 163-71.

Cressman, D.E, wW.J. O'Connor, S.F. Greer, X.S. Zhu y J.P. Ting (2001).
Mecha:nisms of nuclear import and export that control the subcellular localization of
class Il transactivator. J Immunol 167(7): 3626-34.

CI'ESSV:VGII, P. (1996). Invariant chain structure and MHC class Il function. Ceff
84(4): 505-7.

Deffre}mes V., J. Vedrenne, M.C. Stolzenberg, J. Piskurich, G. Barbieri, J.P. Ting,
D. Charron y C. Alcaide-Loridan (2001). Constitutive expressmn of MHC class I
genes: iin melanoma cell lines results from the transcrlptlon of class |l transactivator
abnormally initiated from its B cell-specific promoter. J Immunol 167(1): 98-106.
Ding, i'Y.B., G.Y. Chen, J.G. Xia, XW. Zang, H.Y. Yang y L. Yang (2003).

¢
1

Associiation of VCAM-1 overexpression with oncogenesis, tumor angiogenesis and
metastasis of gastric carcinoma. World J Gastroenterol 9(7). 1409-14.

Dong, 'Y y E.N. Benveniste (2001). Immune function of astrocytes. Glia 36(2): 180-
Q0. |

Duboié, B., C. Massacrier, B. Vanbervliet, J. Fayette, F. Briere, J. Banchereau y C.
Caux (!1998). Critical role of /IL-12 in dendritic cell-induced differentiation of naive B

Iymphc:chtes. J Immunol 161(5): 2223-31.
108

1




25,

28.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Duboié, B., B. Vanbervliet, J, Fayette, C. Massacrier, C. Van Kooten, F. Briere, J.
Banchf:s-reau y C. Caux (1997). Dendritic cells enhance growth and differentiation of
CD40-activated B lymphocytes. J Exp Med 185(5): 941-51.

Durand, B., P. Sperisen, P. Emery, E. Barras, M. Zufferey, B. Mach y W. Reith
(1997). RFXAP, a novel subunit of the RFX ADN binding complex is mutated in
MHC class || deficiency. Embo J 16(5): 1045-55.

Fontes, J.D., S. Kanazawa, N. Nekrep y B.M. Peterlin (1999). The class I
transactivator CliTA is a transériptional integrator. Microbes Infect 1(11): 863-9.
Geiser‘;, A.G., J.J. Letterio, A.B. Kulkarni, S. Karlsson, A.B. Roberts y M.B. Sporn
(1993):. Transforming growth factor beta 1 (TGF-beta 1) controls expression of
major Ehistocompatibility genes in the postnatal mouse: aberrant histocompatibility
antigen expression in the pathogenesis of the TGF- beta 1 null mouse phenotype.
Proc Natl Acad Sci U S A 90(21): 9944-8.

Ghosh, N., I. Gyory, G. Wright, J. Wood y K.L. Wright (2001). Positive regulatory
domain | binding factor 1 silences class 1l transactivator expression in multiple
myeloima cells. J Biol Chem 276(18): 15264-8.

Ghosﬁ, N., J.F. Piskurich, G. Wright, K. Hassani, J.P. Ting y K.L. Wright (1999). A
novel lelement and a TEF-2-like element activate the major histocompatibility
compl;ex class |l transactivator in B-lymphocytes. J Biol Chem 274{45). 32342-50.
Girdlestone, J. (2000). Synergistic induction of HLA class | expression by RelA and
CIITA; Blood 95(12). 3804-8.

G[imcfaer, L.H. y C.J. Kara (1992). Sequences and factors: a guide to MHC class-Il
transclription. Annu Rev Immunol 10: 13-49.

Gobini S.J., A. Peijnenburg, V. Keijsers y P.J. van den Elsen (1997). Site alpha is
cruciai for two routes of IFN gamma-induced MHC class | transactivation: the
ISRE—}nediated route and a novel pathway involving CIITA. Immunity 6(5): 601-11.
Gobin?, S.J., A. Peijnenburg, M. van Eggermond, M. van Zutphen, R. van den Berg
y P.J.'van den Elsen (1998). The RFX complex is crucial for the constitutive and
CliTA:mediated- transactivation of MHC class | and beta2-microglobulin genes.
Immunity 9(4): 531-41.

Good\‘;vin, B.L., H. Xi, R. Tejiram, D.D. Eason, N. Ghaosh, K.L. Wright, U. Nagarajan,
J.M. éBoss y G. Blanck (2001a). Varying functions of specific major
histocj&ampatibility class Il transactivator promoter lll. and IV elements in melanoma
cell Iinées. Cell Growth Differ 12(6): 327-35.

109




36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Goodwm B.L., H. Xi, R. Tejiram, D.D. Eason, N. Ghosh, K.L. Wright, U. Nagarajan,
J.M. Boss y G. Blanck (2001b). Varying functions of specific major
hlstocqmpatablllty class Il transactivator promoter Il and IV elements in melanoma
cell lines. Celt Growth Differ 12(8): 327-35.

Gourley, T.S. y C.H. Chang (2001). Cutting edge: the class Il transactivator
preven:ts activation-induced cell death by inhibiting Fas ligand gene expression. J
Immunol 166(5); 2917-21.

Gourley, T.S., D.R. Patel, K. Nickerson, S.C. Hong y C.H. Chang (2002). Aberrant
expreséion of Fas ligand in mice deficient for the MHC class Il transactivator. J
Immun;ol 168(9): 4414-9.

Griscellli, C.. B. Lisowska-Grospierre, F. Le Deist, A. Durandy, A. Marcadet, A.
Fischer, C. de Preval y B. Mach (1989). Combined immunodeficiency with
abnormal expression of MHC class [l genes. Clin Immunol Immunopathol 50(1 Pt
2): 5140-8.

Hake, SB K. Masternak, C. Kammerbauer, C. Janzen, W. Reith y V. Steimle
(2000). CHTA leucine-rich repeats control nuclear localization, in vivo recruitment to
the maj_or histocompatibility complex (MHC) class Il enhanceosome, and MHC
class Il gene transactivation. Mof Cell Biol 20(20); 7716-25.

Hakkarginen, T., A. Hemminki, A.V. Pereboev, S.D. Barker, C.K. Asiedu, T.V,
Strong, A. Kanerva, J. Wahlfors y D.T. Curiel {2003). CD40 is expressed on
ovarian'cancer cells and can be utilized for targeting adenoviruses. Clin Cancer
Res 9( 2) 619-24.

Harton, JA D.E. Cressman, K.C. Chin, C.J. Der y J.P. Ting (1999). GTP binding
by class tl transactivator: role in nuclear impart. Science 285(5432): 1402-5.

Harton, ,gJA M.W. Linhoff, J. Zhang y J.P. Ting (2002a). Cutting edge:
CATERI;:’ILLER: a large family of mammalian genes containing CARD, pyrin,
nucieoti:de—binding, and leucine-rich repeat domains. J Immunol 169(8); 4088-93.
Harton,j,J.A., W. O'Connor, Jr., B.J. Conti, M.W. Linhoff y J.P. Ting (2002b).
Leucine:rich repeats of the class Il transactivator control its rate of nuclear
accumuliation. Hum Immunol 63(7); 588-601.

Harton, }.J.A., E. Zika y J.P. Ting (2001). The histone acetyltransferase domains of
CREB-binding protein (CBP) and p300/CBP-associated factor are not necessary
for cooperatiwty with the class Il transactlvator J Biol Chem 276(42): 38715-20.
Hirata, ITi, S. Yoshiura, T. Ohtsuka, Y. Bessho, T. Harada, K. Yoshikawa ¥y R.
Kageyama (2002). Oscillatory expression of the bHLH factor Hes1 reguiated by a
negatlve] ifeedback loop. Science 298(5594): 840-3.

110




47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

l

1
|
i
i

Holling, T.M., N. van der Stoep, E. Quinten y P.J. van den Elsen (2002). Activated
human| T cells accomplish MHC class I expression through T cell-specific
occupaftion of class ! transactivator promoter lII. J Immunol 168(2): 763-70.
Ishikawa, H., M.S. Mahmoud, R. Fujii, S. Abroun y M.M. Kawano (2000).
Prolifer?ation of immature myeloma cells by interleukin-6 is associated with CD45
expres%:ion in human multiple myeloma. Leuk Lymphoma 39(1-2); 51-5.
Kohler| G., 8.C. Howe y C. Milstein (1976). Fusion between immunoglobulin-
secretir:'xg and nonsecreting myeloma cell lines. Eur J Immunol 6(4). 292-5.
Kohler,’; G. y C. Milstein (1975). Continuous cultures of fused cells secreting
antibodjy of predefined specificity. Nature 256(5517). 495-7.
Kl'etSO\iIali, A., T. Agalioti, C. Spilianakis, E. Tzorizakaki, M. Merika y J.
Papamatheakis (1998). Involvement of CREB binding protein in expression of
major i!istocompatibility complex class Il genes via interaction with the class |l
transactivator. Mol Cell Biol 1 8(11). 6777-83. '
Kretsovali, A., C. Spilianakis, A. Dimakopoulos, T. Makatounakis y J.
Papam:atheakis (2001). Self-association of class Il transactivator correlates with its
intrace[llular localization and transactivation. J Biol Chemn 276(34): 32191-7.
Kwak, B., F. Mulhaupt, N. Veillard, G. Pelli y F. Mach (2001). The HMG-CoA
reducta{se inhibitor simvastatin inhibits 1FN-gamma induced MHC class |l
expression in human vascular endothelial cells. Swiss Med Wkiy 131(3-4): 41-6.
Kwak, 'B.R., S. Myit, F. Mulhaupt, N. Veillard, N. Rufer, E. Roosnek y F. Mach
(2002). PPARgamma -but not PPARalpha ligands are potent repressors of major
histocompatibility complex class I induction in atheroma-associated cells. Circ Res
90(3): :§56-62.
Landménn, S., A. Muhlethaler-Mottet, L. Bernasconi, T. Suter, J.M. Waldburger, K.
Masten%ak, J.F. Arrighi, C. Hauser, A. Fontana y W. Reith (2001). Maturation of
dendriti}c cells is accompanied by rapid transcriptional silencing of class |l
transac;tivator (CITA) expression. J Exp Med 194(4): 379-91.
Lee, J.|E. Reveille, J. D. Ross, M. |. and C Platsoucas. (1994). DHLA-DQB1*0301
association with increased cutaneous melanoma risk. Int J Cancer. 59(4). 510-513
Leegwa%ter. P.A., W. van Driel y P.C. van der Vliet (1985). Recognition site of
nuclear| factor 1, a sequence-specific ADN-binding protein from Hela cells that
stimulatfes adenovirus ADN replication. Embo J 4(6); 1515-21.
Lennon, A.M., C. Ottone, G. Rigaud, L.L. Deaven, J. Longmire, M. Fellous, R.
Bono y! C. Alcaide-Loridan (1997). Isolation of a B-cell-specific promoter for the
human class Il transactivator. Immunogenetics 45(4): 266-73.
i

111

]
!




59,

60.

61.

62.

63.

64.

B85.

66.

67.

68.

69.

70.

Lennonl-Dumenil A.M., AH. Bakker, R. Maehr, E. Fiebiger, H.S. Overkleeft, M.
Rosemblatt H.L. Ploegh y C. Lagaudriere-Gesbert (2002), Anaiysus of protease
actmty, in live antigen-presenting cells shows regulation of the phagosomal
proteolytlc contents during dendritic cell activation. J Exp Med 196(4): 529-40.

Li, G., J A. Harton, X. Zhu y J.P. Ting (2001). Downregulation of C//TA function by
proteln.klnase a (PKA)-mediated phosphorylation: mechanism of prostaglandin E,
cyclic AMP, and PKA inhibition of class Il major histocompatibility complex
expression in monocytic lines. Mol Cell Biof 21(14): 4626-35.

Linhoff,i M.W., J.A. Harton, D.E. Cressman, B.K. Martin y J.P. Ting (2001). Two
distinct|domains within C//TA mediate self-association: involvement of the GTP-
bindingjand leucine-rich repeat domains. Mol Cell Biol 21(9): 3001-11.

Louis- Plence P., C.S. Moreno y J.M. Boss (1997). Formation of a regulatory factor
X/X2 box-bmdlng protein/nuclear factor-Y multiprotein complex on the conserved
regulatory regions of HLA class Il genes. J Immunol 159(8): 3899-909.

Mach, B., V. Steimle, E. Martinez-Soria y W. Reith (1996). Regulation of MHC
class il genes: lessons from a disease. Annu Rev Immunol 14: 301-31.

Martin, BK K.C. Chin, J.C. Olsen, C.A. Skinner, A. Dey, K. Ozato y J.P. Ting
(1997). zlnductlon of MHC class | expression by the MHC class I} transactivator
CHTA. Immunity 6(5): 591-600.

Masternak, K. y W. Reith (2002). Promoter-specific functions of CITA and the
MHC class Il enhanceosome in transcriptional activation. Embo J 21(6); 1379-88.
Muhieth?ler—Mottet, A., W. Di Berardino, L.A. Otten y B. Mach (1998). Activation of
the MH(E) class Il transactivator C/ITA by interferon-gamma requires cooperative
interaction between Stat1 and USF-1. Immunity 8(2): 157-68,

Muhleth%ﬂer-Mottet, A., LA. Otten, V. Steimle y B. Mach (1997). Expression of
MHC class Il molecules in different cellular and functional compartments is
controlled by differential usage of multiple promoters of the transactivator C/ITA.
Embo J 16(10): 2851-60.

Nagaraja:in, U.M., A. Bushey y J.M. Boss (2002a). Modulation of gene expression
by the MiﬁC class Il transactivator. J Immunol 169(9): 5078-88.

Nagarajan, U.M., J. Lochamy, X. Chen, G.W. Beresford, R. Nilsen, P.E. Jensen y
J.M. Boss (2002b). Class !l transactivator is required for maximal expression of
HLA- DOB in B cells. J Immunol 168(4): 1780-6.

Nagarajan U.M., P. Louis-Plence, A. DeSandro, R. Nilsen, A. Bushey y J.M. Boss
(1999). RFX—B is the gene responsible for the most common cause of the bare
lymphocyte syndrome, an MHC class || immunodeficiency. Immunity 10(2); 153-62.

112

\ -
I
i
'




71.

72,

73.

74,

75.

78.

77.

78.

79.

80.

81.

Naves.iR., A.M. Lennon, G. Barbieri, L. Reyes, G. Puga, L. Salas, V. Deffrennes,
M. Rosemblatt, M. Fellous, D. Charron, C. Alcaide-Loridan y M.R. Bono (2002).
MHC ciass ll-deficient tumor cell lines with a defective expression of the class I
transac:tivator. Int Immunol 14(5): 481-91,

Nickers;on, K., T.J. Sisk, N. Inohara, C.S. Yee, J. Kennell, M.C. Cho, P.J. Yannie,
2nd, G. Nunez y C.H. Chang (2001). Dendritic cell-specific MHC class I
transacéivator contains a caspase recruitment domain that confers potent
transactivation activity. J Biol Chem 276(22): 19089-93.

O'Keefe:. G.M., V.T. Nguyen, L.L. Ping Tang y E.N. Benveniste (2001). IFN-gamma
regulation of class il transactivator promoter IV in macrophages and microglia:
involvement of the suppressors of cytokine signaling-1 protein. J immunof 1 66(4):
2260-9.

Ostmeier, H., B. Fuchs, F. Otto, R. Mawick, A. Lippold, V. Krieg y L. Suter (1999).
Can immunohistochemical markers and mitotic rate improve prognostic precision in
patients with primary melanoma? Caricer 85(11): 2391-9.

Otten, LIA., V. Steimle, S. Bontron y B. Mach (1998). Quantitative control of MHC
class Il éxpression by the transactivator C/ITA. Eur J Immuno! 28(2). 473-8.
Palucka,! K. y J. Banchereau (2002). How dendritic cells and microbes interact to
elicit or subvert protective immune résponses. Curr Opin Immunol 14(4): 420-31.
Piskuricﬁ, J.F., KI. Lin, Y. Lin, Y. Wang, J.P. Ting y K. Calame (2000). BLIMP-|
mediates extinction of major histocompatibility class 1l transactivator expression in
plasma cells. Nat Immunol 1(6): 526-32.

Piskurich:, J.F., Y. Wang, MW. Linhoff, L.C. White y J.P. Ting (1998). ldentification
of distinc;t regions of 5 flanking ADN that mediate constitutive, IFN-gamma, STAT1,
and TGFE'-beta-regulated expression of the class Il transactivator gene. J Immunol
160(1): 233-40.

Raval, A., T.K. Howcroft, J.D. Weissman, S. Kirshner, X.S. Zhu, K. Yokoyama, J.
Ting vy } D.S. Singer (2001). Transcriptional coactivator, CIHTA, is an
acetyitrar;sferase that bypasses a promoter requirement for TAF(I1)250. Mol Cell
7(1): 105;15.

Raval, A, J.D. Weissman, T.K. Howcroft y D.S. Singer (2003). The GTP:Binding
Domain ol'f Class Il Transactivator Regulates Its Nuclear Export. J Immunol 170(2):
922-30. | :

Reith, W' M. Kobr, P. Emery, B. Durand, C.A. Siegrist y B. Mach (1994).
Cooperative binding between factors RFX and X2bp to the X and X2 hoxes of MHC
class |l prpmoters. J Biol Chem 269(31): 20020-5.

113

|
|
1
1




82,

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Reith, W. y B. Mach (2001). The bare lymphocyte syndrome and the regulation of
MHC expression. Annu Rev Immunol 19: 331-73.

Reith, W., A. Muhlethaler-Mottet, K. Masternak, J. Villard y B. Mach (1999). The
moleculiar basis of MHC class I deficiency and transcriptional control of MHC class
I gene expression. Microbes Infect 1(11): 839-486.

Richmond, A. (2002). Nf-kappa B, chemokine gene transcription and tumour
growth. Nat Rev Immunol 2(9): 664-74.

Riegert, P., R. Andersen, N. Bumstead, C. Dohring, M. Dominguez-Steglich, J.
Engberg, J. Salomonsen, M. Schmid, J. Schwager, K. Skjodt y J. Kaufman (1996).
The chicken beta 2-microglobulin gene is located on a non-major histocompatibility
complex microchromosome: a small, G+C-rich gene with X and Y boxes in the
promoter. Proc Natl Acad Sci U S A 93(3): 1243-8.

Rigaud,.G., A. De Lerma Barbaro, M. Nicolis, T. Cestari, D. Ramarli, A.P. Riviera y
R.S. Accolla (1996). Induction of C/ITA and modification of in vivo HLA-DR
bromoter occupancy in normal thymic epithelial cells treated with IFN-gamma:
similarities and distinctions with respect to HLA-DR-constitutive B cells. J Immunol
156(11);, 4254-8.

Riley, J.L., S.D. Westerheide, J.A. Price, J.A. Brown y J.M. Boss {1995). Activation
of class 1l MHC genes requires both the X box region and the class Ii transactivator
(CHTA). Immunity 2(5): 533-43.

Samuel, C.E. (2001). Antiviral actions of interferons. Clin Microbijol Rev 14(4): 778-
808, table of contents.

Scholl, T., S.K. Mahanta y J.L. Strominger (1997). Specific complex formation
between'the type Il bare lymphocyte syndrome- associated transactivators C/ITA
and RFX5. Proc Nat! Acad Sci U S A 94(12). 6330-4,

Shull, M.M., I. Ormsby, A.B. Kier, S. Pawlowski, R.J. Diebold, M. Yin, R. Allen, C.
Sidman, G. Proetzel, D. Calvin y et al, (1992). Targeted disruption of the mouse
transformtng growth factor-beta 1 gene results in multifocal inflammatory disease.
Nature 359(6397): 693-9. -
Sims, T.N., J.F. Elliott, V. Ramassar, D.W., Denney, Jr. y P.F. Halloran (1 997).
Mouse class Il transactivator: cDNA sequence and amino acid comparison with the
human class Il transactivator. Immunogenetics 45(3); 220-2.

Sisk, T.J., T. Gourley, S. Roys y C.H. Chang (2000). MHC class Il transactivator
inhibits /L-4 gene transcription by competing with NF-AT to bind the coactivator
CREB binding protein (CBP)/p300. J Immunol 1 65(5). 2511-7.

114




93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

i
Sisk, T.J.,, S. Roys y C.H. Chang (2001). Self-association of C/ITA and its

transactivation potential. Mol Celf Biof 21(15): 4919-28.

Splhanakls C., J. Papamatheakis y A. Kretsovali (2000). Acetylation by PCAF
enhances CIITA nuclear accumulation and transactivation of major
hlstocompatlblhty complex class Il genes. Mol Cell Bioi 20(22): 8489-98.

Steimle, V., B. Durand, E. Barras, M. Zufferey, M.R. Hadam, B. Mach yW Reith
(1995). A novel ADN- -binding regulatory factor is mutated in primary MHC class [I
def|c1ency (bare lymphotyte syndrome). Genes Dev 9(9): 1021-32.

Stelmle V., L.A. Otten, M. Zufferey y B. Mach (1993). Complementation cloning of
an MHC class Il transactivator mutated in hereditary MHC class Il deficiency (or
bare Iymphocyte syndrome). Cell 75(1): 135-46.

Stommel J.M., N.D. Marchenko, G.S. Jimenez, UM. Moll, T.J. Hope y G.M. Wah|
(1999). A leucine-rich nuclear export signal in the p53 tetramerization domain:
regulat:cn of subcellular iocalization and P33 activity by NES masking. Embo J

18(6): 1660-72.

i

Suter, T U. Malipiero, L. Otten, B. Ludewig, A. Muelethaler-Mottet, B. Mach, W.
Reith yA Fontana (2000). Dendritic cells and differential usage of the MHC class I
transact:vator promoters in the central nervous system in experimental
autoimmune encephalitis. Eur J Immunol 30(3): 794-802,

Tai, A. K G. Zhou, K. Chau y S.J. Ono (1999). Cis-element dependence and
occupancy of the human invariant chain promoter in C//TA-dependent and -
mdependent transcription. Mo/ Immunol 36(7); 447-60.

Takebayashi, K., Y. Sasai, Y. Sakai, T. Watanabe, S. Nakanishi y R. Kageyama
(1994). Structure chromosomal locus, and promoter analysis of the gene encoding
the mouse helix-loop-helix factor HES-1. Negative autoregulation through the
multiple N box elements. J. Biol. Chem. 269(7): 5150-51586.

Taxmam D.J., DEE. Cressman y J.P. Ting (2000). Identification of class Il
transcrlptlonal activator-induced genes by representational difference analysis:
dtscoordmate regulation of the DN alpha/DO beta heterodimer. J Immunol 165(3):
1410-6.

Ting, J. H y A.S. Baldwin (1993). Regulation of MHC gene expression. Curr Opin
Immunol’5(1) 8-16.

Ting, J. P K.L. Wright, K.C. Chin, W.J. Brickey y G, Li (1997). The DMB promoter:
delineation, in vivo footprint, trans- activation, and trans-dominant suppression. J
Immunol159(11) 5457-62.

115




104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

|
Tosi, G N. Jabrane-Ferrat y B.M. Peterlin (2002). Phosphorylation of Cl/TA directs

its ollgiomerlzatron accumulation and increased activity on MHCII promoters. Embo
J 21(20): 5467-78.

'l‘owey', M. y AP. Kelly (2002). Nuciear localisation of CHITA is controlled by a
carboxy terminal leucine-rich repeat region. Mo/ Immunol 38(8): 627-34.

Trowsdale J. (1993). Genomic structure and function in the MHC. Trends Genet
9(4): 117-22 '

Valle, MT C. Porta, AM. Megiovanni, R. Libener, L. Mele, G. Gaudino, L. Strizzi,
R. Gwda 8. Toma y L. Mutti (2003). Transforming growth factor-beta released by
PPD-presenting malignant mesothelioma cells inhibits interferon-gamma synthesis
by an anti-PPD CD4+ T-cell clone. Int J Mol Med 11(2): 161-7.

van den Elsen, P.J. y S.J. Gobin (1999). The common regulatory pathway of MHC
class | and class Il transactivation. Microbes Infect 1(11): 887-92,

van der, 1 Stoep, N., P. Biesta, E. Quinten y P.J. van den Elsen (2002a). Lack of IFN-
gamma—medlated induction of the class Il transactivator (CIITA) through promoter
methy!atlon is predominantly found in developmental tumor cell lines. Int J Cancer
97(4): 501 7.

van derI Stoep, N., E. Quinten y P.J. van den Elsen (2002b). Transcriptional
regulation of the MHC class |l trans-activator (CHTA) promoter I1I: identification of a
novel regulatory region in the 5'- untranslated region and an important role for
cAMP-responsive element binding protein 1 and activating transcription factor-1 in
CHTA- promoter [l transcriptional activation in B lymphocytes. J Immuno! 1 69(9):
5061-71

Van der,EIsen P., Holling T., Kuipers H y van der Stoep N. (2004). Transcriptional
regulatio‘:n of antigne presentation. Current Opinion in Immunology. 16: 67-75
Villadangos, J.A.,, M. Cardoso, R.J. Steptoe, D. van Berkel, J. Pooley, F.R.
Carbone y K. Shortman (2001). MHC class I expression is regulated in dendritic
cells mdependently of invariant chain degradation. Immunity 14(8): 739-49,
Waldburger, JM., T. Suter, A. Fontana, H. Acha-Orbea y W. Reith (2001).
SeiectlwaE abrogation of major histocompatibility complex class 1l expression on
extrahematopouenc cells in mice lacking promoter IV of the class i transactivator
gene. J Exp Med 194(4): 393-406.

Westerhelde S.D., P. Louis-Plence, D. Ping, X.F. He y J.M. Boss (1997). HLA-
DMA and HLA-DMB gene expression functions through the conserved S-X- Y
region. ijmuno! 158(10): 4812-21.

116




1185.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122,

123.

i
]

Wiszniewski, W., M.C. Fondaneche, F. Le Deist, M. Kanariou, F. Selz, N. Brousse,
V. Steimle, G. Barbieri, C. Alcaide- -Loridan, D. Charron, A. Fischer y B. Lisowska-
Grosplerre (2001). Mutation in the class Il trans-activator leading to a mild
lmmun{odeﬂmency J Immunol 167(3): 1787-24.

anht K.L.. K.C. Chin, M. Linhoff, C. Skinner, J.A. Brown, J.M. Boss, G.R. Stark y
J.P. ng (1998). CIITA stimulation of transcription factor binding to major
hlstocompatlblhty complex class Il and associated promoters in vivo. Proc Nat/
Acad Scr US A95(11): 6267-72.

Xi, H., DD Eason, D. Ghosh, S. Dovhey, K.L. Wright y G. Blanck (1999). Co-
occupancy of the interferon regulatory element of the class || transactivator (CI/TA)
type IV’ promoter by interferon regulatory factors 1 and 2. Oncogene 18(43): 5889-
903,
Xi, H. EB Goodwin, A.T. Shepherd y.G. Blanck (2001). Impaired class I
transactlvator expression in mice lacking interferon regulatory factor-2. Oncogene
20(31): 4219 27, ‘

Zhou, H y L.H. Glimcher (1995). Human MHC class Il gene transcription directed
by the carboxyl terminus of C/ITA, one of the defective genes in type Il MHC
comblned immune deficiency. Immunity 2(5): 545-53,

Zhou, H H.S. Su, X. Zhang, J. Douhan, 3rd y L.H. Glimcher (1997). CliTA-
dependent and -independent class Il MHC expression revealed by a dominant
negative mutant. J Immunol 158(10): 4741-9,

Zhu, J. ;.y F. McKeon (1999). NF-AT activation requires suppression of Crm1-
dependent export by calcineurin. Nature 388(6724): 256-60.

Zhu, X.S., M\W. Linhoff, G. Li, K.C. Chin, S.N. Maity y J.P. Ting (2000).
Transcrlptlonal scaffold: C/TA interacts with NF-Y, RFX, and CREB to cause
stereospecmc regulation of the class Il major histocompatibility complex promoter.
Mol Cell Biol 20(16): 6051-61.

Zhu, X.S. y J.P. Ting (2001). A 36-amino-acid region of ClfTA is an effective
inhibitor of CBP: novel mechanism of gamma interferon-mediated suppression of
collagen @lpha(2)(l) and other promoters. Mol Cell Biol 21 (20): 7078-88,

i
;
]
!
!
i

} 117




