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1. RESUMEN

NKG2D (Natural Killer Group 2, type D) es un receptor de activacion de las células
Natural Killer de sangre periférica (NK), uterinas (uNK) y TCDS8" humanos. Son ligandos de
NKG2D (NKG2DL), las proteinas relacionadas con la cadena alfa del complejo principal de
histocompatibilidad de clase I A y B (MICA y MICB) y las proteinas de uniéon a UL16
(ULBPs). Se han descrito variados mecanismos relacionados con la evasion tumoral y con la
tolerancia fetal que involucran el control de la sintesis de los NKG2DL, los cuales se expresan
principalmente en la superficie de células diana en situaciones de estrés, infeccion intracelular o
transformacion maligna. Hay antecedentes que indican que la sobreexpresion de moléculas
chaperonas puede alterar el nivel de expresion en la superficie celular de proteinas de
membrana, como también algunas citoquinas pueden reducir la expresion de los NKG2DL. Se
postula que Calreticulina (CRT) se asocia con las moléculas MICA en células de trofoblasto y
en melanoma maligno y que la expresion de los ligandos MICA esta influenciada por la
Interleuquina 10 (IL-10) en melanoma maligno. Mediante analisis histologicos y microscopia
confocal se determiné la superposicion de MICA y MICB con calreticulina, calnexina y Erp57.
Ademas, se detectd co-inmunoprecipitacion de CRT y MICA. Ambos estudios realizados en
cultivos celulares de trofoblasto humano de primer trimestre y en lineas de melanoma maligno
humano. Sin embargo no se detectd interaccion directa entre CRT-MICA recombinantes
mediante analisis de afinidad por BIAcore. Se analiz6 la expresion de NKG2DL y la relevancia
funcional en lineas celulares humanas de melanoma en respuesta al estimulo con Interleuquina
10. Se utilizaron lineas de células malignas del melanoma tratadas con IL-10 para analizar
MICA/B mediante qRT-PCR y citometria de flujo. Se demostrdo que IL-10 disminuye la
expresion en la superficie de células de melanoma de MICA, pero no MICB. También se indico
que la regulacion de MICA se produce a nivel de mRNA, de forma dosis dependiente tanto de
citoquina humana recombinante como de la variante viral de la IL-10. Este estudio revelo
ademas que la disminucion la MICA por IL-10 conduce a la reduccion de la lisis mediada por
células citotoxicas in vitro. Esta tesis contribuye al conocimiento de las moléculas responsables
del plegamiento y retencion intracelular de los NKG2DL, asi como al papel de la IL-10 en la
expresion de NKG2DL, ambos mecanismos propios de la evasion inmune tumoral y de la

tolerancia fetal.



2. SUMMARY

NKG2D (Natural Killer Group 2, type D) is an activating receptor of the peripheral
blood natural killer (NK), uterine (uNK) and humans TCD8+ lymphocytes. The NKG2D
(NKG2DL) ligands are divided in two families: The proteins related to the alpha chain of
major histocompatibility complex class I A and B (MICA and MICB) and the UL16
binding proteins (ULBPs). Various mechanisms related to tumour evasion and foetal
tolerance where the control of synthesis of NKG2DL is involved, have been described.
NKG2DL are mainly expressed on the surface of target cells under stress, intracellular
infection or malignant transformation. Some studies indicate that the overexpression of
chaperone molecules may alter the level of cell surface expression of membrane proteins.
Also, immunomodulatory cytokines can reduce the expression of NKG2DL. It is believed
that Calreticulin (CRT) associates with MICA molecules in trophoblast cells and malignant
melanoma, and that the expression of MICA is influenced by IL-10 in malignant
melanoma. Using histological analysis and confocal microscopy, the superposition of
MICA and MICB with CRT, calnexin and Erp57 was determined. Co-immunoprecipitation
of CRT with MICA was also detected. These studies were performed in cell cultures of
early first trimester trophoblast and malignant melanoma cell lines. However, no direct
interaction between recombinant CRT-MICA by BlAcore affinity analysis was detected.
The expression and functional relevance of NKG2DL in human melanoma cell lines in
response to stimulation with Interleuquin 10 (IL-10) was analysed. Melanoma cell lines
treated with IL-10 were used to determine MICA/B by qRT-PCR and flow cytometry. It
was demonstrated that IL-10 decreases the cell surface expression of MICA, but not of
MICB in melanoma cell lines. It was also indicated that the downregulation of MICA
ocurred at a mRNA level, and that this effect is dose-dependent of the recombinant human
cytokine and the viral variant of IL-10. This study also revealed that the decrease of MICA
produced by IL-10 led to the reduction of cytotoxic cell-mediated lyses in vitro. This thesis
extends the knowledge on molecules responsible for the folding and intracellular retention
of NKG2DL and on the role of IL-10 in the expression of NKG2DL, both mechanisms

related to tumour immune evasion and foetal tolerance.
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4.  INTRODUCCION

El Sistema Inmune de los mamiferos estd compuesto por organos, células y
moléculas, que interactiian estrechamente en una compleja red para proteger al organismo
del dafio provocado por patdogenos externos y células neoplasicas. También posee la
capacidad de discriminar a través de las propiedades fisicoquimicas de las moléculas, las
células propias del organismo y las no propias patogenicas'. Historicamente el desarrollo
cientifico de la inmunologia estuvo centrado en el control de infecciones provocada por
microorganismos patdogenos de diversa naturaleza, pero en las ultimas décadas con el
advenimiento de las profilaxis y el desarrollo de antibioticos, ha incidido en el aumento de
la expectativa de vida y con ello en el avance en el conocimiento de otras areas de la
inmunologia como la inmunidad antitumoral, autoinmunidad y transplante, entre otros
(Diagrama 1).

El desarrollo de la respuesta inmune estd regulado por complejos mecanismos de
control que pueden favorecer tanto su accidon efectora, como su inhibicion. Por ello, el
conocimiento de estos mecanismos abre nuevas alternativas de manipulacion de las
respuestas inmunes, favoreciendo su accion o su represion segln sea el caso de la patologia.
Adicionalmente, se ha descrito que algunos microorganismos patéogenos y las neoplasias,
utilizan estos sistemas de control de la respuesta inmunologica en su propio beneficio,
generando asi estrategias para evitar ser eliminados por el sistema de defensa, fendmeno
conocido como Evasion Inmune. Sin embargo, esta forma de escapar de la actividad
inmunolodgica es, en ciertos casos un proceso normal del organismo, como se ha descrito en
el tracto gastrointestinal,” epitelio bronquial’ y placenta. *”

El conjunto de 6rganos, células y moléculas que participan en las fases efectoras, de
tolerancia y regulacion, comprenden un todo en que las claves de cada fenémeno pueden
favorecer en un caso la accion del SI 'y en otros su control. (Diagrama 1). En otras palabras,
muchos de los elementos que forman parte de la inmunologia moderna son compartidos
entre diferentes tipos de patologias o eventos inmunolégicos. Uno de los ejemplos mas
claros, y en los que se desarrolla esta tesis, tiene que ver con la evasion inmune que
desarrollan las neoplasias para escapar de la accion de la fase efectora de la RI antitumoral,

y los fenémenos evasivos montados por el trofoblasto en el periodo del embarazo. Es
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posible asi, extrapolar los fendmenos de un area a otra considerando que los actores se

repiten pero en condiciones diferentes.

Escape Inmunes

VEquilibrio’]
| Espontaneo Tolerane

I Respuesta Inmune

Diagrama 1: El escape inmune, la respuesta inmune y las condiciones fisiopatologicas
asociadas. A medida que la respuesta inmune se hace mas fuerte se asocia a patologias
relacionadas al danio tisular a lo propio y a injertos, como también en mecanismos que
participan del aborto espontdneo. A su vez la, permanencia del feto en gestacion esta dada
por una respuesta inmune reducida. El escenario de estadios avanzados del cancer esta
dado por una respuesta inmune ausente en contra del tumor, predominando la evasion
inmune.

inmunidad

4.1. Respuesta Inmune

Como ya se menciond, nuestro sistema de defensa trabaja esencialmente
discriminando entre moléculas propias de las que no lo son. Esto permite la deteccion y
posterior eliminacion de agresores que pueden ir desde virus a pardsitos multicelulares.

Es aqui donde con fines practicos se ha subdividido la inmunologia en dos grandes
brazos, la llamada RI Innata y la RI adaptativa. La inmunidad innata desempefia una
importante funcion en la fase inicial de las infecciones y en el desarrollo posterior de la
inmunidad adaptativa. Una vez que los agentes patdgenos se ponen en contacto con el
organismo, desencadena inmediatamente las sefales de peligro, sin variar su forma de
proceder e intensidad; y no confiere proteccion a la reinfeccion®. La inmunidad adaptativa,
en cambio, constituye una proteccion efectiva del hospedero contra los microorganismos
patogenos, cuando éstos han evadido los mecanismos innatos de defensa, y ademas de
eliminar al agente infeccioso, le confiere proteccion al hospedero contra la reinfeccion por
el mismo agente, garantizado por la existencia de una gran poblacion de células de
memoria.’

Patrones moleculares propios de los patdogenos como los residuos de carbohidratos

en las glicoproteinas o la ausencia de residuos de citosina metilados en el DNA, son
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detectadas por numerosos receptores distribuidos principalmente en células que forman
parte del SI innato. Este reconocimiento se realiza a través de los Receptores de
Reconocimiento de Patron (PRR), especialmente los Receptores tipo “Toll” (TLR)." Estos
receptores reconocen a los llamados Patrones Moleculares Asociado a Patdgenos
(PAMPS), estructuras conservadas y esenciales para la sobrevida del patogeno.'' Esta
accion fundamental del SI, le otorga la caracteristica de discriminar lo propio de lo no
propio microbiano.

El SI innato se considera ontologicamente mas antiguo. Estd compuesto de barreras
epiteliales, células circulantes como células dendriticas (DC), neutrofilos, fagocitos
mononucleares, células citoliticas naturales o Natural Killer (NK)' y proteinas plasmaticas,
entre otras.'” Con la activacién del SI innato se desencadena, en etapas posteriores, una RI
adaptativa, mediada por los linfocitos T y B.

Fue en la década de los ochenta, en que por primera vez se propuso que el SI era
capaz de detectar la expresion de neo-antigenos y/o moléculas alteradas, como también
detectar la sobre-expresion de moléculas propias. Actia en ausencia de lo propio mediante
la deteccion de una disminucion en la expresion de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC)."* Tanto el SI innato como el adaptativo son capaces de
interactuar con estas células. Mas aun, existen varias sub-poblaciones especializadas
encargados de detectarlas y eliminarlas.”® Dicha interaccion viene dada, en parte, por la
presentacion de antigenos tumorales que desarrollan un mecanismo complejo y de alta
especificidad para la erradicacion de dicho tumor. Esta funcion es realizada, en forma
orquestada, por células presentadoras de antigenos, linfocitos T, B y células NK.

Las células NK son el tinico componente celular que es capaz de diferenciar entre
las células sanas y células alogénicas o autdlogas, que han sido sometidas a alguna

.y , . . . [ .y . 14
condicion de estrés, para posteriormente destruirlas sin sensibilizacion previa.

4.2. Cancer
El cancer es un desorden hiperproliferativo que involucra transformaciones
morfologicas y celulares, desregulacion de la apoptosis, invasion, angiogénesis y

metéstasis, reemplazando al tejido normal en sus funciones.'’
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Actualmente es reconocida la permanente actividad del sistema inmune sobre la
eliminacion temprana de células bajo transformacion tumoral, la llamada inmunovigilancia
%19 Sin embargo, este proceso no es totalmente efectivo, pues la respuesta inmune ejerce
una seleccion evolutiva sobre las células que resisten mejor el microambiente tumoral pro-
inflamatorio, las cuales forman masas tumorales, proceso conocido como inmunoescape. El
concepto que unifica ambos procesos, se conoce como Inmunoedicion e incluye tres etapas:
eliminacion, equilibrio y escape de las células tumorales. Este proceso involucra la
evolucion de la célula tumoral que pasa de ser inmunogénica a generar tolerancia a los
componentes del sistema inmune. '°

La activacion de la respuesta inmune anti-tumoral, depende de las sefiales de
peligro liberadas o expresadas por las células dafiadas o estresadas. En el caso de una
transformacion celular, las sefiales de peligro que activan la inmunidad antitumoral aun no
se encuentran bien definidas. Estas pueden venir del microambiente tumoral como
resultado del remodelamiento del tejido, o pueden provenir directamente de las células
transformadas en respuesta a la sefializacion oncogénica. Las células tumorales coexisten
con células del sistema inmune como: macrofagos asociados a tumores (TAM), células T
reguladoras (Treg), células dendriticas (DC) y células supresoras mieloides. TAM y Treg
son las principales fuentes de citoquinas anti-inflamatorias, como: interleuquina 4 (IL4),
IL10 y IL13 'y factor de necrosis tumoral beta (TGF-B) las cuales suprimen la actividad
anticancerigena mediada por las células NK, y T CDS8".!"” Durante el proceso de
eliminacion de las células transformadas, es importante el papel que cumple el sistema
inmune innato, dado principalmente por el reconocimiento de moléculas endogenas

liberadas en ambientes proinflamatorios por los receptores tipo Toll, la activacion de las

DC, el reconocimiento y eliminacion de las células transformadas por las células NK.'®

4.3. Melanoma Maligno
Los melanomas son transformaciones malignas que se originan a partir los
melanocitos, células de origen neuroectodérmico, encargados de producir el pigmento de la

19 . . . .,
1."” Pueden aparecer en cualquier lugar de la epidermis y mucosas, como también en la

pie
uvea e iris.'® Histologicamente se han descrito varios tipos de ellos, de acuerdo a su nivel

diferencial de pigmentacion. Considerando su evolucion natural, los melanomas atraviesan
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la membrana basal del epitelio, se trasladan a través de los vasos linfaticos a ganglios
regionales y por diseminacion hematégena, colonizan con mayor frecuencia higado,
pulmon, tracto gastrointestinal, hueso o sistema nervioso central. Los melanomas ademas
pueden expandirse localmente, fenémeno que se conoce como metdstasis satélite.”
Mencion especial merece el melanoma de fivea, ya que es la neoplasia intraocular mas
comun en el adulto y sus metéstasis tienen como destino preferencial el tejido hepatico."

A pesar de los importantes avances de la medicina en la lucha contra el cancer, se
ha registrado un espectacular aumento en la incidencia del melanoma maligno a escala
mundial en los ultimos cuarenta afios. Esta incidencia estaria relacionada a la
sobreexposicion de las personas a la luz solar, en especial a los rayos ultravioleta B y a la
disminucion concomitante de la capa de ozono.”' Otros factores importantes en relacion
con melanoma, lo constituyen los antecedentes genéticos e inmunoldgicos, la exposicion a
carcinodgenos y la preexistencia de nevos. El melanoma puede afectar a adultos y personas
jovenes, siendo una importante causa de muerte en paises desarrollados.*

En Chile, durante las ultimas dos décadas, se ha producido un incremento
preocupante de las enfermedades oncologicas. Los tumores malignos han aumentado sus
tasas de mortalidad de 98 a 118 por cada 100.000 habitantes.”® Es por esto que cada vez son
mas los esfuerzos por encontrar soluciones terapéuticas eficientes para combatir el avance
de esta enfermedad. En este sentido, un 4rea de accion muy importante es la Inmunologia,
ya que se centra en poder comprender los mecanismos por los cuales el tumor logra evadir
la vigilancia y el ataque por parte del SI, con lo cual logra crecer y expandirse a través del
cuerpo.”* Cualquier progreso que se pueda hacer en esta area tiene gran relevancia, ya que
puede ser un aporte importante para la implementacion futura de terapias destinadas a
disminuir el impacto de dicha enfermedad en la salud publica.

El tratamiento que dispone la medicina en la actualidad contra el melanoma se basa
en primera instancia en la erradicacion del tumor mediante cirugia, donde la extirpacion
local de lesiones cutaneas de pequefio tamafio y que no traspasan la membrana basal del
epitelio da buenos resultados. Cuando las células tumorales han superado esta barrera y se
diseminan producen las llamadas metastasis. Las células neoplésicas, a diferencia de las

normales, entran en un estado de constante y descontrolada proliferacion. Es esta
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caracteristica de division activa, aprovechada por la radio y quimioterapia que apuntan a la
destruccion celular, atacando el DNA durante la mitosis.

Aun cuando se han experimentado grandes avances relacionados con estas terapias
en otros tipos de cancer, los resultados de los tratamientos tradicionales en la enfermedad
metastasica de melanoma son decepcionantes, lo que hace imprescindible la utilizacion de
tratamientos alternativos basados en el diagndstico precoz y el desarrollo de nuevas
estrategias para tratar la enfermedad. Una de ellas es la inmunoterapia del cancer, la cual
trata de inducir respuestas del sistema inmune contra los tumores malignos mediante
diferentes estrategias, entre ellas, la transferencia adoptiva de linfocitos activados, las
terapias basadas en el uso de células dendriticas pulsadas con antigenos o el uso de
anticuerpos monoclonales quiméricos y/o humanizados en contra de blancos especificos en

el tumor.?

4.4. Tolerancia Fetal

La tolerancia inmunolégica se define como el conjunto de mecanismos celulares y
moleculares que permiten la sobrevida de una célula, bloqueando, inhibiendo o escapando
de la accion efectora del SI. Por las razones antes mencionadas, el organismo utiliza
mecanismos de evasion inmune durante el propio desarrollo. Los ejemplos mas claros son
la tolerancia oral a los alimentos y la fetal a la presencia de células con contenido genético
paterno.6

El embarazo por definicion es un mecanismo natural de evasion alogénica, en el
cual el utero gravido es un sistema altamente regulado que evita el rechazo fetal. Durante el
primer trimestre de gestacion se establece la circulacion utero-placentaria, interfase donde
se genera la regulacion del sistema inmune innato de la madre, que actia en el contacto
directo entre células de la circulacion de la madre con células del citotrofoblasto
proveniente del feto. Estas ultimas dispuestas en forma de vellosidades coriénicas °.

La placenta humana es un 6rgano temporal que otorga proteccion fisica y de
mecanismos de defensa, suministro de nutrientes al feto y retiro de desechos. Es también un
6rgano endocrino, donde la secrecion de progesterona mantiene el embarazo.
Histoldgicamente, esta formada por la estrecha interrelacion de células provenientes de dos

genotipos diferentes, el de la madre y el del feto.”
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Después de ocurrida la fecundacién, el huevo se implanta en el tercio superior del
utero de la madre en donde células del polo vegetal comienzan a invadir el estroma
endometrial, formando asi el citotrofoblasto. Esta capa se divide y comienza a profundizar
en el estroma. Al entrar en contacto con células de las glandulas endometriales, se fusionan
formando un sincicio conformado por nucleos provenientes del feto y de la madre, llamado
sinciciotrofoblasto. Mas tarde se generan las llamadas vellosidades coriales que son masas
de tejido conjuntivo revestidas por células del trofoblasto. Paralelamente, se forman
espacios inter-vellosidades que se van fusionando entre si creando un verdadero laberinto
de vasos llamados redes lacunares. Al penetrar el crecimiento de la vellosidad corial llegan
a las arteriolas del utero, que se encuentran dilatadas, y se produce el llenado de sangre
materna en los espacios intervellosidades, estableciéndose la circulacion utero-placentaria.
Se establece asi, la llamada barrera placentaria conformada por, el sinciciotrofoblasto, el
citotrofoblasto, el tejido conectivo del centro de la vellosidad, la membrana basal del
capilar fetal y las células endoteliales. *° En resumen, en el trofoblasto se ponen en juego
elementos de evasion inmune, un escape de tipo alogénico, donde células del sistema
inmune de la madre reconocen y tolerizan a antigenos provenientes del feto ® Es aqui
donde es posible establecer un paralelo entre la placenta y el tejido tumoral, pues que

comparten varias caracteristicas y estrategias evasivas del sistema inmune.

4.5. Tolerancia fetal y evasion inmune antitumoral

El cancer es un nuevo tejido generado por mutaciones génicas, que resulta en el
montaje de variados esquemas de escape de la accion de las células efectoras del SI. Es
altamente proliferativo, con capacidades invasivas y que requiere una alta necesidad
energética que es suministrada por una angiogénesis activa. '

Por otro lado, el embarazo por definiciébn es un mecanismo natural de evasion
alogénica en el cual el ttero gravido es un sistema altamente regulado que evita el rechazo
inmune. Y es en la placenta de primer trimestre de gestacion donde se establece la
circulacion utero-placentaria, necesaria para los requerimientos energéticos del feto. 2°. En
suma, es posible correlacionar mecanismos, factores y células, que son compartidos entre la
formaciéon tumoral, con el de la placenta humana como fendmenos de evasion

inmunoldgica.
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La expresion de productos de proto-oncogenes y de digestion de matriz
extracelular que permiten la migracion, deben ocurrir bajo un rico suministro vascular. De
los factores angiogénicos involucrados, un ejemplo es el papel que cumple el factor
inducible por Hipoxia (7abla 1). Se ha descrito que HIF-1 interacciona a nivel
transcripcional, pues al unirse al DNA, induce la transcripcion de la eritropoyetina. Este
factor, se ha asociado al fendmeno de la pre-eclampsia, caracterizado por hipertension,
proteinuria, y edema durante el embarazo. Recientemente se ha descrito una relacion entre
este factor de transcripcion y la secrecion de citoquinas, conectando asi los fendmenos
vasculares con los inmunologicos en la tolerancia fetal.”’. Por otro lado HIF-1 estd también
presente en altos niveles en los tumores humanos, desempefia un papel crucial en la
promocion tumoral pues estd implicado en el metabolismo de energia anaerdbica, la
angiogénesis, la supervivencia celular, la invasion celular, y la resistencia a los
medicamentos.”® Ademas se han descrito similitudes entre los elementos de respuesta del
promotor de los genes de MICA/B y los genes de proteinas de shock térmico como HSP70
sugiriendo que las condiciones en los ambientes del tumor que conducen a la HSP70 de
induccion, como el estrés oxidativo y la hipoxia, también puede favorecer la expresion de
MIC ». Destaca en esto ultimo el factor de transcripcion SP-1, el cual se ha descrito que
trabaja en forma concertada con variados factores relacionados a la hipoxia como lo es
HIF-17

Otros mecanismos solubles o celulares pueden considerarse denominadores
comunes entre el cancer y la tolerancia fetal, como lo es el factor de crecimiento endotelial,
extensamente descrito en la formacion de vasos en las masas tumorales °' y presente
también en la formaciéon de redes lacunares en el Utero gravido *2. La lista de factores
involucrados es amplia y se puede resumir en parte en la Tabla 1:

Tenemos entonces por un lado, una evasion no deseada, dada por las neoplasias, y
una evasion deseada en el caso de la reproduccion inmune. Los fendmenos son opuestos
pero los actores son los mismos. Uno de los denominadores comunes en ambas areas lo
constituye la inmunologia innata, mas especificamente el importante papel de las células

Natural Killer
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Tabla 1: Elementos solubles involucrados en la respuesta inmune y de angiogénesis
descritos en la Tolerancia Feto-Placentaria y en el Melanoma maligno. Se indican las
citoquinas mas reconocidas participantes de la tolerancia fetal que también se han descrito
presentes en el desarrollo del melanoma. Factores de vascularizacion y angiogénesis
también se indican descritos para ambos fenomenos.

Placenta Melanoma

Citoquinas GM-CSF*, IL-10**, IL-10°°, TGF- B *" IL-8, IL-6,

TGF-B*' CSF-1, IL-1, IL-6, TNF- | PDGF-A TGF-p, IL-1, GM-

a,” CSF, TNF and IFN**
Factores de EGF’', PIGF®, VEGF”, IGF-2", | VEGF, bFGF, MGSA/GRO,
Crecimiento y HGF", LIF, PDGF* PDGF, EGF, IGF-1, NGF,
vascularizacion VEGF*
4.6. Células Citoliticas Naturales NK (Natural Killer Cells)

Las células NK fueron descritas por primera vez en 1975, observandose que ratones
normales poseian células citoliticas que in vitro mostraban una especificidad hacia células
murinas de leucemia Molones.*' Son una poblacion de células que corresponde al 10-20%
del linfocitos de sangre periférica, en 6rganos linfoides secundarios como linfonodos, bazo
y médula dsea, en tejidos como el higado, cavidad del peritoneo y placenta. Pueden migrar
ademas a los sitios de inflamacion gracias a diferentes quimioatractan‘[es.42 Son capaces de
reconocer y reaccionar en contra de células aberrantes de tumores que emergen dentro del
cuerpo, asi como a las células infectadas por virus sin que haya habido una activacion
previa'®. Por estas caracteristicas, su funcion principal apunta a la eliminacion de células
alogénicas y a la identificacion y eliminacion de células autdlogas en condiciones de estrés,
como la infeccion por microorganismos intracelulares, dafio al DNA o bajo transformacion
maligna,” siendo muy importantes en el control del crecimiento tumoral y la metastasis.*
Ejercen su accion efectora citolitica liberando perforinas y granzimas, provocando la
muerte de la célula blanco transformada, como también asociadas a fenomenos de
autoinmunidad y al rechazo de transplantes.*™*

Fenotipicamente, se caracterizan por la expresion en superficie del marcador CD56

y la baja expresion de CD3. Basandose en la expresion de CD56, a nivel general, se
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dim.

distinguen dos subgrupos de células NK, las CD56
bright

, altamente citotoxicas, y las CD56
, que poseen una alta capacidad de liberacion de citoquinas.** Estas ultimas se
describen como importantes moduladores de la actividad de otras células, tanto del SI
innato como del adaptativo, mediante la secrecion de citoquinas y la interaccion directa con
D960

La activacion de las células NK ocurre tempranamente durante la respuesta inmune
y, contrariamente a la respuesta inmune adaptativa, no involucra la expansion de células
antigeno-especificas. Principalmente, las células NK prefieren atacar células que

. ., . . 50
disminuyen la expresion en superficie de moléculas MHC-I,

ya que las células tumorales
o infectadas con virus usan este mecanismo para evadir el reconocimiento por parte de los
linfocitos T citotoxicos. La accion efectora de las NK esta controlada por receptores
inhibitorios especificos para las moléculas MHC-I. Sin embargo, las NK pueden activarse y
atacar a las células que expresan PAMPS o moléculas autdlogas inducidas por estrés en un
microambiente inflamatorio a través de receptores de activacion, entre ellos NKG2D
(Natural Killer Group 2, type D).>*>°

En el utero gravido las NK estan intimamente relacionadas con el trofoblasto de las
vellosidades placentarias constituyéndose como el principal linaje linfoide de la mucosa del
Gtero durante el embarazo.”’ ** Las llamadas NK uterinas (uNK) estan muy presentes en la
implantacion murina, sugiriendo que este sistema es necesario para la activacion de estos
linfocitos presentes en alto nimero durante el embarazo normal.”> También se ha descrito
que son una poblacién importante de los linfocitos en el endometrio humano, pues son una
fuente importante de citoquinas que modifican la respuesta inmune local. Poseen un
fenotipo unico que es distinto de las células NK de sangre periférica. Se han descrito como
CD56 +, CD3-, CD57-, CD9 +, CD9%4 +, KIR+ y CD16 +/- y son capaces de secretar IL-10

y de ser moduladas por TGF-B, cuya inhibicién es un posible mecanismo para regular la

., , . 54
funcion de las células uNK en el endometrio humano.

4.7. Activacion, regulacion y receptores de NK
La actividad citotoxica y la produccion de citoquinas estan finamente reguladas por
un equilibrio entre sefiales de receptores de activacion e inhibicion (Tabla 2).”> A pesar de

~ C g . 56
que las senales inhibitorias son preponderantes, ~ se ha documentado que, un aumento en
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la expresion de ligandos de los receptores de activacion, puede generar una sefial capaz de

~ e g ey 5
superar a las sefiales inhibidoras.”’

Tabla 2: Receptores presentes en células NK humanas y sus ligandos. Modificado de
(Ljunggren and Malmberg, 2007).”

Receptores activadores Ligandos

NKG2D ULBP1-ULBP4 MICA y MICB
NKp30 ND

NKp44 ND

NKp46 ND

NKp80 AICL

DNAMI1 (CD226) PVR and nectina-2
CD96 PVR y nectina-2

CD16 (FcyRIIIA) IgG

KIR2DS1 HLA-C

KIR2DS2 ND

KIR3DS1 ND

BY55 (CD160) HLA-C

CD2 LFA-3 (CD58)

Receptores inhibidores

KIR2DL2 y/o KIR2DL3 HLA-Cw3

KIR2DLI1 HLA-Cw4

KIR3DLI1 HLA-Bw4

KIR3DL2 HLA-A3 y HLA-A

LILRBI (LIR-1) KLRG1 Moléculas HLA de clase I, HLA-G y UL18 codificado por HCMV
NKR-PIA Cadherinas

CD94-NKG2A/B HLA de clase I clasicas y HLA-E

Las moléculas MHC activan los receptores de inhibicion, evitando la respuesta ante
células autélogas y son reconocidas por receptores de la familia Killer cell immunoglobulin
like receptor (KIR), KIR2DL, KIR3DL y de la familia de lectinas tipo C, el heterodimero
CD94/ NKG2A/B, cuyos ligandos son moléculas HLA de clase I clasicas y HLA-E,

: 44, 59
respectivamente.

Los receptores de inhibicion presentan diferentes estructuras
moleculares y especificidades, ademas tienen un motivo ITIM en su dominio
citoplasmatico, cuya fosforilacion induce el reclutamiento de las fosfatasas SHP-1 y SHP-2,
desencadenando un proceso de sefializacion consecutiva, impidiendo asi la activacion de la

célula NK. La teoria de la eliminacion de lo no propio elaborada por Kirre et al,'* esta
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basada en el reconocimiento de la ausencia de las moléculas MHC clase I, activando la
respuesta citotoxica de las NK. Esta teoria no explica la ausencia de respuesta ante células
que no expresan moléculas MHC clasicas, como es el caso de los eritrocitos. De esta forma
la funcion efectora esta definida por la estimulacion de receptores de activacion, que
reconocen moléculas microbianas exdgenas o ligandos inducidos por estrés. Los principales
receptores forman parte de la familia de los receptores citotoxicos (Natural Citotoxic
Receptor, NCR) (NKp30, NKp44, NKp46, NKp80), CD244, DNAM-1 y el homodimero
NKG2D.* ¢!

4.8. NKG2D (Natural Killer Group 2, type D)

Dentro del grupo de senales activadoras se destaca la molécula NKG2D.
Corresponde a un receptor homodimero unidos por un enlace disulfuro a lectinas tipo C,
siendo una glicoproteina tipo II anclada a membrana que ha perdido tanto su activacion por
calcio como el reconocimiento de carbohidratos.” Se ha descrito como el receptor de
activacion mas potente para linfocitos NK efectores en tejidos periféricos, el cual se
expresa en forma normal por las NK murinas y humanas,*” * linfocitos Top CD8",” en
macrofagos activados,®® en células NKT, todos los linfocitos Ty8® de sangre periférica y,
en niveles bajos, en casi todas las células Tyd intestinales intraepiteliales humanas,® y por
IKDC mieloide (interferon produced killer dendritic cell).”’ En células NK y macrofagos,
el receptor induce sefiales que conducen a una activacion total de las células, por lo que
seria un receptor primario de citotoxicidad, mientras que en células T, el receptor aumenta
la RI especifica para el antigeno, mediando sefales co-estimuladoras, colaborando en la
generacion de células T CD8" de memoria.”’ También se ha vinculado a linfocitos T
CD4"CD28 autoreactivos.’!

El receptor NKG2D humano se asocia con dos homodimeros de DAP10, a través
del hexdmero DNAX que se usa como péptido sefializador en la via de transduccion.
Especificamente la asociacion entre ambas moléculas se daria entre residuos de Arginina y
Aspartato presentes en la region transmembrana de NKG2D y DAP10 respectivamente®® La
activacion Optima del receptor requiere de citoquinas activadoras, IL2, IL12, IL15, IL18,

IL21 que favorecen su actividad citotoxica.”*”"’
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4.9. Ligandos de NKG2D

Los receptores NKG2D son clave en la identificacion de estados de estrés celular, y
a diferencia de otras moléculas que son ligando especifico, NKG2D es capaz de reconocer
hasta el momento 7 ligandos de membrana inducibles por dafo celular. En humanos se han
descrito dos familias de proteinas como ligandos (NKG2DLs)). Las primeras identificadas,
fueron las proteinas relacionadas con la cadena de la molécula de clase I del MHC
inducible por estrés MICAY’ y MICB,78 descritas por Groh, et al,79. Son moléculas
codificadas por el complejo principal de histocompatibilidad y presentan similitud a Ila
cadena a del MHC-I con los dominios a1, a2 y a3, pero se diferencian al no unir 32-
microglobulina ni presentar antigenos™.

El otro grupo de ligandos corresponden a las moléculas ULBP (UL-16 binding
protein) son similares a los MIC, pero presentan solo los dominios al y a2 de la cadena o
y no se codifica dentro del complejo MHC. Fueron identificados por la union a la proteina
ULI16 de citomegalovirus ®' y hasta el momento se han descrito 5 variantes. Como s6lo
ULBP 1 y 2 unen realmente a la proteina UL16, la denominacion actual es transcritos
inducidos por 4acido retinoico 1 (RAET1): RAETII (ULBP1), RAET1H (ULBP2),
RAETIN (ULBP3), RAETIE 1 y 2 (ULBP4), RAET1G (ULBP5).>* %8 Egtag proteinas
son capaces de modular la funcion de las NK ya que al ser reconocidas en la membrana
activan una respuesta citotdxica, pero también pueden ser liberadas de la membrana por la
accion de proteasas y quedar en forma libre en el extracelular. En fase soluble los
NKG2DLs son capaces de inhibir la respuesta mediada por NKG2D, sea por la reduccion
del ligando de superficie de la célula blanco, disminucion del receptor en la superficie de la
célula efectora o bloqueo del sitio de union del ligando en el receptor.”* *>*

Los NKG2DLs se han identificado a nivel de transcrito en multiples tejidos,” pero
existe una regulacion a nivel post traduccional que altera su expresion en la superficie.”® En
tejidos normales, se ha visto la induccion de NKG2DLs en la superficie por infecciones
microbianas, asi también como la inhibicién por algunos virus que evolutivamente han
desarrollado estrategias de evasion inmune,”’ ya que el gatillamiento de NKG2D inicia una
citolisis mediada por perforinas en contra de células infectadas por parasitos
intracelulares.”” Los NKG2DL se inducen por factores fisico-quimicos, calor, estrés

oxidativo, dafio genotdxico, estrés de reticulo endoplasmico (inhibidores del proteosoma),
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dafio al DNA por luz UV o radiaciones ionizantes y por efecto de drogas
quimioterapeuticas (inhibidores de histonas deacetilasas). Se ha descrito que el efecto de
induccion de los distintos NKG2DLs es diferente, lo que podria ser indicativo de un efecto
redundante de estos sobre la célula NK o que estos presentan diferente efecto sobre la
activacion de las NK.>* %%

En la evolucion de una masa tumoral se ha visto que en estados tempranos, se
estimula la expresion de los NKG2DLs, pero con el tiempo se desarrollan distintos
mecanismos para alterar su expresion en la superficie. ** Se ha descrito que algunas células
pueden disminuir la expresion moléculas en la superficie celular, debido a una retencion en
el reticulo endoplasmico. Otro mecanismo de reduccion de la expresion de proteinas en la
superficie celular es causado por la accion de metaloproteinasas (MMP), o también por la
inhibicion de su traduccion por accion de miRNA.” También ocurre liberacion de
exosomas que portan NKG2DL y TGF-f. La induccion de estos mecanismos podria estar
modulada por el microambiente tumoral y las citoquinas asociadas.*” %

Se ha descrito que ciertas sefiales de activacion, como la de NKG2D prima por
sobre las sefiales de inhibicion.’” Esto llevo a la hipotesis de que las moléculas NKG2DLs
cumplen un papel critico en la inmunovigilancia tumoral. A pesar de una marcada
diferencia en sus secuencias de aminodcidos, los diferentes ligandos interactiian
semejantemente con NKG2D.”® En general la afinidad de estos NKG2DLs, es mas alta que

muchas interacciones de ligandos con inmuno receptores.”” %

4.10. MIC

Los genes MICA y MICB han sido considerados como genes de respuesta en células
estresadas y contienen elementos de respuestas a shock térmico en sus promotores.”” Son
altamente polimoérficos y hasta el momento se han descrito 61 alelos para MIC-A y 30
alelos para MIC-B.**

Estas moléculas se han identificado normalmente en muestras de epitelio intestinal,
fibroblastos y epitelio de la via aérea, donde el contacto con el exterior ejerce una presion
sobre este tipo de ‘[ejidos.(’9 1% Como una respuesta a otros tipos de estrés, MIC puede estar
sobrexpresado durante ciertas infecciones, como con citomegalovirus (CMV),”

Mycobacterium tuberculosis en DC y células epiteliales infectadas,'™ Escherichia coli
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105 1 as moléculas MICs son los

patogénico en el epitelio intestinal y lineas celulares HeLa.
NKG2DL mejor caracterizados en tumores epiteliales de pulmon, rifidn, prostata, ovario,
colon, hepatico y mamario, en leucemias, en melanomas cutdneos primarios y lesiones
metastélsicas,106 como también en hepa‘[omas.107 Ademas, se ha observado en enfermedades

1

autoinmunes como artritis reumatoide '*® y enfermedad celiaca.'”. Por otro lado, en

condiciones normales, MICA y MICB se expresa en las c€lulas epiteliales del intestino, lo
cual se debe, probablemente, a la estimulacion por parte de la flora bacteriana.''
Especificamente, se encontrarian principalmente en las vellosidades més que en las criptas
de las células epiteliales, lo cual podria contribuir a la muerte rutinaria de las vellosidades,

favoreciendo la maduracion de las crip‘[als.111

4.11. NKG2D/NKG2DL en Evasion Inmune

Se ha planteado que podria existir una seleccion negativa sobre las células
tumorales que expresan NKG2DLs sobre su superficie. Investigaciones en melanoma
indican que la expresion de estos ligandos depende del estado de avance tumoral,
existiendo una alta expresion de estos ligandos en las lesiones primarias, pero disminuye en
las lesiones metastasicas. Esto seria una forma de escape de la inmunovigilancia por parte
de los tumores, debido a que con el tiempo quedarian sdlo las células que no expresan o
poseen una baja expresion de los NKG2DLs.''?

Lo anterior también se ha documentado para los gliomas en que los niveles de
MICA y ULBP2 son reducidos a niveles basales cuando la progresion maligna llega a
nivel metastatico. Esto indica que la inmunogenicidad de los gliomas decrece a medida que
se incrementa el grado de malignidad, posiblemente mediante un proceso de seleccion que
favorece la sobrevivencia de la célula menos inmunogénica. Los niveles de MICB y
ULBPI1 no se modifican en el glioma en relacion a su estado de avance, solo ULBP3
disminuye levemente en el estadio metastatico.'"

Este comportamiento de los NKG2DLs en la membrana en la progresion tumoral se
correlaciona directamente con la expresion de citoquinas inmunosupresoras como TGF-f3 y
de MMP."* '* La expresiéon de MMP vy citoquinas estd incrementada en casi todos los
cancer y se ha implicado en la invasion tumoral y metdstasis debido a su habilidad de

6

degradar matriz extracelular.''® Existe evidencia que ciertas MMP, que son
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sobreexpresadas en los tumores, serian las responsables de la liberacion a la circulacion de
MICA por parte del tumor, las cuales cortarian a MICA en la superficie del tumor
generando asi una fraccion soluble sérica de los NKG2DLs.”

Se han detectado formas solubles de MIC-A/B (sMIC) en la circulacion, lo cual
tendria relacion con la disminucion de la cantidad y funcionalidad del receptor NKG2D en
la superficie de las células T y NK.* Estas formas solubles de MIC A/B desactivan la
inmunidad de las células NK, debido a que pueden actuar como inhibidor competitivo
bloqueando el reconocimiento de moléculas MIC unidas a la membrana. Incluso, se ha
observado una correlacion entre los niveles de sMIC en suero y la progresion de la
enfermedad en pacientes con cancer de prostata''’ con valores significativamente mas altos
que en individuo sanos o pacientes con enfermedades benignas.' 18

Recientemente se ha reportado la presencia de sMIC en el plasma de mujeres
embarazadas, con niveles aumentados en el primer trimestre de la gestacion. Ademas, se
detectd que la actividad NKG2D del suero de las mujeres embarazadas estd disminuida,
postulandose asi un nuevo mecanismo de evasion inmune en el embarazo normal.'” Se
evidencid que las células del sinciciotrofoblasto, que estdn en contacto con la sangre
materna, son las que expresan y secretan moléculas sMIC. Ademas, se identificaron, en
vesiculas citoplasmaticas, en reticulo endoplasmico y complejo de Golgi, moléculas MICs
de igual tamafio molecular al de las proteinas de secrecion.'” Estas evidencias en suma
avalan una sintesis de novo y activa de MIC en células del sinciciotrofoblasto y liberacion
del contenido vesicular a la sangre materna. Otro mecanismo planteado es la posibilidad de
que las moléculas MIC pierdan su dominio transmembrana por corte catalizado por MMP

presentes en alta cantidad en el epitelio trofobléstico,'*.'*

4.12. Induccion de NKG2DL
La expresion de MICA y MICB aumenta en muchas lineas celulares tumorales y
tumores primarios de origen epitelial. Se piensa que esto es el resultado de la activacion de
la transcripcion de elementos de shock térmico, lo cual se sabe que acompafia a la
transformacion celular en un proceso tumoral. Ademas, se ha visto en células dendriticas
que la expresion de MICA y MICB puede ser inducida por INF-a. Se ha demostrado

recientemente que ciertos agentes genotdxicos productores de estrés o inhibidores de la
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replicacién del DNA pueden aumentar la expresion de NKG2DLs a través de ATM (ataxia
telangiectasia mutada) y ATR ( ATM y Rad3 relacionada) proteina quinasa en fibroblastos
humanos y/o lineas tumorales murinas induciendo su destruccion por las NK.'#1%

La respuesta NKG2D/NKG2DL se ve incrementada por el microambiente
inflamatorio generado por la interrelacion de vias de la respuesta inmune innata como la
maduracion de células dendriticas y la produccion de citoquinas, el reconocimiento de
proteinas liberadas en procesos de necrosis, la activacion de TLR, etc. La modulacion
mediada por citoquinas es un fendomeno que podria explicar la variacion en la expresion de
estos durante el desarrollo de una masa tumoral. Las citoquinas inmunoactivadoras para
NKG2D son inductoras también de la expresion de los ligandos en la célula blanco, estos
son IFNy, IL12, IL15 ¢ IL-18,7+7 aunque aun no se ha descrito los mecanismos por el cual
actan. Si se conoce que los promotores de los NKG2DLs presentan elementos de respuesta
para proteinas de shock térmico (HSP), ATF, ERK/JNK y NF«B, vias inducidas por estas
citoquinas y las proinflamatorias en general.”’ La liberacién de proteinas inducidas en
estados de estrés como con las HSP favorece la respuesta mediada por NK y estimulan la
induccion de NKG2DLs, ademas de favorecer el ambiente inflamatorio y la maduracion de

126. 127 Adicionalmente, en el promotor de los NKG2DLs existen

células dendriticas.
elementos de respuesta a estas proteinas, que podria asociarse a la induccion de los ligandos
en casos de shock térmico e indicar vias autocrinas y paracrinas de activacion de las células
en el microambiente tumoral.”’ Las HSP pueden ser reconocidas por TLR4 en un ambiente
inflamatorio aséptico, junto a otras moléculas liberadas durante un dafio inflamatorio como
HMGBI o proteinas de la matriz,'*® 1a funcion pro-inflamatoria de los TLR se ha asociado
a la inducciéon de NKG2DLs en experimentos in vitro. La activaciéon de TLR4 con LPS
genera una induccion de MICA en superficie.'” Estudios en gliomas indican que la
expresion de MICA y ULBP2 decrecen a medida que aumenta el grado de malignidad,
mientras que MICB y ULBPI1 se expresan independientemente del grado tumoral. En este
trabajo se delinean dos mecanismos independientes que pueden explicar estos patrones de

expresion, TGF-f se incrementa durante la progresion tumoral y selectivamente decrece

MICA, ULBP2 y ULBP4, mientras que MICB, ULBP1 y ULBP3 no se afectan.'**
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4.13. Regulacion de NKG2DL

Mecanismos descritos en los Ultimos afios involucran a las citoquinas para explicar
la evasion de la inmuno vigilancia por parte del tumor, las cuales, dependiendo del tipo y
del contexto, podrian aumentar o disminuir la expresion en superficie de los NKG2DL. Las
citoquinas son un grupo heterogéneo de pequefios péptidos solubles o glicoproteinas, las
que ejercen efectos pleiotropicos, como promover el crecimiento, diferenciacion y
activacion de las células. Estas moléculas pueden tener actividad pro o anti-inflamatoria.
Ademas de una funcién inmunosupresora, lo que depende del microambiente en el que se
encuentren. Las células del SI son la fuente principal de citoquinas, ain cuando otros tipos
celulares, no pertenecientes al SI como células epiteliales también son capaces de
producirlas. El microambiente tumoral es rico en citoquinas y otros mediadores
inflamatorios que estimulan la inmuno supresion, crecimiento de las células tumorales,
reorganizacion del tejido y angiogénesis.'’

Se ha observado que el efecto de IFNy y TGF-f es inverso, estas citoquinas son
capaces de disminuir la expresion de los ligandos, favoreciendo la evasion de la respuesta

113, 131

citotoxica y la sobrevivencia de las células tumorales . Los mecanismos descritos para

estas citoquinas es la disminucion de la expresion de NKG2D a través de membranas

88113132 ¢ disminucion de los ligandos en el caso de IFNy,

exociticas en el caso de TGF-3
donde hasta el momento se han descrito inducciéon de MPP e induccion de miRNA anti
MIC."! Se ha observado que INF-o. aumenta la expresién de MICA en la superficie de
células tumorales y, contrariamente, INF-y la disminuye.'* Por otro lado, en el embarazo
se ha detectado la expresion de SMICA y sMICB en la placenta, y se ha observado que la
interaccion con NKG2D disminuiria con el paso del tiempo gestacional, como un
mecanismo fisioldgico para silenciar el SI materno, y asi, promover el escape inmune del
feto alogénico.'"’

Por otro lado, se ha descrito la asociacion entre el incremento del grado de
malignidad y la expresién elevada de moléculas inmunosupresoras como TGE-B.'"* Se ha
documentado que la lisis de NK mediada por NKG2D se incrementa al depletar TGF-f o al
inhibir las MMP'"®. Es decir la evasion mediada por la inmuno sobrevida del sistema

NKG2D en gliomas in vivo puede promoverse por la inhibicion de MICA y ULBP2 via

TGF-B autocrino y por un corte de moléculas en membrana dependiente de MMP. Los
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mecanismos por los cuales TGF-f3 posee capacidades de inmuno escape tumoral, pueden
incluir efectos en sefales co-estimuladoras como NKG2D. Existen investigaciones que
indican que al parecer la pérdida de MICA y ULBP2 es més importante en el escape en
glioma y la regulacién diferencial de los NKG2DLs constituyendo asi una de las

. . . . 130
propiedades inmuno evasivas de los gliomas.

4.14. Interleuquina 10

En este sentido IL-10, una citoquina inmunosupresora, es capaz de impedir la
producciéon de un amplio rango de citoquinas producidas por varios tipos celulares
involucrados en la respuesta inmune, como por ejemplo 1L-2, IL-3, INF-y y GM-CSF, en
células Thl; IL-4 e IL-5 en células Th2; TNF-a e INF-y, en las células NK. Un aspecto
importante del papel de la IL-10 en la regulacion de la respuesta del sistema inmune, puede
deberse a sus efectos inhibitorios en macréfagos. Mas aun, en este tipo celular, la IL-10
suprime la producciéon de IL-1, IL-6, IL-8, TNF-o y MMP-9, ademas de regular la
expresion de MHC-II '**

Es ya parte de los textos que IL-10 es una citoquina inmunomoduladora gestacional,
que interviene principalmente durante el primer trimestre, encontrandose en altas
concentraciones en el suero de las embarazadas, coincidiendo asi con la elevacion de
variados mecanismos de evasion inmune trofoblasticos que se mencionan en este proyecto,
como lo es MIC soluble. Al término de la gestacion, caen los niveles de IL-10 y de otros
mecanismos evasivos, dando paso a una sefial pro inflamatoria dada principalmente por
Prostaglandina E2."%° En el mismo contexto, se demostrd que el receptor de IL-10R1 esta
constitutivamente expresado en citotrofoblasto, con mayores niveles en el primer trimestre
de la gestacion, con una sefializacion intracelular mediante el sistema Jak1/Stat3. 136

Finalmente, poco se conoce en cuanto al efecto que ciertas citoquinas podrian tener
sobre el sistema NKG2D/NKG2DL. En este sentido, se ha documentado que la expresion
de MIC, pueden ser inducidas por 4cido retinoico y por IFN-a'”’ y que TGF-B inhibe la
transcripcion de la molécula MIC en células de glioma."*® Por otro lado, no se ha
encontrado informacioén que la relacionen con las moléculas NKG2DLs, a pesar de estar
relacionada a la sintesis de la cadena alfa de MHC-1 y TAP.""7 Ademas, esta presente en un

ambiente tumoral y aumentada durante el embarazo,13 8 donde se ha reportado, en ambos
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casos, la presencia de moléculas MIC solubles en los sueros y acumulacioén en reticulo

L . . . S 117, 119
endoplasmico, como mecanismo evasivo de la inmunidad innata.''”

. IL-10 se expresa en
placenta de una forma dependiente de la edad gestacional, y disminuye hacia el final del

. . 34
embarazo, dentro de los cambios asociados con el parto.

4.15. Calreticulina

El RE es un organelo esencial para la sintesis y maduracion proteica. Es un
reservorio y fuente de sefiales de Ca®’. Cualquier perturbacion de sus funciones puede
resultar en la acumulacion de proteinas mal plegadas y posterior falla de su funcionamiento.
El RE contiene proteinas chaperonas que estdn fisioldgicamente involucradas en
modificaciones post-traduccionales, formacion de enlaces disulfuro, plegamiento y control
de las nuevas proteinas sintetizadas para preservar la homeostasis celular. En el estrés de
reticulo, el aumento de las chaperonas es clave para la sobrevida celular, facilitando el
correcto plegamiento de proteinas y previniendo su agregacion. Estas pueden organizarse
en tres grupos: (a) chaperonas de la familia de las HSP, que incluye a GRP78, GRP9%4 y co-
chaperonas; (b) chaperonas tipo lectinas como Calnexina (CNX), Calreticulina (CRT); y (¢)
chaperonas substrato especificas como Hsp47. Ademas, existen dos grupos chaperonas que
catalizan el plegamiento proteico, llamadas tioloxidoreductasas de la familia de las PDI,
GRP58/Erp57 y PPIs.'?’

CNX y CRT se asocian con la mayoria de las glicoproteinas que pasan a través del
RE, pero preferentemente lo hacen entre ellas. Esto dado por el hecho que CNX y CRT son
lectinas especificas para oligosacaridos transientes, que estén en un nivel intermedio de
procesamiento y que posean un residuo terminal de glucosa especifico. También ligan ATP,
Ca®", Zn*" y a Erp57, la cual es una de las principales tioreductasas del RE.'* Juntas, CNX,
CRT y Erp57 forman el sistema CNX/CRT, que es responsable del control de calidad y
ensamblaje de las nuevas glicoproteinas sintetizadas. Los substratos para el ensamblaje se
asocian de forma transiente con CNX y CRT, entran a un ciclo de glicosilacion/re-
glicosilacion, proceso que es muy importante en la asociacién con chaperonas.

CRT es una proteina que se distribuye de forma ubicua en las células del
organismo, se encuentra presente en un amplio rango de especies y es la principal proteina

., + . . ’ .
de unién de Ca®" a nivel intracelular. Es una proteina ampliamente conservada, con sobre
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un 90% de homologia aminoacidica entre humanos, conejos, ratas y ratones, ademas de
presentar un alto nivel de homologia en su secuencia de cDNA con CRT de Drosophila. Y
de plantas. '*' Ademas de las funciones de chaperona tipo lectina, CRT participa en la
modulacién de la expresion génica, induccion de la fagocitosis de células apoptoticas,
procesos autoinmunes, es antiangiogénica, inhibe el crecimiento tumoral, y participa en la
actividad litica de perforinas de células T y NK.'*

Si bien CRT presenta una secuencia de destinacion al RE, KDEL, ha sido detectada
en otros compartimentos intracelulares, incluida la superficie celular. En cuanto a su
estructura, tiene dominios estructurales y funcionales. Caracteristicamente, todas las
proteinas CRT presentan un dominio acidico C-terminal, un dominio P, rico en prolina, y
un dominio globular N-terminal. Es importante destacar que: (a) existe un dominio S, el
cual estd incluido en los dominios N y P, y estd involucrado en la union de componentes
del Sistema de Complemento; y (b) que el dominio N incluye 60 aminoacidos del dominio
C-terminal, los cuales tienen propiedades antiangiogénicas, debido a su capacidad de
inhibir la proliferacion celular endotelial.'*

El dominio N-terminal (aminoéacidos 1-180) presenta una estructura globular, con 8
laminas beta antiparalelas y un puente disulfuro. Esta region une Zn*", e interact(a in vitro
con chaperonas de RE y con dominios de union al DNA de algunos receptores nucleares.
Este dominio es muy importante, ya que junto al dominio P, es responsable de la funcion
chaperona.'”® Se ha visto que mediante mutagénesis sitio-dirigida de un residuo de
Histidina (H) del dominio N-terminal, se interrumpe la funcién de chaperona de CRT."** La
H se localiza en el extremo de un giro de una lamina beta corta, la cual se encuentra en la
interfase entre los dominios N y P. Este dominio podria influir significativamente en la
forma del bolsillo de unién a substrato (carbohidratos).'*

Recientemente, se ha documentado que la inoculacidon de un vector que transporta el
gen que codifica para vasostastina, segmento amino terminal de CRT, afecta la
citotoxicidad de las NK al diminuir los receptores MIC en la superficie celular de los
tumores.'* Por otro lado, investigaciones recientes, revelan que CRT regula negativamente
la expresion en membrana de proteinas, como es el caso de un regulador de conductancia
de fibrosis quistica CFTR, donde la utilizaciéon de un RNAi de CRT induce aumento de

CFRT en la superficie celular.'*® Al igual que las moléculas MIC, se conoce el aumento de
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la expresion del CRT en respuesta al estrés.'*’ Ademas CRT vy otras chaperonas son
fundamentales en el plegamiento de proteinas del complejo de histocompatibilidad,'*® de la
cual MIC pertenece. Por todo lo anteriormente expuesto postulamos que Calreticulina

participa del plegamiento de los NKG2DL
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5.  HIPOTESIS

En sintesis: MIC es una molécula de transmembrana que se encuentra acumulada en
el sistema reticular y/o es secretada en modelos de escape inmune, como lo son las células
del trofoblasto y neoplasias. Vasostatina, la porcion aminoterminal de CRT, altera la
expresion de moléculas MIC en la superficie de células tumorales, transfectadas con el gen;
CRT regula negativamente la expresion de otras moléculas de transmembrana. Se postula
aqui que Calreticulina participa en la expresion en la superficie de MIC y acumulacion
intracelular. Por otro lado, IL-10 es una citoquina predominante del primer trimestre de la
gestacion, en donde aparecen los mecanismo evasivos como sMIC, ademas, esta citoquina
regula la actividad de moléculas asociadas al ensamble del complejo principal de
histocompatibilidad. Ademas, IL-10 es un reconocido inmunomodulador de la evasion
tumoral.

Con los antecedentes expuestos, se plantea:

Calreticulina se asocia con las moléculas MICA en células de trofoblasto y de
melanoma maligno e IL-10 disminuye la expresion del ligando MICA en melanoma
maligno reduciendo la capacidad efectora de las células NK medida en un ensayo

citotoxico.
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6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo General
Determinar nuevos mecanismos de regulacion negativa de los ligandos del receptor

NKG2DL relacionados con la evasion inmune

6.2. Objetivos Especificos

O.E.1: Localizar MIC en compartimentos intracelulares de células de trofoblasto y
melanoma, colocalizando con proteinas chaperonas

O.E.2: Obtener la proteina MIC de células de trofoblasto por inmunoprecipitacion en
conjunto con las proteinas asociadas

O.E.3: Estudiar union directa entre MIC y Calreticulina mediante analisis de
interaccion de proteinas recombinantes

O.E.4: Estudiar en un modelo de cultivo de melanoma maligno la modulacion de la
expresion de MIC por IL-10

O.E.5: Estudiar en un modelo de cultivo de melanoma maligno la modulacion de la

expresion de chaperonas por IL-10.
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7.

MATERIALES Y METODOS

7.1. Soluciones Generales
Tampon Gel Resolutivo: 1,5 M: SDS 1 g, Tris base 45,5 g., agua 250 mL, pH 8,8.
Tampodn Gel de Concentracion: SDS 1 g, Tris base 15,5 g, agua 250 mL, pH 6,8.
Tampon de Carga para proteinas 3x: 1,9 mL de tampon Tris 1M pH 6,8, 3 mL de glicerol
100%, 1,5 mL de B-Mercaptoetanol, 3 mL de SDS 20%, azul de Bromofenol (punta de
espatula), 600 pL de agua destilada.
Tampon Tris 250 mM/Glicina 2 M: Tris base 30,3 g., Glicina 150,1 g, agua csp, pH 8,15.
Tampon de Corrida: Tris 250 mM/glicina 2 M 100 mL, SDS 20% 5 mL, agua completar
1L.
Tampon de Transferencia: Tris 250 mM/glicina 2M 100 mL, metanol técnico 200 mL,
agua completara 1 L.
Solucion de Tincion Azul de Coomassie: Azul de Coomassie brillante R-250 1 g, metanol
500 mL, acido acético 25 mL, agua 400 mL.
Solucion destincion Azul de Coomassie: Metanol 100 mL, &cido acético 25 mL, agua 800
mL.
Rojo Ponceau 1%: Rojo Ponceau 1 g, dcido acético 10 mL, agua 90 mL.
Tampoén de lisis RIPA: NaCl 150 mM, Tris pH 7,4 10 mM, EDTA 5 mM, é&cido
Deoxicoélico 1%, SDS 0,1% (luego de ajustar el pH), Triton 100x 1%, agua, ajustar a pH
7,2.
Coctel de inhibidores de proteasas: Pepstatina 1 pg/mL, Aprotinina 5 pg/mL, Leupeptina
5 pg/mL, PMSF 1 mM/mL (agregar a Tampon RIPA justo antes de usar).
Tampoén MOPS: MOPS 0,2 M, acetato de Sodio 50 mM, EDTA 10 mM, agua DEPC
estéril, pH 7 (ajustada con NaOH 2 M). Filtrar solucion con filtro Milipore 0,45 pm.
Tampon TBE 5x: Tris base 89 mM, acido borico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,3-8,7.
Tampon de carga de DNA 6x: Tris-HCI 10 mM (pH 7,6), azul de Bromofenol 0,03%,
Xilencianol 0,03%, glicerol 60%, EDTA 60 mM.
Tampon TE 20x: Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7- 8. Autoclavado
Medio LB: Extracto de levadura 5 g/L, Triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, Agar 15 g/L.

Autoclavado.
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» Placas LB Agar: Extracto de levadura 5 g/L, Triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L. Se ajust6 a
pH 7,0. Autoclavado.

* Medio crecimiento células HEK completo: DMEM-F12, FCS10%, L-Glutamina 1%,
Penicilina Estreptomicina 1%, Tilosina 1 pL/mL de medio.

» PBS: NaCl 250 mM, KCI1 20 nM, NaHPO 48 mM, K HPO 1,5 mM. Se autoclavo.

7.2. Muestras de tejido y cultivos celulares
7.2.1. Muestras de placenta humana de abortos espontaneos del primer

trimestre

Se obtuvieron 12 muestras de entre 3 a 5 cm2 de legrados programados
provenientes de placentas humanas de abortos espontaneos del primer trimestre de
gestacion, donadas gentilmente por el Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital
San José del Servicio de Salud Metropolitano Norte, en colaboracion con el Jefe del
Servicio de Maternidad Dr. Marcos Clavero Pérez. Este estudio fue aprobado por el Comité
de Etica e Investigacion del Servicio de Salud Metropolitano Norte a través del Director de
ética Dr. Carlos Navarro Cox y el Director del centro asistencial, Dr. Carlos Bottner (Anexo
1) También se aprobd el consentimiento informado redactado por la responsable clinico del
proyecto Dra. Mercedes Lopez N, del Programa Disciplinario de Inmunologia, ICBM
(Anexo 2) Se tomaron muestras de 1 mL de sangre a las pacientes que fueron sometidas a
legrado post-aborto previa firma de consentimiento informado, para determinaciones
séricas en el futuro no comprendidas en esta tesis. Los criterios fueron: De inclusion:
Placentas humanas del primer trimestre tardio entre 8 a 15 semanas de gestacion, que no
presenten infeccion asociada a la pérdida. De exclusion: Placentas de que no estén entre 8 a
15 semanas, o con diagndstico de pérdida por infeccion en utero placentaria. Pacientes
portadoras de virus HIV y Hepatitis B y/o C. Embarazos ectdpicos y molas. Se elabord una

ficha de muestreo para su clasificacion (Anexo 3).

7.2.2. Cultivos Primarios de Células de Trofoblasto
Muestras de legrados se seccionaron en pequeiios trozos en esterilidad. Se prepard
una solucion de separacion celular consistente en 50 mL de HBSS (Hanks solution)

(Invitrogen-EEUU) con cloruro de magnesio, 100 IU/mL penicilina y 100 mg/mL de
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estreptomicina (Hyclone-Canada), Gentamicina 1 pg/mL (Lab.Chile) Hialurodinasa 8
mg/mL  (Sigma-EEUU), Colagenasa 8 mg/mL (Sigma-EEUU) y 50 U/mL de
Desoxirribonucleasa (Sigma-USA). El tejido en la solucién de separacion se agito a 37°C
por 2 horas a 5% CO; en agitador orbital. La suspension celular se separd de restos de
tejido sin degradar mediante Cell Strainer (BD Biosciences, EEUU). Las células se
contaron y sembraron en razon de 1x10° /mL en medio RPMI 1640 (Invitrogen-EEUU)
10% Suero fetal bovino (FCS) (Hyclone-Canada).

7.2.3. Cultivo Lineas Celulares

Lineas de melanoma BL mel y FMS mel derivan de lesiones metastasicas de
pacientes tratados en el Hospital Radiumhemmet, Karolinska. La linea de melanoma FMS55
mel se obtuvo de la Sociedad Danesa de Cancer, cedida por el Dr. J. Zeuthen. La linea de
melanoma ocular OCM-1 mel provino de una donacién por parte del Dr. M. Jager de la
University of Leiden de Holanda. Las lineas de melanoma transducida con el retrovirus Hy-
TK-human 1L-10 (BLH), Hy-TK-viral IL-10 (BLV) Hy-TK- Mock (BLP) se establecieron
por el Dr. Flavio Salazar-Onfray en un trabajo previo.'* Estas ultimas se mantuvieron en
cultivo con 20 pg/mL y se seleccionaron con 300 pg/mL de Higromicina B (Invitrogen,
EEUU). Todas las lineas de melanoma y la linea de eritroleucemia K562 (ATCC, EEUU)
se cultivaron a 37°C y se alimentaron 2 a 3 veces por semana en RPMI 1640 suplementada
con 5% suero fetal de bovino (FCS), 1 mM glutamina, 100 IU/mL penicilina y 100 mg/mL
de estreptomicina (Hyclone, Canada). Las células para transfeccion HEK 293.T se
mantuvieron en medio DMEM F12 (Hyclone, EEUU) suplementado con 5% FCS. Todas
las lineas celulares almacenadas en crioviales en nitrogeno liquido, se descongelaron en
agua a 37°C y lavadas 3 veces en 2,5 mL de RPMI %5 FBS, centrifugando a 1200 rpm por
3 min. La concentracion final de células en la siembra fue de 1 a 1.5 x 10° células/mL

aproximadamente.

7.3. Analisis de Microscopia
7.3.1. Inmunohistoquimica
Las muestras para los estudios de inmunohistoquimica de placenta humana de

primer trimestre se fijaron en paraformaldehido 1%-PBS (Merck-Alemania) y luego se
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deshidrataron en gradiente ascendente de etanol 70, 95 y 100 %, aclaradas en Xilol (TCL-
Chile) y se embebieron en parafina liquida en autotécnico automatico (Leica-Alemania).
Para el estudio en melanoma maligno se seleccionaron muestras de tejidos del Servicio de
Anatomia Patologica del Hospital de Carabineros. Las inclusiones de tejido en parafina se
cortaron en micrétomo de rotacion RM2125 (Leica-Alemania) del servicio de Anatomia
Patologica del Hospital Clinico de la Universidad de Chile. Cortes de 4 pm se montaron en
portaobjetos silanizados, desparafinaron y rehidrataron en escala descendiente de etanol
hasta agua destilada.

Aquellos cortes de melanoma intensamente pigmentados, se sometieron a un
blanqueamiento de melanina en una solucion de permanganato de potasio al 0.05%
(Sudelab-Chile.) durante 1 a 2 horas y luego revelados en una solucion de acido oxalico al
0,1% hasta la desaparicion del color.

La inmunohistoquimica se desarrolld6 como sigue: Se bloqued la actividad de la
peroxidasa enddgena con peroxido de hidrogeno al 3% durante 10 min. Después de un
lavado con PBS, los cortes se incubaron con PBS-BSA 1% por 10 min. Sin lavar, las
muestras se incubaron durante toda la noche a 4°C con los siguientes anticuerpos
monoclonales anti: HAI-1 (clon C76/18) gentilmente donado por el Dr. Hiro Kataoka (U.
de Miyazaki, Japon) como control positivo de tejido placentario, MART-1 (Dako-
Cytomation-Dinamarca) como control positivo de melanoma, MICA y MICB (R&D
Systems-EEUU), IL-10 (Santa Cruz Biotechnology-EEUU), anti: MICA/B (clon D7)
gentilmente donado por el Dr. Norberto Zwirner (U. de Buenos Aires, Argentina) e IgG
como control (E-Bioscience, EEUU). Luego de 3 lavados con PBS de 5 min cada uno, los
cortes se incubaron durante 15 min, con anticuerpo policlonal de conejo anti
inmunoglobulinas de raton Biotinilado (KPL-EEUU). Se repitio el lavado y se aplicd por
15 min el sistema de revelado streptavidina-peroxidasa-DAB (Zymed-EEUU). Después del
lavado se incubd con el substrato DAB Plus Substrate Kit (Zymed-EEUU) por 5-15 min.
Los preparados histoldgicos fueron fotografiados en microscopio Leica con sistema de

captura de imagen digital Olympus C3030. (Japon).
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7.3.2. Inmunofluorescencia de Células de Trofoblasto y Melanoma en Cultivo

Un nimero de 1x10* células provenientes de cultivo primario de trofoblasto se
adhirieron a portaobjetos silanizados mediante centrifuga de portaobjetos (Sakura, Japon),
gentilmente facilitada por el servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital de Urgencias
Asistencia Piblica. Por otra parte, entre 1-5 x10* células de lineas de melanoma maligno se
sembraron en cubreobjetos redondos en placa de 24 pocillos por toda la noche en medio
RPMI 1640 suplementado.

Portaobjetos y/o Cubreobjetos con células adheridas se fijaron con metanol frio a
-20°C durante 30 s Se lavo 3 veces con PBS y se bloquearon las uniones inespecificas con
PBS-BSA 1% (Rockland-EEUU), por 15 min a temperatura ambiente. Luego se incubd
durante toda la noche a 4°C con 0,1 ng/mL de anticuerpos monoclonales anti: MICA y
MICB (R&D Systems-EEUU), previamente conjugados mediante Kit Alexa Fluor 488
Monoclonal Labeling Kit (Molecular Probes-EEUU). Los anticuerpos anti calreticulina
(BD Bioscience-EEUU), Calnexina y Erp-57 (Santa Cruz Biotechnology-EEUU) se
conjugaron con fluorocromo Zenon Alexa Fluor 647-R-Ficoeritrina (Molecular Probes-
EEUU). Ambos fluorocromos se utilizaron con longitud de onda de excitacion para laser de
Argdn de 488 nm. Se utilizd anticuerpo monoclonal 1gG2b Alexa Fluor 488 (Santa Cruz
Biotechnology-EEUU) como control negativo. Después de 3 lavados con PBS, se utilizd
ademads 300 nM de tincion nuclear DAPI (Molecular Probes, EEUU) por 30 s, previo al uso
de medio de montaje para fluorescencia (Dako-Cytomation-Dinamarca) El andlisis se
realizd6 con un Microscopio Confocal (Carl Zeiss-Alemania) con un modulo de escaner
LSM5 PASCAL (FONDAP-CEMC, ICBM, Universidad de Chile). Las imégenes se
colectaron por separado y se mezclaron mediante el software PASCAL. (Carl Zeiss-

Alemania)

7.4. Analisis de Expresion de Proteinas
7.4.1. Inmunoprecipitacion
Se lisaron de 0.5 a 1 x10° células por condicién, mediante adicion de 200 uL de
Tampén RIPA pH 7,2 (150 mM NaCl (Winkler-Chile), 10 mM Tris pH 7,4 (Winkler -
Chile), 5 mM EDTA (Winkler -Chile), 1% Ac. Deoxicodlico (United States Biochemical
Corporation-EEUU), 0.1% SDS (Winkler -Chile), 1% Triton 100 (Sigma-EEUU)

41



conteniendo un céctel de proteasas de Pepstatina 2 ng/mL (Sigma-EEUU), Aprotinina 10
ng/mL (Sigma-EEUU), Leupeptina 50 ng/mL (Sigma-EEUU) y PMSF 1 mM (MPBio,
USA). Las muestras se incubaron en rotacion a 4°C por 10 min. Luego se centrifugaron a
13.000 g a 4 °C durante 10 min. Se recolecto el sobrenadante, al que primero se le realizo
un preclareado. Al sobrenadante recolectado se le agregd una punta de espatula de Sefarosa
(Amersham Pharmacia Biotech -Reino Unido) junto con anticuerpo monoclonal del mismo
isotipo de la inmunoglobulina utilizada para la inmunoprecipitacion especifica o suero de
congjo sin inmunizar (SNC) cuando el anticuerpo usado para la inmunoprecipitacion fue un
policlonal de conejo (1 pg/pL), se completd a 1 mL con PBS. Se dejé en rotacion a
temperatura ambiente durante 1 h (o toda la noche a 4° C). Se centrifugd a 2.000 rpm.
durante 10 minutos. Se colectd el sobrenadante al que nuevamente se le agregd una punta
de espatula de Sefarosa junto con el anticuerpo de interés (1 pug/uL). Se dejo en rotacion a
temperatura ambiente durante 2 h (o toda la noche a 4 °C). Se centrifugé a 1.000 rpm
durante 5 min. Se descart6 el sobrenadante y se lavo el precipitado 5 veces agregando 1 mL

de PBS.

7.4.2. Inmunoelectrotransferencia (Western Blot)

Se agregd tampon de carga 3x y se calentd la muestra a 98 °C durante 5 min.
Posteriormente, se procedio a separar las proteinas en un gel de SDS-PAGE al 10% v/v
montado en una camara de electroforesis Mini-PROTEAN III (BioRad-EEUU). Se aplico,
en el gel concentrador 50 V y en el gel de corrida 100 V. Luego se realiz6 la transferencia a
membranas de nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham-Reino Unido), de acuerdo a la
metodologia descrita por Towbin,"”” utilizando un sistema humedo de transferencia
horizontal de proteinas Mini-PROTEAN III (Bio-Rad-EEUU) Se coloco el gel y la
nitrocelulosa entre dos papeles de filtro, a cada lado, orientandose la transferencia hacia el
catodo. Luego, se aplico una corriente de 100 V, y aproximadamente 0,8 mA, a 4°C,
durante 1 h. Se bloquearon los sitios libres con proteinas de leche descremada al 5 % p/v en
PBS pH 7,2, durante toda la noche en agitacion a 4° C. Posteriormente, se lavo tres veces la
membrana con PBS-Tween al 0,05% v/v, cada 5 min, por 4 veces, agitando constantemente
y se agrego el anticuerpo primario de interés diluido en PBS-leche al 3% p/v (1:500) y se

incubo a temperatura ambiente durante 2 h. Se lavd 7 veces con PBS-Tween al 0,05% v/v.
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Se agrego el anticuerpo secundario conjugado con HRP diluido en PBS-leche al 3% p/v
(1:500). Se lavo 5 veces con PBS-Tween al 5% v/v. Finalmente se incub6 con sustrato
ECL Western Blotting Substrate (Pierce-Reino Unido) en agitacion a temperatura ambiente
durante 5 min y se mont6 la membrana para una posterior visualizacion de la reaccion de
quimioluminiscencia, en chasis de revelado fotografico utilizando revelador D-76 y fijador

E-6 (Kodak, Brasil) y pelicula (Pierce, USA).

7.5. Analisis de Interaccion de proteinas recombinantes
7.5.1. ELISA de interaccion entre CRT y MICA recombinantes de origen
procarionte.

Se sensibilizd durante toda la noche a 4°C una placa dura de fondo plano de 96
pocillos Maxisorp (Nunc-Dinamarca) con 100 pL/pocillo de 0, 3, 6 y 12 ng/mL de proteina
MICA recombinante, generada previamente en nuestro laboratorio en un sistema de
expresion de Escherichia coli BL21. Posterior a la sensibilizacion se realizaron 5 lavados
con PBS-Tween-BSA-1%. Luego se bloqued con 200 pL/pocillo de PBS-Tween-BSA-1%
durante 1 h a 37°C. Utilizando una concentracion madre de 0,58 mg/mL, se agregd la
muestra de 100 uL/pocillo de Calreticulina recombinante humana, donada gentilmente por
el laboratorio del Dr. Arturo Ferreira (ICBM-U. de Chile), en concentracion de 0, 3, 6 y 12
pg/mL por triplicado. Se incubo6 la placa por 2 h a 37°C. Luego se incubo una solucion de
anticuerpo policlonal de conejo anti-Calreticulina humana en 100 puL/pocillo a una dilucién
1:2500 (0,025 ng/mL), durante 1h a 37°C. Despues de 5 lavados con PBS-Tween-BSA-1%
se agrego 100 uL/pocillo de conjugado anti conejo en dilucion 1:500 (0,5 pg/ mL) en
incubacion por 1h a 37°C. La actividad HRP se evalu6 por la adicién de 2-2'-azino-di-(3-
ethilbenztiazolin sulfénico) (ABTS) (Sigma-Aldrich-EE.UU.) con H,0, .al 30% en dilucién
1:1000. La densidad 6ptica se leyo a 405 nm en un lector de ELISA automatico (Bio-Rad-
EE.UU.) alos 5, 10 y 15 minutos.

7.5.2. Transformacion de Bacterias

Como hospederos de clonacion se utilizd Escherichia coli LeDHS5a, culivadas en
medio LB (0,5 % p/v Extracto de levadura, 1 % p/v Peptona, 1% p/v NaCl (Merck,
Alemania). Se prepararon placas Petri con medio LB 0,25% p/v - Agar 0,15 % p/v, 50
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ug/mL ampicilina, se secaron a temperatura ambiente y se almacenaron a 4°C. Se uso6 el
pCMV-SPORT6-MICA (Clone ID 4446575) y el pCMV-SPORT6-MICB (Clone ID
6025253, Invitrogen-EEUU). A 40 pL de bacterias E. coli DH50 competentes se les agrego
10 pL del producto de la ligacion. Se incubd en hielo durante 30 min, seguido de una
incubacion a 42°C durante 1,5 min y nuevamente en hielo por 2 min. Se sembraron 100 pL
en una placa agar-LB con ampicilina 100 pg/mL (Sigma-EEUU). Las placas se incubaron a

37° C durante toda la noche.

7.5.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Colonias de Bacterias

Transformadas

Una muestra de colonia se tomo6 con punta de pipeta y se agité en 50 pL de agua
destilada, luego se calent6 a 100 °C por 5 min. Se tomaron 5 pL para realizar el PCR en 25
uL totales de reaccion. Tal como sigue: 5 uL de vector, 2,5 pL de tampon Taq Polimerasa
10x, 0,5 uL de dNTPs 10mM (New England Biolabs-Reino Unido), 0,5 uL de cada partidor
a 10mM, finalmente la 0,25 pL de enzima DNA polimerasa Taq 5 U/ pL. (Pyrobest-Japon)
en un volumen final de 25 pL, El contenido de la misma punta se expandi6 en otra placa
LB-agar como respaldo de bacterias luego del PCR de colonias. Los productos de PCR se
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2% y tincion con 1 pL de SYBR
Green ® (Molecular Probes-EEUU) en 25 pL totales. La expansion de colonias se realizo
en 20 mL de LB (Merck-Alemania)-100 ug Ampicilina (Sigma-EEUU) y se incub6 a 37° C
toda la noche en agitacion. Al dia siguiente, se realizd el mini preparado para separar el
DNA plasmidial del DNA gendmico bacterial, utilizando el Kit. QI4Aprep Spin, (Qiagen-
EEUU), cuyos productos se cuantificaron mediante nano-espectrofotometria (NanoDrop-
EEUU). Finalmente, las muestras se analizaron por secuenciacién automatico utilizando los

servicios de Nuffield Department of Medicine de la Universidad de Oxford-Reino Unido.

7.5.4. Digestion con enzimas de restriccion
Con el objetivo de separar los fragmentos génicos para la clonacién. el DNA
plasmidial extraido mediante mini preparados, se digiri6 mediante enzimas de restriccion
especificas para el vector de origen pPCMV-SPORT6 y para el de destino pHLSec-Avitag

151 detallados ambos en el Anexo 5.
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Las reacciones de digestion se llevaron a cabo por 4 horas a 37 °C, seguido de un
periodo de calentamiento 65°C por 20 min a y enfriando a 4°C toda la noche. Se utiliz6 la
cantidad de DNA de acuerdo a la formula:

Molaridad = [(ug/uL) / (pares de bases x 650 dalton)] x2

Se utilizé 1 pL de las enzimas Kpn y Agel (New England Biolabs-Reino Unido), 0,5
pL de BSA y 5 puL de tampdon 10X, completando con agua destilada hasta un volumen de
50 pL totales. Los productos de la digestion se purificaron mediante electroforesis en gel de
agarosa de bajo punto de fusion al 1% (BioRad-EEUU) y se extrajo el DNA digerido
mediante el kit QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen-EEUU)

7.5.5. Ligacion de DNA en vector de expresion
Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo utilizando las cantidades adecuadas de
inserto y vector para una razén molar de 3:1, respectivamente. Para un volumen final de 10
uL, se utilizaron 3 unidades de Quick Ligase y tampon 2X (New England Biolabs-Reino

Unido). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente por 5 min.

7.5.6. Transfeccion de células eucariontes

Debido a su buena susceptibilidad de transfeccion se utilizaron las células
HEK?293T, hasta una confluencia 6ptima de 90%. Para un pocillo de placa de 6, se
requirieron 5 ng de DNA plasmidial disueltos en 2 mL de medio DMEM F-12 (Invitrogen-
EEUU). Se generaron 5 pug de vector y se realizd la transfeccion a un millon de células
HEK-293, utilizando (Invitrogen-EEUU) durante cuatro dias en condiciones de cultivo
estandar en medio DMEM. Al finalizar la incubacion se realizdo un western blot anti His-
Tag, para determinar la efectividad de la transfeccion de célula total y de sobrenadante de
cultivo. Los sobrenadantes positivos para la transfeccion se cuantificaron mediante nano-

espectrofotometria (NanoDrop-EEUU) para los estudios de BIAcore.

7.5.7. Surface Plasmon Resonance BIAcore
La preparacion del ligando se realizé como sigue: 2 mL de sobrenadante de cultivo

de células HEK293T transfectadas fueron diluidos con 4 mL de PBS. Se agreg6 400 uL de

resina Talon por 24 horas en agitacion a 4°C. Esta resina basada en iones cobalto es afin a
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segmentos de poli-histidina, con mayor rendimiento que las columnas basadas en niquel. Al
otro dia se lavaron con 4 volimenes de 10 mM Tris (pH 8,0) se resuspendieron en 500 pL
de Tris 10 mM pH 8,0. Se transfirié a un tubo eppendorf agregando 100 puL del componente
rojo del Kit Biotin Protein Ligase (Avidity, Reino Unido) y 100 puL del componente azul.
Se incubd por 24 h en agitador orbital a 4°C. Se lavo la resina en columna de plastico
desechable (Millipore-EEUU) con 4 volumenes de PBS-10 mM Tris (pH 8,0). Se eluyd con
300 mM imidazol en PBS 10 mM Tris (pH 8,0) diluido en HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl.
Se colectd en fracciones de hasta 1 mL. Luego de medir concentraciébn por
nanoespectofotometria (Nanodrop-EEUU), se diluyd hasta una concentracion final de 1 pg/
pL en tampon Tris pH 8,0.

Se conjugd el chip Biacore Sensor Chip CMS5 (BlAcore-Reino Unido) con una
concentracion de 1 pg/ puL de proteina MICA recombinante obtenida en tampén 10 mM
HEPES pH 7,5, 150 mM Nacl, 0,05% de Tween, con un maximo de muestra de 200 pL. Se
aplico el analito (CRT recombinante) en una concentracion de 1 nM, 5 nM, 20 nM,. en
Biacore 2000 (BIAcore-Reino Unido). Los datos se obtuvieron utilizando el software

Biacore T100 version 2.0 (BIAcore-Reino Unido).

7.6. Analisis de transcripcion génica
7.6.1. Extraccion de RNA total

El RNA total se extrajo a partir de 1 millon de células homogenizando con 1 mL de
solucion de Chomczynski (Winkler, Chile) utilizando el protocolo estandar como se
describe:'** Se incubd a 4° C durante 10 min y se adicionaron 200 pL de cloroformo, luego
se agitd 30 veces por inmersion y se dejo reposando a 4° C durante 10 min. Se centrifug6 a
13.000 rpm a 4° C durante 25 min. Se extrajo la fase acuosa y se le agregé un volumen
igual de isopropanol, por 2 a 24 horas a -20° C. Transcurrido este periodo se centrifugd a
13.000 rpm a 4°C durante 15 min. Se lavo el precipitado con etanol al 75% v/v (diluido en
agua DEPC), se agitd durante 30 s y se centrifugd a 8.000 rpm durante 8 min a 4° C. Se
dej6 secar el precipitado durante 5 minutos y se resuspendié en 10 a 20 puL de agua libre de
RNAsa y finalmente se calentd a 65° C durante 10 minutos. La pureza del RNA se
determindé mediante absorbancia a 260 nm/280 nm, considerando 1,8 < x > 2,0 como

optimo. Valores menores corresponden a contaminaciéon con proteinas o fenol. La
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concentracion de RNA total se determiné mediante absorbancia a 260 nm de acuerdo a la
formula:
ug/mL RNA = (Abs medida) x (40 ug/mL) x (factor de dilucion)

La integridad del RNA total extraido se determind mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1,5 % p/v en tampon MOPS 1x, utilizando un marcador de RNA (Fermentas,
USA). Para esto se mezclaron 5 uL. del RNA extraido con 5 pL de tampon de carga para
RNA 2x y se corrio el gel durante una hora a 80 V. Finalmente, la integridad del RNA se
comprobd en un transiluminador UV, siguiendo el patron de migracion de los RNAs

ribosomales 28S y 18S.

7.6.2. Reaccion semicuantitativa en cadena de la polimerasa retrotranscrita
(sqRT-PCR).

La sintesis de cDNA se hizo una mezcla compuesta por 5 pL de RNA, 1 uL de
oligo dT 100 uM y 7 uL de agua DEPC. Se incub6 a 70° C y a 4° C por 5 min. A la mezcla
se agregaron 4 pul. de tampdn StrataScript (Stratagene-EEUU) 5x y 2 uL de dNTPs
(Bioaxis-Chile) 10mM y se incub6 a 37° C por 5 min. Posteriormente, se agregaron 200
U/uL (1 pL) de Transcriptasa Reversa SuperScript II (Stratagene-EEUU), y se incubd
durante una hora a 37° C y luego a 70° C por 10 min. Mediante los programas Vector NTi
y Oligoanalyser. Se disefiaron partidores para la deteccion de mRNA de MICA.

MICA-Forward 5’- GGGACAGTGGGCAGAAGAT -3’
MICA-Reverse 5’-TTCCAGGGATAGAAGCCAGAA-3’
MICB-Forward 5’-GGGACAGTGGGCAGAAGAT-3’
MICB-Reverse 5’-GGGGCACTGTTCTCCTGAT-3’

Se realizaron las siguientes etapas de PCR: Iniciacion: 94°C por 15 s, alineamiento
50°C por 15 s, elongacion: 72°C por 30 s, por 30 ciclos y término a 72°C por 30 s.
Utilizando Taq polimerasa 5 u/reaccion (Stratagene-EEUU) 20 uM de dNTPS (Promega-
EEUU). Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% y tincion con Bromuro de Etidio (Winkler-Chile). La intensidad de la banda se calculo
usando el software Scion Image (Scion Corp-EEUU). Las razones del mRNA de MICA y
MICB se obtuvieron por el cuociente de los niveles de mRNA de 3-actina. Todos los oligos

se sintetizaron por IDT (Coralville-EEUU)).
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7.6.3. Reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa retrotranscrita
(qRTPCR)

Un millén de células de lineas de melanoma fueron se cultivaron en placa de 6
pocillos (Falcon-EEUU) durante 48 h y seguido de un protocolo de extraccion de RNA a
través del Kit Invisorb® Spin cell RNA (Invitek-Alemania), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se tratd6 con Deoxyribonucleasa I (DNasa I) (Sigma-EEUU), en el cual a 4 pug de
RNA extraido se le agregaron 4 puL del buffer 10X de la enzima DNasa I y en un volumen
final de 36 pL de agua libre de nucleasas (Fermentas-EEUU), posteriormente se incubo la
mezcla con 4 pL de la enzima DNasa I (4U) (Fermentas, USA), por 30 min a 37°C.
Finalmente, se anadieron 4 pL. de EDTA 25mM vy se incubaron por 10 min a 65°C para
inactivar la enzima. La integridad del RNA fue confirmado por electroforesis de agarosa en
tampon MOPS pH 7,0. La mezcla para la retro-transcripcion se realizd segin protocolo
indicado por el fabricante utilizando Brillant® II SYBR® Green qPCR Master Mix,
AffinityScript (Stratagene-EEUU). En breve, las muestras se incubaron por 5 min a 25°C,
luego a 42°C por 5 min y finalmente 15 min a 55°C. El proceso de amplificacién en el
termociclador MX3000P (Stratagene-EEUU) se realizo con el siguiente programa: un ciclo
de 10 min a 95°C seguido de 40 ciclos de: 30 s a 95°C, 30 s a 56°C, 30 s a 72°C, 7 s a 78°C.
Posterior al periodo de amplificacion se realizo la curva de disociacion de los productos de
PCR para la visualizacién de amplificaciones inespecificas. Se realiz6 con un ciclo de 1
min a 95°C, 30 s a 55°C y 30 s a 95°C. Los datos se analizaron mediante el programa
Mxpro-Mx3000P (Stratagene-EEUU) y los partidores utilizados fueron sintetizados por
Alpha DNA (Canada):

MICA-qPCR-forward 5’-CTGGCTGGCATCTTCCCTTTT-3’
MICA-qPCR-reverse 5’-CTCCTGGTGCTGTTGTCTTC-3
MICB-qPCR-forward 5’-TCTCACCAGCACTTTCCCTCT-3’
MICB-qPCR-reverse 5’- TCTTCCACAGCCCTTCGTATTT-3
GADPH-qPCR-forward 5’-GTCAGCCGCATCTTCTTTTG-3’
GADPH-qPCR-reverse 5’-CATCGCCCCACTTGATTTTG-3
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7.7. Analisis de efecto de interleuquina 10 por citometria de flujo
7.7.1. Estimulo con Interleuquina-10 (IL-10)

Las células del melanoma (3 x 10° células en 1,5 mL/pocillo) se incubaron en
medio RPMI 1640 (Hyclone-EE.UU.) 3% FCS en placa de 6 pocillos (BD Falcon-EE.UU.)
en presencia de 100, 200 o 400 U de IL-10 humana recombiante (IL-10r) (R&D Systems-
EEUU), durante 48 h. El medio de cultivo se cambié por nuevo medio con IL-10r durante
24 h antes de los ensayos. La recuperacion de células adherentes se realizd con con

solucion de PBS-EDTA 2 mM y agitacion por pipeteo.

7.7.2. Citometria de Flujo (FACS)

Células de trofoblasto y células de melanoma (2 x 10° en PBS-FCS 0,1%), sin
estimular o estimuladas con IL-10r se incubaron con 10 pg/mL de anticuerpos
monoclonales (AcMo) anti: MICA (Clon: 159227), MICB (Clon: 236511), ULPB1 (Clon
170818), ULBP2 (Clon 165903), ULPB3 (Clon 166510), todos estos comprados a R&D
Systems-EEUU. Anticuerpos anti HLA-A, B, C-AcMo (w6/32 Clon), IgG2b e IgG2a
murino (como control negativo) se adquirieron a eBioscience-EE.UU. Las células se
incubaron durante 30 min en hielo, se lavaron tres veces con PBS-1% FCS, y se tifieron con
20 mg/mL de anticuerpo de cabra anti-raton conjugado con FITC (KPL-EEUU), durante 30
min en hielo. Después de la tincion, las células se lavaron tres veces con PBS y se fijaron
con el 1% de paraformaldehido en PBS-0,1% FCS. La lectura se realizé con un citdmetro
de flujo FACScanto, adquiriendo con el programa CellQuest (BD Biosciences-Alemania) y
analizados utilizando WinMDI version 2.9 del software (J. Trotter Scripps Research

Institute-EEUU). Se adquirieron 1 x 10* eventos por muestra.

7.8. Analisis funcionales
7.8.1. Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Se mezclaron 50 mL de concentrados leucocitarios de donantes normales (buffy
coat), donados por el Banco de Sangre del Hospital San José, con 40 mL de PBS estéril.
Cada muestra se separ6 en tres tubos conicos de 50 mL que contenian 10 mL de Ficoll-
Hypaque (GE Healtcare-Suecia) y se centrifugé durante 20 minutos a 1200 rpm, sin freno

con una temperatura de 4°C utilizando una centrifuga refrigerada IEC modelo MP4R
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(Maryland, EEUU). Después se transfirid la banda de mononucleares a tubos conicos y se
lavd tres veces con un volumen de 20 mL de PBS durante 4 min a 1400 rpm,
resuspendiéndose en un volumen final de 15 mL para su cuantificacion y determinacioén de

viabilidad por exclusién con Azul tripan.

7.8.2. Enriquecimiento de NK y cultivo de células LAK

El enriquecimiento de células NK se obtuvo mediante un kit de seleccion negativa y
columnas magnéticas LS (Miltenyi Biotec-Alemania) a partir de 50 x 10° PBMC siguiendo
las instrucciones del fabricante. El analisis del fenotipo de las células NK se realizo por
citometria de flujo, utilizando anticuerpo anti-CD14 conjugado con PE (BD Biosciences-
EE.UU.) y anti-CD56 conjugado con FITC (BD Biosciences-EE.UU.). Previo al ensayo
citotoxico las células se activaron con 150 U/mL de IL-2r (Tecnofarma, Chile) durante 12
h. Para el ensayo de Linfocitos Citoliticos Activados (LAK), 1,5x10° /mL PBMC se
cultivaron en RPMI-10% FCS con 300 U/mL de IL-2r por 4 dias.

7.8.3. Ensayo de liberacién de *'Cr

Se realizaron ensayos de liberacion de *'Cr tal como se describe previamente'™.
Brevemente, 1 x 10° lineas de células de melanoma y las células K562 se marcaron con 5-
10 pCi del radionuclido cloruro de *'Cr en 0,5 M de HCI (Perkin Elmer-EE.UU.) durante 1
h a 37°C. Después del lavado, las células diana se co-incubaron en diferentes proporciones
de NK/células LAK. Después de 4 h, 75 puL de sobrenadantes de cultivo se colectaron y se
analiz6 radiactividad mediante un contador gamma Cobe Spectra (Packard-EEUU). Para
determinar la liberacion de 'Cr espontanea de las células diana (cpm espontanea), se
contabilizaron sobrenadantes de solo células diana. Para determinar la maxima liberacion
de °'Cr de las células diana (cpm méxima), se afiadio Tween 20 al 1% a los pocillos. La
actividad citotoxica se calculé como el porcentaje de liberacién especifica °'Cr mediante la
siguiente ecuacion:

% lisis = [(cpm experimental - cpm espontanea) / (cpm mdxima - cpm espontanea)] * 100.

Los experimentos se realizaron por triplicado. Se utilizé el anticuerpo monoclonal

anti NKG2D (Clon 1D11) (eBioscience, CA, EE.UU.) en los experimentos para el bloqueo

del receptor, anadido a las células NK/LAK durante 30 min a 10 pug/mL, luego se lavaron
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las células dos veces con PBS antes de la co-incubacién con las células diana. Como
control, las células efectoras se trataron con un anticuerpo monoclonal de isotipo IgG2b en
las mismas condiciones (eBioscience-EE.UU.). Para el tratamiento con IL-10, las células
diana se incubaron durante 72 h con 200 U/mL IL-10r (R&D Systems-EE.UU.). La
recuperacion de las células adherentes se realizd por pipeteo con PBS-EDTA 2 mM frio.

; 51 " .
Las células se marcaron con ° Cr como se describid anteriormente.

7.8.4. ELISA para IL-10 humana en lineas celulares de Melanoma humano

4 x 10° células del melanoma fueron se cultivaron en 0,5 mL de RPMI 10% FCS
durante 48 h en una placa de 24 pocillos (BD Falcon- EE.UU.). Se analizaron triplicados de
los sobrenadantes recolectados para cuantificar IL-10, utilizando el Kit OptEIA (BD
Biosciences, CA, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. La actividad HRP se
evalué por la adicion de 2-2'-azino-di-(3-ethilbenztiazolin sulfonico) (ABTS) (Sigma-
Aldrich-EE.UU.) con H,0O,. La densidad optica se leyd a 405 nm en un lector de ELISA
automatico (Bio-Rad-EE.UU.).

7.9. Analisis Estadistico
Las diferencias entre grupos se calcularon con la prueba t de Student. Se utiliz6
ANOVA de dos vias para evaluar ensayos de cinética de las lineas celulares por citometria
de flujo. Para el ensayo de citotoxicidad de liberaciéon de °'C se empled un modelo lineal
utilizando Tukey como prueba de comparacion multiple, asi como con los experimentos
con la secrecion endogena de IL-10 de las lineas de melanoma transducidas con el gen de la
citoquina. Todos estos datos se analizaron con el programa GraphPad Prism 4 (La Jolla-

EE.UU.). Un valor de p <0,05 se considero estadisticamente significativo
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8. RESULTADOS
8.1. O.E.1: Localizar MIC en compartimentos intracelulares de células de
citotrofoblasto, colocalizando con proteinas chaperonas.
8.1.1. MICA y MICB se expresan en vellosidades coriales de placenta humana
provenientes de legrados de abortos de primer trimestre
Luego de la aprobacion por parte del comité de Etica del Servicio de salud
Metropolitano Norte (4dnexo I y 2), se inicid la recoleccion de muestras de tejido de
legrados programados en el Servicio de Maternidad del Hospital San José. Se obtuvieron 11
muestras, los cuales fueron fijadas y/o congeladas para el estudio de RT-PCR (4nexo 5) e
inmunohistoquimica. Los tejidos para el analisis histologico se preocesaron en el Servicio
de Anatomia Patologica del Hospital Clinico de la Universidad de Chile. En la Figura 1 se
muestran los resultados obtenidos con una inmunohistoquimica representativa de 3
determinaciones, utilizando anticuerpos especificos para detectar la presencia de MICA,
MICB, HAI-1 e IL-10. La tincién con hematoxilina-eosina indica con aumento mayor, la
zona histologica analizada (Figura 1). Se observa la marca de una clara distribucion
epitelial citoplasmatica, de antigenos MICA y MICB en el borde de la vellosidad corial. La
deteccion con el anticuerpo que reconoce indistintamente MICA y MICB result6 ser mas
potente que la de cada ligando por si sola. Mediante el analisis histoldgico no es posible
distinguir si se trata de sinciciotrofoblasto o citotrofoblasto. También se observa marcacion
de HAI-1, marcador especifico para citotrofoblasto utilizado como control positivo,

154 y y
También se observa expresion de la

indicando asi la zona de la barrera placentaria.
citoquina inmunoreguladora IL-10, propia del utero gravido y presente en el primer

) 138
trimestre de embarazo .
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Figura 1.- Ligandos de NKG2D se expresan en vellosidades de trofoblasto de
primer trimestre. Fotografias de microscopia optica de secciones de cuatro micrones de
trofoblasto incluido en parafina. Los cortes se incubaron con anticuerpos anti MICA,
MICB, MICA/B, HAI-1, IL-10 y control de isotipo IgG2. El color café corresponde al
deposito del cromogeno revelado de la tincion HRP-DAB contrastado con hematoxilina
nuclear en azul. La figura es representativa de tres biopsias independientes que se
analizaron. Se muestra tincion H-E de la zona histologica analizada, con aumento, lupa,
menor y mayor. Se indica la barra de escala para del aumento utilizada en todas las
fotografias de inmunohistoquimica.

8.1.2. MICA y MICB se expresan en melanoma maligno
Se estudio la presencia de los ligandos MICA y MICB en cortes de tejido de
melanoma maligno. Mediante inmunohistoquimica se avalu¢ la presencia de estos ligandos
utilizando anticuerpos monoclonales comerciales, para correlacionar las observaciones con
las detectadas para el trofoblasto temprano (Figura 2). Se observo una marcada distribucion
citoplasmatica de los antigenos MICA, MICB y MICA/B bajo las mismas condiciones
técnicas desarrolladas para la Figura 1. Como control positivo del tejido analizado, se

utiliz6 MART-1, antigeno tumoral ampliamente caracterizado para el melanoma

53



maligno,'*®. Se detectd también IL-10 con el mismo patron de distribucion que los ligandos

. . 1
analizados, de acuerdo a la literatura.'®

Lo
Figura 2.- Ligandos de NKG2D es expresado en melanoma maligno. Fotografias de
microscopia optica de secciones de cuatro micrones de biopsia de metastasis cutanea de un
melanoma avanzado. Cortes de tejido incluidos en parafina fueron incubados con
anticuerpos anti MICA, MICB, MICA/B, MART-1 e IL-10 o control de isotipo IgG2b
detectando la expresion de MICA y MICB en melanoma. El color café es el revelado de la
tincion HRP-DAB contrastado con hematoxilina nuclear en azul. Figura representativa de
dos biopsias independientes. Se muestra tincion H-E de la zona histologica analizada, con
aumento, lupa, menor y mayor. Se indica la barra de escala del aumento utilizada en todas
las fotografias de inmunohistoquimica.

P L L]
R
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8.1.3. Superposicion de chaperonas y MICA/B en el sinciciotrofoblasto
temprano de primer trimestre.

Con el proposito de analizar la expresion de las moléculas MIC por microscopia
confocal y FACS, se establecieron cultivos primarios de células provenientes de muestras
de legrados de abortos de primer trimestre, siguiendo el protocolo de separacion de Percoll
descrito recientemente por Stenqvist y colaboradores.'”’ Mediante una solucion en base a
enzimas de degradacion de matriz extracelular descrita en Materiales y Métodos se
probaron 2 medios de cultivo, siendo el RPMI 10% FCS que mantuvo la viabilidad de las
células por 24 h, determinada por tincion de azul tripan. A las 48 horas de cultivo el
numero de células vivas decrecid y comenzaron a aparecer células de tipo fibroblasticas
adheridas a la placa de cultivo. El uso del medio AIM-V libre de suero determind que este
ultimo es esencial para la viabilidad de las células de cultivo primario debido a la ausencia
total de células vivas a 24 h (4nexo 6).

Con el objetivo de detectar la localizacion celular de moléculas MIC y chaperonas,
se realiz6 una determinacion en microscopia confocal de MICA y MICB en las células de
trofoblasto antes individualizadas y su colocalizacion con moléculas chaperonas
Calreticulina (CRT), Calnexina (CNX) y Erp57 (Figura 3). En primer lugar llamé la
atencion que la presencia de los ligandos de NKG2D estan presentes en células
binucleadas, las que corresponden a sinciciotrofoblasto, dato que concuerda con las tltimas

137138 ¢ detectan ambos ligandos de NKG2D en el interior de las

publicaciones del area.
células, con patrones de distribucion similares entre si. Se observa colocalizacion de CRT,
CNX y Erp57 con MICA y MICB en células provenientes de suspension de legrados de
placenta de primer trimestre. En experimentos preliminares del laboratorio, mediante
citometria de flujo y utilizando el anticuerpo anti-HAI-1 marcador de citotrofoblasto no se
detectd expresion de MICB y solo muy bajos niveles de MICB en células HAI-1 positivas,

(Anexo 7) lo que concordd con las recientes publicaciones del area que postulan a MICA/B

. 15
como marcadores de sinciciotrofoblasto.'’
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Figura 3.- MICA y MICB se expresan en el citoplasma de células de
Sinciciotrofoblasto y se superpone con chaperonas de reticulo endopldasmico. Fotografias
de microscopia confocal de MICA y MICB (Verde), en células suspendidas a partir de
tejido placentario de primer trimestre de embarazo. Moléculas Chaperonas CRT, CNX y
Erp57 (Rojo). Se muestra la superposicion final (amarillo) con DAPI como marcador
nuclear (Azul). Figura representativa de dos andlisis independientes.

8.1.4. Superposicion de chaperonas y MICA/B en Linea de Melanoma
Maligno.

Similarmente a lo realizado con células de trofoblasto, se analiz6 la localizacién
celular de moléculas MIC y chaperonas en melanoma maligno, células de la linea FMS, se
sembraron en cubreobjetos y se fijaron para su analisis confocal analizando expresion de
MICA y MICB y su colocalizacion con moléculas chaperonas CRT, CNX y Erp57.
Previamente se analizaron otras dos lineas de melanoma BL y DF que también presentaron
una clara distribucion perinuclear de MICA (Anexo 8). Se observa que ambos ligandos de
NKG2D se encuentran en el interior de las células, con patrones de distribucion similares
entre si. Al igual que en sinciciotrofoblasto, es posible observar superposicion de CRT,

CNX y Erp57 con MICA y MICB (Figura 4)
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En ambos estudios de andlisis de distribucion celular de MICA y MICB en
sinciciotrofoblasto y melanoma se detecta la presencia de estos ligandos en la zona
perinuclear, asociada a reticulo endoplasmico. Por el contrario no se observa un patrén
definido asociado a membrana celular. Ademas en estas observaciones se detectd la

presencia de estos ligandos en el ntcleo de algunas células de melanoma maligno,

fenomeno no antes descrito en la literatura. (Figura 4, Anexo 8)

Figura 4.- MICA y MICB se expresan en el citoplasma de celulas de melanoma maligno
y colocaliza con chaperonas de reticulo endoplismico. Fotografias de microscopia
confocal de linea de melanoma maligno FMS, detectando MICA y MICB (Verde),
Moléculas Chaperonas CRT, CNX y Erp57 (Rojo). Se muestra la superposicion final
(amarillo) con DAPI como marcador nuclear.(Azul) Fotografias representativas de tres
experimentos independientes.
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8.2. 0.E.2: Obtener la proteina MIC de células de trofoblasto y melanoma
maligno por inmunoprecipitacion en conjunto con las proteinas asociadas.
En base a los resultados obtenidos mediante microscopia confocal, se estudio la
interaccion entre MICA, MICB y CRT, mediante inmunoprecipitacion con sefarosa-A y
anticuerpo especificos, lo que permite detectar las moléculas asociadas a una determinada

proteina

8.2.1. MICA co-inmunoprecipita con la molécula chaperona calreticulina en
células de melanoma maligno y en trofoblasto temprano

En la figura 5a se muestran los ensayos de inmunoprecipitacion en los cuales un
lisado de lineas de melanoma BL mel fue incubado con anticuerpos anti MICA y CRT en
presencia de Sefarosa A, tal como se describe la seccion de Materiales y Métodos. Se
observa que al imunoprecipitar con en anticuerpo MICA es posible detectar CRT en WB
cuando se utilizar un anticuerpo especifico (Figura 5a, Linea 2). Con el propdsito de
confirmar el resultado se imunoprecipitd en forma inversa, es decir, con un anticuerpo anti
CRT y se reveld el WB con anticuerpo anti MICA (Figura 5a, Linea 5). Se realizaron los
controles negativos correspondientes, inmunoprecipitados con suero pre-inmune de conejo
para el caso del anticuerpo policlonal anti CRT (Figura 5a, Linea 4, 6 y 7). Se observo
ademds un bandeo doble para la inmunoprecipitacion de MICA revelada con el mismo
anticuerpo anti-MICA, de unos 7 kDa de diferencia (Figura 5a, Linea 1). Se observan
ademds algunas bandas débiles de alrededor de 46 kDa en los carriles 2, 3 y 4
correspondientes a las cadenas pesadas de los anticuerpos utilizados.

Con el objetivo de determinar la inmunoprecipitacion de MICA junto con CRT en un
modelo no tumoral, a partir de trofoblasto humano de primer trimestre se realizd la
experiencia en la muestra n® 9, en paralelo con la linea BL (Figura 5b). De esta forma se
correlaciona lo observado en microscopia confocal, detectindose que MICA y CRT
interactiian entre si en trofoblasto temprano de primer trimestre.

Segun la Uniprot Data Bank (http://www.uniprot.org/uniprot/Q29983) MICA esta

compuesto por 383 aminoacidos otorgandole un peso molecular de 42,9 kDa

aproximadamente, 40,7 kDa sin considerar el péptido sefial. En el caso de MICB,
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(http://www.uniprot.org/uniprot/Q29980) también esta compuesto por 383 y posee un peso

molecular de 42,6 kDa y de 40,4 kDa sin el péptido sefial.

a 1 2 3 4 5 6 7
IP VICA VLA LK1 SNU CHI SNU SNU
WE MICA CRT CRT CRT MICA MICA CRT PM
PM »%E_. T i FEHIE
£g == 58
Apmm o 46
b
IP: MICA IP: MICA
Ab anti MICA: + - + - Ab anti MICA
Ab anti CRT : - + = + Ab anti CRT

| — i 17kDa N —
BL-P Mel Placenta P9

Figura 5.- CRT co-inmunoprecipita con MICA en células de melanoma maligno y en
trofoblasto temprano. a) WB de Inmunoprecipitado de lisado de células BL de melanoma.
Se utilizo como anticuerpo de precipitacion AcMo anti-MICA, AcPo anti-CRT y suero
preinmune de conejo como control de precipitacion. Se indican en las barras laterales los
pesos moleculares aproximados. Figura representativa de 5 inmunoprecipitaciones
independientes. b) WB de Inmunoprecipitado de lisado de células BL-P y de trofoblasto de
primer trimestre N°9 obtenido de legrado. Ambas muestras corridas en paralelo fueron
inmunoprecipitadas con un AcMo Anti-MICA y reveladas con MICA y con CRT
respectivamente. Se indican los pesos moleculares aproximados.
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8.3.

analisis de interaccion de proteinas recombinantes.

0.E.3: Estudiar la union directa entre MIC y Calreticulina mediante

En base a los resultados obtenidos en inmunoprecipitacion, se estudio la interaccion

directa entre MICA y CRT. Se realizaron analisis bioinformaticos de glicosilacion y

generacion de proteinas recombinantes en sistema de expresion transiente, y se analizo la

interaccion directa mediante Surface Plasmon Resonance BIAcore

8.3.1.

directamente

MICA recombinante generado en procarionte y rCRT interactian

Se realizo un andlisis de interaccion proteina-proteina mediante un ensayo de ELISA.

Proteinas recombinantes MICA y CRT fueron generadas previamente en un sistema de

E coli. Se sensibilizé una placa de ELISA con 0, 3, 6 y 12 ng/mL de MICA recombinante y

se agregaron cantidades crecientes de CRT recombinante. Mediante anticuerpo policlonal

anti-CRT humana, se reveld la union de CRT a la molécula MICA sembrado en la placa

(Figura 6).

Se observa una asociacion directa entre la sefal en densidad 6ptica de CRT revelada

mediante anticuerpos especificos y reaccion enzimatica, con la cantidad de CRT agregado

(cuadrados). Fenomeno que se incrementa al realizar el ensayo de interaccion en pocillos

que contaron con mayores cantidades de MICA recombinante (tridngulos y cruces), todo lo

anterior en comparacion a una incubacion realizada con albumina de suero de bovino como

proteina control (rombos).

1200

1004

20c

0.D. 405 nm

400

200

600 |

—s— MICAD ug
—=— MICA D3 ug

—a— MICA 0.6 ug
—— MICA 1,2 ug

2 4 & a8 10 iz
CALRETICULINA pgimL

14

Figura 6.- CRT recombinante y
MICA recombinante interactiian
en ensayo de ELISA. Grdfico de
densidad optica (0.D) versus
concentracion de Calreticulina
analizada en placa de ELISA
sensibilizada con 0,3, 0,6 y 1,2 ug
de MICA recombinante. Se utilizo
BSA (0 ug/mL) como control
negativo. La figura representa 3
ensayos independientes. Los datos
mostrados corresponden a
triplicados con su desviacion
estandar.
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8.3.2. MICA y MICB comparten tres sitios putativos de glicosilacion

Se realiz6 un andlisis bioinformatico de los sitios putativos de glicosilacion de las
moléculas MICA y MICB, en comparacion con MHC-I (HLA-A2), utilizando las bases de
datos de Uni-Prot (http://www.uniprot.org/) y como software de alineamiento ClustalW2

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). (Figura 7)
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Figura 7.- Andlisis bioinformadtico de sitios putativos de glicosilacion. Las secuencias
proteicas se adquirieron de Uni-Prot y el andlisis de las secuencias fue realizado por
Clustaw?2. En rojo se indican los sitios putativos de glicosilacion determinados mediante el
software GlycoMod Tool, http://www.expasy.ch/tools/glycomod/. Se evidencia el unico sitio
de N-glicosilacion del HLA-A2 en N 110 (1402 _HUMAN), el que no coincide con los sitios
putativos de MICA y MICB. Se muestra ademds que MICA posee sitios putativos de N-
Glicosilacion en N 31, 79, 210, 220y 261 y MICB en N 164, 201, 220y 261.

De acuerdo a la secuencia de consenso N-—x—S/T, MICA posee 5 sitios de N-
glicosilacion y MICB 4, Este estudio indicé la importancia de generar una proteina
recombinante en un sistema eucarionte, el que es necesario para el estudio in vitro de la
interaccion proteina-proteina, entre MICA y la molécula chaperona CRT. Podemos
observar ademés que, MICA y MICB comparten tres sitios de glicosilacion y que ninguno

de ellos coincide con los sitios de N-Glicosilacion descritos en la literatura para la molécula

HLA-A2 (MHC-I) (Figura 7).
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8.3.3. MICA recombinante generado en célula eucarionte y rCRT no
interactuarian directamente

MICA se clond en el vector pHLSec-Avitag tal como se describe en materiales y
métodos. El constructo expresa el segmento extracelular de MICA el cual fue producido en
un sistema de expresion de células mamiferas HEK-293 (4nexo 12). El sistema de
expresion incluye una secuencia de secrecion permitiendo que las proteinas recombinantes
se obtengan del sobrenadante de cultivo celular (4nexo 13). Utilizando anticuerpos
comerciales se pudo comprobar que los constructos pHLSec-Avitag-MICA son
mayoritariamente secretados al sobrenadante de cultivo y no en el interior de las células,
lograndose asi una alta concentracion de proteina recombinante (Anexo 14). Luego se
realizaron inyecciones de 1, 5 y 20 nM de CRT recombinante para determinar su grado de
interaccion con la proteina MICA conjugada mediante estreptavidina al chip de lectura.
Ninguna de las dosis inyectadas en el estudio indicé algun grado de interaccion (Figura 8b)
comparada con un control positivo de interaccion de otro analito en la segunda celda del
chip (Figura 8a). Los blancos de medicion de rCRT y rMICA como se esperaba por si

solos no entregaron sefial alguna (Datos no mostrados).
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Figura 8.- Lectura en BIAcore de medicion de interaccion Proteina-Proteina a)
Grafico de cinética del receptor Efrina 2 (EFNB2) y complejos de dcido sialico utilizado
como control de lectura. Indica una clara interaccion al momento de la inyeccion (Tiempo
0) y el rapido decaimiento al término del estimulo (Tiempo 300 s) b) 20nM de rCRT se
inyectaron a un chip de BlAcore sensibilizado con MICA-estreptavidina desde el momento
de la inyeccion (0 s), hasta el término del estimulo (120 s) no se observo curva de
interaccion.
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8.4. 0.E.4: Estudiar en un modelo de cultivo de melanoma maligno, la
modulacion de la expresion de MIC por IL-10
8.4.1. Expresion de NKG2DLs en la superficie de células del melanoma es

modulada por la IL-10

Para estudiar el perfil de la superficie celular de NKG2DLs en las lineas de células
de melanoma, se seleccionaron tres lineas celulares de melanoma metastasico FMS mel,
mel, BL y FM55 mel, asi como la linea de células del melanoma ocular, OCM-1 mel. La
expresion en la superficie de la célula de los ligandos MICA, MICB, ULBP1, ULBP2 y
ULBP3 fue determinada por citometria de flujo (Figura 9). Se observa que el perfil de
superficie de NKG2DL es diferente para las distintas lineas celulares en estudio. FMS mel
y BL mel mostr6 MICA, MICB, ULBP2 y ULBP3 en la superficie, OCM-1 mel muestra
ULBP2, ULBP3 y apenas expreso6 MICB, y ninguna de las moléculas NKG2DLs
analizadas se encontraron en la superficie celular de la linea celular FM55 mel ni mRNA
(datos no mostrados). Ninguna de las lineas celulares expresaron ULBP1 en su superficie
(datos no mostrados). La expresion de MHC-I en la superficie de las células fue positivo en
todas las lineas celulares excepto en FM55 mel.

Para determinar la influencia de la IL-10 en los patrones de la superficie de
NKG2DLs, se analiz6 la expresion de NKG2DLs mediante citometria de flujo en las lineas
de melanoma de células incubadas con esta citoquina (Figura 9). En las células de FMS
mel, IL-10r disminuye la expresion de MICA en la superficie celular, mientras que la
expresion de superficie MICB se incrementd en presencia de la citoquina recombinante
(Figura 9, fila superior). Células de BL de melanoma mostraron una respuesta diferente de
expresion con el tratamiento IL-10r, MICA y ULBP2 presentan disminucion de los niveles
de superficie, mientras que MICB no mostré cambios (Figura 9, segunda fila). En FMS
mel y OCM-1 mel la expresion de ULBP2 se redujo ligeramente. Los niveles de superficie
de MHC-I y ULBP3 no cambiaron significativamente con la incubacion de IL-10 en
cualquiera de las lineas celulares estudiadas. En sintesis, después de la estimulacion con IL-

10r, la expresion de MICA en la superficie de las células de melanoma disminuyo.
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Figura 9.- Modulacion de la expresion en la superficie de NKG2D ligando
después del tratamiento con IL-10. Las lineas de células metastasicas de melanoma
cutaneo FMS mel, BL mel, BL y FM55 mel y ocular OCM-1 mel se incubaron durante 72
horas en ausencia y en presencia de IL-10r (200 U/mL). La expresion en superficie de
MICA, MICB, MHC-I, ULBP2 y moléculas ULBP3 fue determinada por citometria de
flujo. Los histogramas muestran la expresion de NKG2DLs en células no tratadas
(histogramas grises) y tratadas con IL-10r (lineas gruesas). Histogramas de puntos negros
muestran los resultados obtenidos con anticuerpos IgG2b utilizado como control negativo
de isotipo. Figura representativa de 3 experimentos independientes. Los numeros indican
valores de fluorescencia media de cada determinacion de cultivos no tratados (gris) y
cultivos tratados con IL-10r (negrita).

8.4.2. La expresion de NKG2DLs es modulada en la superficie celular de
lineas de melanoma transducidas con gen de IL-10
Con el propésito de estudiar si IL-10 autocrina también modula la expresion de
MICA y MICB, hemos utilizado las lineas de células de melanoma, BLP, BLH y BLV,
transducidas previamente'*’

Hy-TK Human IL-10 retrovirus, (BLH) y el gen BCRF de citomegalovirus, Hy-TK IL-10

con los siguientes constructos: Hy-TK mock-retrovirus (BLP),

viral-retrovirus 1L-10 (BLV) (Figura 10a). Estas lineas celulares se incubaron durante 48 h

y la secrecion de IL-10 se cuantifico por el ensayo ELISA (Figura 10b). BLH y BLV

64



produjeron 0,5 y 0,9 pg/mL de IL-10, respectivamente. Estos niveles fueron
significativamente mas altos que los observados en el control de transduccion (BLP) (p
<0,001). Para determinar la influencia autocrina de IL-10 sobre la expresion de las
moléculas NKG2DLs, las células del melanoma BL transducidas se incubaron durante 12,
24 y 48 h y después se analizo la expresion de superficie de MICA y MICB mediante
citometria de flujo. Luego de 48 h de la cultivo, la expresion de MICA en las células
secretoras de IL-10, BLH y BLV, se redujo significativamente en comparacién con el
control de transduccién (BLP) (p < 0,05 y p < 0,001, respectivamente) (Figuras 10c y10d).
A pesar de que los valores de indice de fluorescencia media para MICB y en particular para
MHC-I mostraron cambios en las lineas celulares estudiadas (Figura 10c), el analisis de las
variaciones de intensidad de fluorescencia media de MICB y MHC-I no fueron
estadisticamente significativas en los tres experimentos independientes (Figura. 10d).

En resumen, los datos demostraron que la expresion de superficie de MICA en las
lineas de melanoma, disminuyo en las células transducidas con IL-10 humana y viral, y que
esta reduccion estd directamente relacionada con la cantidad de citoquinas secretadas.
Mediante microscopia confocal no se detectaron diferencias en la distribucion intracelular
de MICA y MICB en las células BLP, BLH y BLV ni en las células tratadas con IL-10r

exogenas (datos no mostrados).
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Figura 10 Lineas celulares de melanoma transducidas con IL-10 expresan
diferenciamente MICA y MICB. (a) Esquema de las células transducidas BL con
construcciones retrovirales de: vector HyTK Mock (BLP), gen de interleuquina-10 humana
(BLH) y gen de IL-10 viral (BLV). (b) Niveles de IL-10 en el sobrenadante de células de
melanoma BLH, BLV y BLP. Los sobrenadantes de cultivos de 4 x 10° células de melanoma
se cosecharon a las 48 h y se analizo la presencia de IL-10 por ELISA como se describe en
Materiales y Meétodos. Las barras de error representan la desviacion estandar de
triplicados. (c) La expresion en la superficie de MICA, MICB, y las moléculas de MHC-I se
determino a las 12, 24 y 48 h de cultivo por citometria de flujo. Los histogramas muestran
la expresion en la superficie de estos ligandos sobre las células IL-10-transducidas, BLV
(lineas gruesas) y BLH (lineas finas) y el vector vacio BLP (histogramas grises). También
se muestra la intensidad de Fluorescencia media para cada determinacion, BLP (numeros
de negro), BLH (numeros de gris), y BLV (numeros en negrita). Se muestra el valor de un
resultado representativo de 3 experimentos independientes (d) La expresion en la
superficie de MICA, MICB y MHC-I se indica como valores de fluorescencia media. Para
cada valor fue sustraida la intensidad del control negativo (tincion con un anticuerpo de
control de isotipo IgG2b). Se muestra los resultados de 3 experimentos independientes

(*p <005 **p <001, ***p <0,001).
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8.4.3. IL-10 decrece los niveles de mRNA de MICA.

La disminucion de la expresion de MICA podria ser la consecuencia de una
reduccion en el mRNA especifico, por lo que se determind la influencia de IL-10 en los
niveles de mRNA de MICA de células FMS tratadas con 100, 200 y 400 U/mL IL-10r
durante 48 h utilizando PCR en tiempo real (QRT-PCR). Los niveles especificos de mRNA
de MICA disminuyeron significativamente después del tratamiento con 100 U/mL de
citoquinas, como se muestra en la Figura 11a (p < 0,05, y p < 0,01 respectivamente). Sin
embargo, la expresion MICB con dosis de 200 y 400 U/mL de IL-10r aument6 en la linea
de células de melanoma FMS (Figura 11d). También se determind la influencia del gen de
la IL-10 transducidas sobre los niveles de mRNA en de MICA y MICB en las lineas BL-
transducidas por RT-PCR semi-cuantitativa y qRT-PCR. En ambas técnicas, la secrecion de
IL-10 induce una respuesta de disminucion de los niveles de mRNA en comparacion con el
control de transduccion (BLP) (p < 0,05) (Figuras 11b y 11c). Mientras que los niveles de
mRNA de MICB aumentaron en las mismas lineas celulares (Figuras 11e y 11f) (p <0,05).
En sintesis, tanto la expresion endogena como el tratamiento con IL-10r disminuy6 los
niveles de mRNA de MICA y aument6 los niveles de mRNA de MICB en las lineas de

células de melanoma ensayadas.
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Figura 11.- Cambios relativos de los niveles de expresion de mRNA de MICA y MICB en
lineas celulares de melanoma inducido por IL-10. Las células de la linea de melanoma
FMS se incubaron con dosis creciente de IL-10r humana (0, 100, 200 y 400 U/mL) durante
48 h, y se evaluaron los niveles de mRNA MICA (a) y MICB (d) mediante RT-PCR como se
describe en Materiales y Meétodos. El grafico muestra los resultados de las unidades
arbitrarias en comparacion con el gen GADPH como control interno de referencia del
experimento. Expresion del mRNA (b) MICA y de MICB (e) de las células BL transducidas
con el gen de IL-10 (BL-H y BL-V) y linea células de melanoma transducidas con el vector
de HyTK-vacio (BL-P) incubadas por 48 h, determinada por RT-PCR semi-cuantitativo. Se
indican cambios de niveles de mRNA del ligando analizado normalizado con f-actina. Se
muestra el andlisis de densidad de 3 experimentos independientes para MICA y de un
ensayo para MICB y qRT-PCR de los niveles de mRNA de MICA (c) y MICB (f) en las
mismas lineas celulares. La grafica muestra los resultados de las unidades arbitrarias en
comparacion con el gen GADPH de control interno del experimento. Cada grafico
representa uno de cada tres experimentos similares, excepto en (e), que representa un
experimento.Las barras de error muestran la desviacion estandar de triplicados (* p <
0,05, **p <0,01).
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8.4.4. 1IL-10 reduce la lisis de las células del melanoma mediada por NKG2D

A continuacion, se evalu6 el efecto de la IL-10 en la citotoxicidad mediada por el
sistema NKG2D/NKG2DL, seleccionando aquellas células de melanoma por su expresion
diferencial de NKG2DLs modificada por la IL-10. Se desafiaron células de melanoma FMS
mel, OCM-1 mel y BL mel contra linfocitos activados (LAK) en razones diferentes de
efector:blanco 20:1, 10:1 y 5:1, tal como se describe en Material y Métodos. Las células
LAK lisaron celulas FMS a 65% de lisis a una razon efector-blanco de 20:1
(Effector:Target ratio. E: T) (Figura 12c). Para asegurarse de que la lisis de las células de
melanoma por células LAK estuviera mediada por el NKG2D, las células efectoras se
incubaron con el anticuerpo monoclonal bloqueador dirigido contra NKG2D (Clone 1D11).
Se observo que la citotoxicidad hacia estas tres lineas de células de melanoma fue inhibida
por el anticuerpo anti-NKG2D.

Para determinar el efecto de IL-10r en el reconocimiento de las células del
melanoma, se incubaron FMS mel, OCM-1 mel y BL mel, con 200 U/mL de IL-10r durante
72 h. Los resultados mostraron una disminucion en la susceptibilidad de las células LAK de
lisar melanomas FMS cuando son tratados con IL-10 (p < 0,05) (Figura 12a), pero este
efecto no fue significativo para la OCM-1 (Figura 12b) y para las cé€lulas BL (Figura 12c¢).
También se analizaron las lineas de células de melanoma transducidas con el gen de IL-10
(BLP, BLH y BLV) observandose una menor susceptibilidad de lisis en lineas de células
que sobreexpresan IL-10 (Figura 12d). Para aislar el efecto de la MICA y MICB sobre la
citotoxicidad, se incubaron las células BLP, BLH y BLV antes del ensayo citotdxico con un
coctel de 10 mg/mL AcMo dirigido contra MICA (Clon: 159227), MICB (Clon: 236511) y
MICA/B (Clone D7), para luego desafiar las células blanco con un cultivo enriquecido con
células NK en una razén de 20:1 efector:blanco. Se compar6 esta prueba con el efecto
inhibitorio del anticuerpo de bloqueo anti-NKG2D (Clon 1D11) utilizado sobre las células
efectoras. En este ensayo, el porcentaje de lisis de cada linea de células de melanoma
transducidas no cambio significativamente cuando se utiliz6 el coctel de anticuerpos anti
MICA/B, en comparacion con la lisis de las lineas celulares de melanoma incubadas sin los
anticuerpos (Figuras 12e y f). Se uso en todos los experimentos la linea celular K562, como

control positivo, con un porcentaje de lisis de mas del 50% (datos no mostrados).
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Figura 12.- IL-10 modifica
la sensibilidad de las células
de melanoma para la lisis.
Citotoxicidad dependiente de
células LAK. Lineas de
células de melanoma (a)
FMS, (b) OCM-1 y (c) BL se
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la presencia de 200 U/mL IL-
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tumorales, las células LAK se
incubaron con un anticuerpo
anti-NKG2D  de  bloqueo
IDI11 (5 mg/mL) durante 30
min antes de la co-
incubacion con las células
del melanoma marcadas con
Y'Cr (tridngulos negros). Los
valores de lisis se expresan
como la media de triplicados
en la relacion Efector:Blanco
de 20:1, 10:1 y 5:1. Se
representa un ensayo de 3,
uno de 5 y uno de 2 para,
FMS mel, OCM-1 mel y BL
mel,  respectivamente. (d)
Células BLP (cuadrados),
BLH  (rombos) 'y BLV

(triangulos) se incubaron durante 48 h y se analizo la susceptibilidad a la lisis utilizando
NK como efectores en un ensayo de liberacién de *'Cr. Se muestra un ensayo
representativo de 3 de 5 experimentos independientes. Las lineas celulares (e) BLH y (f)
BLYV fueron incubadas con un coctel de 10 mg/mL AcMo contra MICA, MICB y MICA/B
previo al ensayo citotéxico de liberacion de *'Cr en relacién Efector: Blanco de 20:1,
desafiados con un cultivo enriquecido de NK, se muestra las células incubadas con el
AcMo anti NKG2D. Las barras de error representan la desviacion estandar de triplicados
(*p <0,05).
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8.5. O.E.S5: Estudiar en modelo de cultivo de Melanoma Maligno la

modulacion de la expresion de Chaperonas por IL-10

8.5.1. 1IL-10 no afecta la expresion en membrana de CRT, CNX y Erp57

De acuerdo a la ubicacion intracelular descrita en el O.E.1 para los ligandos de
NKG2D se propone que CRT, como molécula chaperona de MICA, participa en el
mecanismo de retencion intracelular. Por otro lado IL-10 una citoquina pleiotrdpica,
provoca una reduccion en los niveles de expresion en membrana celular de MICA. De esta
forma se propuso averiguar una posible relacion de IL-10 como factor regulador de la
expresion en membrana de las moléculas chaperonas estudiadas CRT, CNX y Erp57. Las
células de melanoma FMS se estimularon con 200 U/mL de IL-10 durante 48 h, y se
analizo la expresion de CRT, CNX, y Erp57 mediante citometria de flujo. Ninguna de las
chaperonas analizadas se expres6 en la membrana de las células de melanoma y en este
mismo sentido ninguna de ellas present6 variacion alguna de expresion al ser incubada con

IL-10 (Figura 13).

CRT CHX EmS7 MICA

110

Evariz

3 ' 0= 10"
FL1-Haight

1a®* o a2 o
FLA-Huight

Figura 13.- La IL-10 no altera expresion en membrana de moleculas chaperonas. Las
lineas de células metastdsicas de melanoma cutdneo FMS mel, se incubaron durante 48
horas en ausencia y en presencia de IL-10r (200 U/mL). Se analizo por citometria de flujo
la expresion en la superficie de CRT, CNX, ERP57 y MICA. Los histogramas muestran la
expresion de estas moléculas en células no tratadas (histogramas grises) y tratadas con IL-
10 (lineas gruesas). Histogramas de linea punteada indican control de tincion con isotipo
IgG. Figura representativa de uno de 3 experimentos independientes.
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9.  DISCUSION

En esta tesis se ha investigado sobre en la biologia de los ligandos del receptor
NKG2D de las células NK y T en dos areas principales: la interaccion de MICA/B con
proteinas chaperonas participes del plegamiento y el efecto de la citoquina
inmunomoduladora IL-10 sobre la expresion de MICA y MICB en la célula blanco. Se
utilizaron dos modelos celulares de estudio, el trofoblasto humano temprano de primer
trimestre y lineas celulares de melanoma maligno humano. Ambos modelos con el
denominador comin de montar respuestas evasivas a la accion del sistema inmune, ya sea
en el embarazo o en la malignizacion tumoral. Todo lo anterior se desarrolld con el
propodsito de conocer modos de regulacion negativa que la célula blanco establece para
evitar la accion de las células NK, con el objetivo de abrir nuevas ventanas para
potenciarlo, en el caso de la tolerancia fetal o para anularlo, en el caso de la evasion del

cancer.

9.1. Expresion de MICA y MICB en Trofoblasto y Melanoma

En la literatura se ha descrito que MICA y MICB se expresan en la superficie
celular, principalmente ante estimulos de estrés, infeccion viral o en células tumorales.' '
Hasta la fecha se ha descrito expresion normal de los NKG2DL en epitelios con alta tasa de
recambio como lo son la piel,** epitelio pulmonar '’ e intestino delgado.'®® En este tltimo
se asocia la expresion de MICA/B al continuo estrés producido por la flora bacteriana. En
esta tesis describimos ademas la presencia de MICA y MICB en trofoblasto.

Los resultados obtenidos en el O.E.1, (Figura 1) indican que en el trofoblasto
temprano de primer trimestre se encuentra expresados MICA y MICB en la barrera hemato-
placentaria. Se demuestra que ligandos de NKG2D e IL-10 se co-expresan en la zona de
intercambio entre la vellosidad corial y el espacio intervellosidades, interfaz donde se
monta la respuesta de tolerancia. Mediante el analisis por microscopia confocal se
determin6 que MICA y MICB se expresan especificamente en el sinciciotrofoblasto
(Figura 3) confirmando lo publicado por el grupo de Apps et al °* y Mincheva-Nillson.'"
Este ultimo grupo incluso designa a MICA/B como marcador especifico de

sinciciotrofoblasto en conjunto a otros como fosfatasa alcalina placentaria.”””
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El andlisis se realizd en muestras de primer trimestre. Es en este periodo que se
establecen los mecanismos tolerantes de la inmunologia de la reproduccién y cuando
ocurren la mayoria de los abortos espontaneos. Por ello, las muestras obtenidas en este
periodo, no serian las ideales debido a los mecanismos fisiopatolégicos involucrados en la
pérdida, pero es el modelo mas cercano a un aborto electivo, ya que este ultimo es
penalizado en nuestro pais. La legislacion en paises como Inglaterra, Dinamarca y Suecia,
han permitido el desarrollo de los estudios cientificos en esta area, donde es posible acceder
a muestras de placenta humana provenientes de términos electivos del embarazo, lo que
constituyd una desventaja para el desarrollo de esta tesis.

Por otra parte, se pretendid correlacionar las observaciones en trofoblasto con los
mecanismos evasivos en el modelo de melanoma maligno realizando un paralelismo de los
actores participantes de la regulacion de los NKG2DL en ambos modelos. Se lograron
visualizar mediante inmunohistoquimica niveles detectables de MICA, MICB, MICA/B ¢
IL-10, en tumor de melanoma MART-1 positivo, este ultimo utilizado como marcador
especifico de la neoplasia. (Figura 2). La anisocitosis de la zona tumoral indic6é un alto
grado de malignidad celular, en cuyos citoplasmas se detecta NKG2DL e IL-10 al igual que
los observados en el trofoblasto temprano.

En la tolerancia fetal y la evasion tumoral, las células somaticas adquieren sefiales
mitoticas y logran escapar de la inmunidad materna y de los mecanismos supresores
tumorales, respectivamente. Se ha descrito que el microambiente, que es rico en citoquinas
y mediadores inflamatorios, capaces de influenciar la inmunosupresion, remodelamiento
del tejido y angiogénesis.”'” Los resultados obtenidos muestran que MICA, MICB ¢ IL-10,
estan presentes en ambos tejidos, suponiendo un posible paralelismo entre la tolerancia

fetal y la evasion tumoral que involucre a los NKG2DL y citoquinas inmunomoduladoras.

9.2. Localizacion intracelular de MICA y MICB
La estandarizacion del protocolo de disgregacion de tejido e individualizacion de
células, permitieron el andlisis por microscopia confocal de muestras, de trofoblasto
temprano. En ellas se observd una morfologia irregular de las células analizadas. Sin
embargo, la caracterisitica fundamental que determiné el tipo celular descrito, fue la

binuclearidad detectada mediante tincion nuclear con DAPI, patognomoénica del
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sinciciotrofoblasto (Figura 3). Para el caso de melanoma, la anisocitosis es la caracteristica
principal de las lineas de melanoma maligno metastatico. En el caso de la linea FMS
analizada, la forma fusada es preponderante, con evidencias de aberraciones nucleares y
nucléolos prominentes (Figura 4)

El analisis de la localizaciéon de MICA y MICB en las células de melanoma y de
sinciciotrofoblasto mostraron una distribucion preferentemente en el interior del
citoplasma, rodeando al nucleo y ocasionalmente formando pequefios granulos indicando
una organizacion asociada a reticulo endoplasmico. Esta fue confirmada en otros estudios
de nuestro laboratorio que indicaron que al igual que las proteinas chaperonas estudiadas, la
Proteina Disulfido Isomerasa colocalizd6 en un alto porcentaje con MICA y MICB,
resultados no incluidos en esta tesis.

En los analisis de microscopia confocal, la localizaciéon de MICA/B en la periferia
celular, indicativo de expresion en membrana, fue escasa. Sumado a que MICA/B son
proteinas muy poco abundantes en la célula, no se pudieron correlacionar los hallazgos
cuantitativos de la influencia de IL-10 en la expresion en superficie, con un patréon de
distribucion nitido asociado a membrana. Otros autores se han encontrado con el mismo
problema, desarrollando modelos de sobre-expresion de proteinas de fusion NKG2DL-
fluor6foro para visualizar la dinamica de las moléculas en el contexto de la membrana
celular. ¥’

Se encontr6 un alto grado de colocalizacion de las tres moleculas chaperonas
estudiadas, CRT, CNX y Erp57 con los ligandos MICA y MICB, en las células de
trofoblasto y en las células de melanoma maligno. Indicando asi que los ligandos de
NKG2D presentan una distribucion intracelular preferencial por zonas perinucleares o de
reticulo endopldsmico, en donde las chaperonas de plegamiento de proteinas realizan su
funcion. Estas observaciones podrian dar indicios de un mecanismo de retencion
intracelular de los NKG2DL, para evitar ser expuestos a la superficie celular y a la accion
de las células NK, permitiendo la tolerancia fetal en el caso del trofoblasto y la evasion
tumoral por parte de las células de melanoma.

Se detecto en algunas lineas celulares de melanoma la, presencia de MICA y MICB
en el interior del nucleo (4nexo &§), fendmeno presente en algunas fotografias de

publicaciones pero no discutido en la literatura previamente '®'. Esta presencia colocaliza
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con CRT, por lo que podria estar relacionado con algunas funciones descritas para esta
chaperona en el nacleo'®. Sin embargo la respuesta mas probable es que el hallazgo
corresponda a un producto de la alta tasa de mutaciones y desorden metabolico propios de
las lineas celulares derivadas de metastasis de melanoma maligno, pues no fue detectado en

los cultivos primarios de sinciciotrofoblasto (Figura 3).

9.3. Interaccion MIC y CRT

Los datos de colocalizacion de sinciciotrofoblasto y melanoma indicaron que la
ubicacion intracelular de los NKG2DL se superpone al patron de las moléculas chaperonas
estudiadas participes del plegamiento de otra cadena presente en el mismo locus génico,
como lo es la cadena alfa del MHC-1. Esta disposicion mayoritariamente asociada a
reticulo endoplasmico se confirmé con el O.E.2 en donde lisados provenientes de cultivos
de lineas de melanoma (Figura 5a) y de cultivo primario de trofoblasto temprano (Figura
5b) se logro detectar MICA al inmunoprecipitar con CRT.

Al inmunoprecipitar CRT y, posteriormente, revelar el WB con un anticuerpo contra
esta misma proteina (Figura 5A, Linea 3), se obtuvo un unica banda de un tamafio

aproximado de entre 46-55 kDa, tal como se ha descrito en la literatura'* '

. Luego,
cuando se realizd un ensayo de IP para MICA vy se reveld el WB con anticuerpos contra
CRT (Figura 5a, Linea 2), se obtuvo una sola banda correspondiente a CRT. Esto indica
que MICA inmunoprecipita con CRT, por lo cual, efectivamente estan interaccionando. Sin
embargo, al realizar lo contrario, es decir, realizar un ensayo de IP con CRT y revelar el
WB con anticuerpos contra MICA, se obtuvo una sola banda, en vez de las dos detectadas
para MICA revelado con MICA (Figura 5a, Linea 1) Lo anterior, si bien nos confirma la
interaccion CRT-MICA, indicaria que CRT se une sélo a la banda de menor PM de MICA.
Este fendmeno podria deberse a que CRT posee un mayor grado de interaccion con alguna
1soforma de MICA, las cuales han sido descritas en carcinoma de colon, con una diferencia
de 13 KDa entre ellas'®. Esto es indicativo de una edicion alternativa que involucra
diferentes exones, incluyendo ademads, la variabilidad génica propia de las lineas tumorales
derivadas de metastasis.

Al analizar el patrén de bandas de MICA, se observé que su peso molecular excedia

en casi 10 kDa el peso teodrico entregado por la base de datos Uni-prot, indicando una
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posible modificacion postraduccional que explicaria la diferencia con el valor de la
secuencia primaria de la proteina. Investigaciones recientes en el area de la regulacion de
otros NKG2DL como ULBPI, han revelado que este ligando siempre esta ubiquitinado,
como mecanismo de control de su expresion en membrana'®, lo cual podria repetirse en
MICA, tal como veremos mas adelante.

Si bien la microscopia confocal puede indicar superposicidon espacial, no es en
absoluto indicativo de interaccion directa. Por décadas la inmunoprecipitacion ha sido la
técnica preferida por los investigadores para demostrar interaccién proteina-proteina. Sin
embargo, es sabido que muchas de estas uniones pueden corresponder a multicomplejos
proteicos. Es por ello que se decidié indagar en un modelo in vitro de interaccion entre
MICA y CRT mediante un ELISA en una placa sensibilizada con MICA recombinante,
generada en un sistema procarionte (Figura 6). La generacion de rtMICA produjo cuerpos
de inclusion en la bacteria huésped del vector de expresion, indicando asi que la proteina
estaba con alteraciones del plegamiento. El alto nivel de interaccion detectado entre CRT y
MICA recombinantes mediante este ensayo, se condice con las funciones descritas para
CRT como chaperona participante de la correcta conformaron tridimensional de las
moléculas generadas en el reticulo endoplasmico. Otro aspecto que también fundamenta la
union CRT/MICA detectada es que el ligando generado en este sistema carece de todas las
modificaciones post-traduccionales propias de los organismos eucariontes, incluyendo a las
glicosilaciones (Figura 7).

En esta linea y para evaluar la importancia de las modificaciones post traduccionales
n el sistema CRT/MICA, se realiz6 un ensayo de interaccion de Resonancia de Superficie
(Surface plasmon resonance) BIAcore, que permitiera ademdas determinar la constante de
afinidad entre ellas. MICA fue generado en un sistema de transfeccion transientes en
células eucariontes cuyo vector permitia la secrecion al medio de cultivo de la proteina de
interés, la cual posee todas las modificaciones post traduccionales propias del sistema. Al
realizar el andlisis de interaccion no se detectd union alguna entre tMICA y su analito
rCRT en ninguna de las concentraciones medidas (Figura 8).

El alto grado de union detectado mediante ELISA en sistema de expresion
procarionte versus la nula interaccion de ambas proteinas en un sistema procarionte, es

indicativo de que esta union podria estar mediada por la conformacion de la proteina y sus
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modificaciones post-traduccionales. Otra de las razones, es la que se discutié en el recién
pasado 9th International Calreticulin Workshop, en el que se destaco el rol fundamental del
i6on Calcio, como modulador de la actividad de esta chaperona, factor que no fue
considerado en el desarrollo de esta tesis. Sin embargo cabe la posibilidad que no exista
interaccion entre MICA y CRT en forma directa, sino que sea a través de una proteina
intermediaria desconocida o mediante alguna chaperona como CNX, ERP57, o la
recientemente descrita Erp5'®®, hipotesis que amplia el espectro de moléculas
recombinantes a generar, lo que conlleva a una profundizacién en la investigacion.

En este sentido, los estudios recientes que indican a ERp57 catalizador de la
formacion de puentes disulfuro en la cadena pesada de MHC-I en ausencia de interacciones
con CNX y CRT, abre la pauta para indagar en Erp57 como molécula responsable directa
de la retenciéon de MICA y MICB en el citoplasma de células blanco a la acciéon de las
NK 167

En conclusion, si bien se logré evidenciar interaccion de CRT con MICA, a la luz de
los antecedentes y de los resultados, ésta ocurra so6lo en los estadios temprano de la
formacion de la molécula, previos a la glicosilacion, o también la formacion del complejo

CRT/MICA sea a través de una chaperona intermediaria no analizada

9.4. MICA y MICB

Desde su descripcién por Groh en 1998 ' MICA y MICB se han descrito en
conjunto con una funcion activadora de la citotoxicidad de las células citoliticas a través de
la unién con el NKG2D, esto basado en su 85% de homologia entre ambas secuencias,
distribucion celular y fisiopatologia asociada. Sin embargo, en los ultimos afios, y con el
aumento de la competitividad por aparicion de nuevos grupos de investigacion interesados
en el area, se ha intentado indagar en las diferencias funcionales de ambos ligandos. Se han
detectado como denominadores comunes, algunos factores de transcripcion como, NF-Y,
Spl, Sp3 y Sp4 '#'7*_ A su vez, se ha descrito un alto polimorfismo de la secuencia de los
elementos de respuesta del promotor que controla la expresion de MICB,'®® lo que radicaria
en diferencias funcionales. Por otro lado, también se han medido diferencias de un orden de

magnitud de la constante de afinidad (Kd) de MICA y MICB, con su receptor. (0,61 x 10~
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My 0,8 x 10°° M, respectivamente), lo que podria ser indicativo de un papel diferente a la
unién con su receptor.”

Lo anterior apoya lo observado en el O.E.3 en donde bajo un estimulo tinico, como
IL-10, el comportamiento de MICA y MICB puede ser diferente encontrandose diferencias
cuantitativas de expresion superficial de MICA y MICB y de sus mRNA, en células de
melanoma segln en el contexto en que se encuentren, si se exponen a una u otra citoquina.
Otros grupos de investigacion también sostienen la hipdtesis de que existen vias de
expresion diferentes de los NKG2DL ''* 11 19 Ep esta tesis se muestra que MICA y
ULBP2 muestran un comportamiento similar en el mismo estimulo (Figura 9), a diferencia
de lo observado para MICB (Figura 10). Sin embargo, este fendmeno, por el momento se
ha demostrado en solo una linea celular. Experimentos preliminares de nuestro laboratorio,
indican que el fendmeno de independencia de estimulo entre MICA y MICB se repite con

otras citoquinas como IL-4 y TNF-a

9.5. IL-10
En el O.E.3 se demostr6 que en las células de melanoma, IL-10 puede regular la
expresion de NKG2DL, agregando esta propiedad a otras funciones inmunorreguladoras
descritas anteriormente para esta citoquina. Hay varios mecanismos descritos que
participan en la regulacion de la expresion NKG2DL en las células tumorales como la

96, 170-172

liberacion enzimatica de las moléculas de la superficie de la célula, retencion en el

- . 173 . . . 95, 174, 175
sistema vesicular, 7 regulacion a través de micro RNA, ™ 17

y el efecto de diversas
citoquinas. En esta area, desde el inicio de esta tesis, se ha descrito que MICA puede ser
regulada a la baja en la mayoria de los analisis de lineas celulares de melanoma en conjunto
con una disminucion de la expresién de ULBP2, descrito para el tratamiento con IFN-y."*"
1% Otra citoquina implicada en la regulacion de la expresion de superficie NKG2DL es
TGF-B, donde se demuestra que esta citoquina regula a la baja la transcripcion de MICA,
ULBP2 y ULBP4 ',

En este trabajo se demuestra que IL-10, una citoquina pleiotropica secretada por varios
tumores, afecta la expresion de los ligandos NKG2D en lineas celulares de melanoma. IL-
10 fue capaz de disminuir la expresion en la superficie de MICA y ULBP2 en todas las

, . . . . 113, 131,
lineas celulares que lo expresan (Figura 9) tal como se ha visto en otras citoquinas.
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1 Sin embargo, IL-10 no afecto significativamente el nivel de la superficie de ULBP3.)

También se observd una correlacion inversa en las lineas celulares BL transducidas con los
genes humanos para IL-10 (BLH) e IL viral-10 (BLV), donde la més alta expresion de IL-
10 se correlaciond con una baja expresion de MICA en la superficie celular (Figura 10). En
este modelo también se detectd una ligera reduccion de MICA con el tiempo de cultivo.
Ademas, los analisis revelaron una disminucion del nivel de mRNA de MICA en linea
celular de melanoma FMS tratadas con IL-10 exogena, un efecto que podria explicar
parcialmente la reduccion de MICA en la superficie celular (Figura 11), sugiriendo
mecanismos de regulacion a nivel transcripcional.

Nuestros resultados mostraron patrones de expresion diferentes de superficie para
NKG2DL en cada linea de células de melanoma. Curiosamente, en la linea celular FMS
hemos detectado que MICB aumenta su expresion en la superficie y los niveles de mRNA
bajo el tratamiento con IL-10. Este fendmeno se correlaciona con los niveles de mRNA de
MICB en lineas celulares BL transducidas con los genes de IL-10, sin embargo, los niveles
en superficie celular de MICB en este modelo no mostr6 ninguna tendencia
estadisticamente significativa.

Se ha descrito que MICA y ULBP2 se comportan de una manera similar bajo la
influencia de TGF-p e IFN-y ' 3119 Ep egte trabajo se pudo observar que FMS mel
presentd la mayor variacion en la expresion NKG2DL con el tratamiento de IL-10
reduciendo los niveles de membrana de MICA y ULBP2 en conjunto, lo que puede
traducirse en una reduccion a la susceptibilidad a la lisis por células NK en casi un 50%
(Figura. 12). Aunque MICB aument6 en la superficie celular, este estimulo no fue
suficiente para mantener la susceptibilidad a la citotoxicidad, y esto puede ser debido al
hecho de que normalmente MICB se expresa por un periodo corto de tiempo en la
membrana celular. '’® El tratamiento de la linea celular OCM-1 con la IL-10 indujo una
ligera disminucion en la expresion ULBP2. Esta linea no mostr6 diferencias entre las
células no tratadas y tratadas con IL-10 en cinco ensayos independientes de lisis mediada
por LAK. Sin embargo, el bloqueo del receptor de NKG2D redujo esta lisis, lo que implica
que la citotoxicidad es dependiente de este receptor. Por lo tanto, es posible que OCM-1
mel exprese otro NKG2DL no analizado en esta tesis.

Los resultados mostraron una ligera reduccion de la expresion MHC de clase I de la
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superficie celular, un fenomeno también descrito por Matsuda et al '’’, donde se demostrd
que disminuye el haplotipo HLA-A2 en lineas de células del melanoma tratadas con IL-10.
Es posible que esta reduccion no sea suficiente para modificar el efecto inhibitorio de estas
moléculas en la citotoxicidad mediada por los receptores KIR. Lo anterior se sustenta en
que la lisis celular es claramente provocada por la activacion de los mecanismos de
citotoxicidad mediados por el sistema NKG2D/NKG2DL, debido a que el bloqueo de la
lisis fue altamente efectivo al utilizar anticuerpos anti-NKG2D. El efecto real de cada
ligando NKG2D no se pudo demostrar de manera fiable debido a que los anticuerpos
monoclonales utilizados para inhibir MICA y MICB no fueron tan eficaces como el
bloqueador de NKG2D. Otros estudios han demostrado diferencias entre los donantes de
células NK en ensayos de citotoxicidad de liberacion de cromo,"! siendo esta la hipotesis
que puede explicar la variabilidad de resultados de nuestros ensayos.

Se ha descrito que IL-10 regula la expresion de MHC-I, afectando la citotoxicidad
antigeno especifico de linfocitos CD8 '””. En esta tesis se describe la participacion de IL-10
en la alteracion de la citotoxicidad mediada por el sistema NKG2D/NKG2DL, ampliando el
conocimiento del efecto del microambiente en la capacidad de las células malignas para
evadir el sistema inmunitario. De esta manera, a la actividad inmunosupresora de la IL-10
podria afadirse una nueva propiedad como regulador negativo de la superficie de
NKG2DL, tal como IFN-y y TGF-p ' 1% También se logro detectar que la IL-10 viral
podria modular la expresion de MICA de superficie tan eficientemente como IL-10
humana, mostrando una funcién novedosa del gen BCRF-1 como mecanismo de evasion
inmune por parte del citomegalovirus. '"* 7

Como corolario de este trabajo, se sugirid relacionar el posible papel de las
moléculas chaperonas CRT, CNX y Erp57 y la citoquina inmunomoduladora IL-10.
Antecedentes previos que interrelacionen ambos fendomenos, solo se habian descrito bajo la
sefalizacion intracelular de IL-10 via moléculas STAT, las cuales como factores de
transcripcion pueden agruparse formando verdaderos agregados macromoleculares
llamados “‘Statosomas”. Estos agregados funcionarian como estructuras de andamiaje que
se relacionan con chaperonas en el citoplasma como ERp57."™ Otros antecedentes
indicaban que CRT aparece soluble en el suero de mujeres durante el embarazo,'®" al igual

como MICA '"" coincidiendo con los altos niveles de IL-10 en el desarrollo del ttero

80



o 34 - .. . i
gravido *". Sin embargom no fueron detectadas variaciones de ninguna de las moléculas
chaperonas analizadas bajo la influencia de IL-10. Razon por la cual no se indagd en

profundidad, aspecto que requeriria mayor investigacion

9.6. Mecanismos de regulacion de los NKG2DL
Los resultados obtenidos en relacion al efecto de la IL-10 como regulador negativo
de la expresion de MICA, podria estar relacionado a algunos mecanismos que involucren
desde la transcripcion de este ligando, hasta la induccion de su degradacioén o proteodlisis
desde la membrana celular.

Se ha descrito que IL-10 participa en la expresion de el factor de transcripcion
PPARyY,'® el cual recientemente se demostré que es capaz de controlar la regulacion de otra
molécula perteneciente al locus de MHC clase I, como lo es CD1d durante el proceso de
maduracion de las células dendriticas."®® Otros antecedentes que van de la mano con
nuestra hipétesis, indican que se ha descrito un nuevo subtipo de células NK, ' que se
caracteriza por la secrecion de altas cantidades de IL-10, llamadas NKr. Podrian ser estas
NK regulatorias las que secretando IL-10 disminuyen la expresion de ligandos de NKG2D
por parte de la célula blanco. Todo lo anterior seria indicio de una especie de
retroalimentacion negativa de la regulacion de la actividad litica de las NK, a través de
mecanismos de sefializacion intracelular que IL-10 gatilla para que se produzca la
inhibicion de la expresion en membrana de los ligandos de NKG2D

Por otro lado, en la literatura han aparecido nuevos mecanismos de regulacion
desde el inicio de esta tesis, como lo son los micro RNA descritos para MICA” y MICB'"
como vias de degradacion y control de la expresion en la membrana celular. Asi, este
fenomeno puede ser anadido a otros mecanismos de traslacion de la evasion inmune, tales

166, 176 Un mecanismo de

como endocitosis, o protedlisis de NKG2DL de la membrana.
evasion recientemente descrito, es el que utiliza el Virus Herpes asociado al Sarcoma de
Kaposi, en el cual se ha detectado disminucion de MICA de superficie en las células
infectadas. Este virus posee un gen que codifica para la proteina K5 que corresponde a una
ubiquitin-ligasa, enzima que une una ubiquitina a una proteina blanco y estas son

endocitadas. '*° El sistema de ubiquitinacién fue descrito como un mecanismo de

degradacion de proteinas que son destinadas al proteosoma y lisosoma que se encuentra
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funcionando de manera ATP dependiente. Sin embargo, en el Gltimo tiempo al sistema de
ubiquitinacion se le han asignado otras funciones como la de reparacion del dafio a DNA,
sefializacion intracelular, endocitosis y distribucion de proteinas en el citoplasma. La
ubiquitina es una proteina de 76 aminoacidos que es acoplada principalmente en lisinas, y
en este sentido MICA, posee 3 sitios putativos de ubiquitinacion en su tallo citoplasmatico,
indicando asi un posible mecanismo de regulacion y de distribucion celular, homologo al
descrito para MHC-II, el cual bajo este mismo mecanismo, es regulado a la baja en la
membrana celular. Se han descrito enzimas responsables de la ubiquitinacion, las llamadas
ubiquitin ligasas, que pueden ser inducidas bajo la accion de la IL-10. De esta forma, los
antecedentes de esta tesis y los de la literatura aqui mencionados, han abierto una nueva
area de investigacion en nuestro laboratorio.

Seria importante que en trabajos posteriores se abordaran temas como, posibles
efectos sinérgicos que pudiesen existir entre [IL-4 y TNF-a. Ademas es necesario estudiar si
las variaciones de MICA y MICB mediada por estas citoquinas tienen efectos funcionales,
es decir, analizar si existen variaciones en el reconocimiento entre las NK y las células de
melanoma, tratadas con IL-10, IL-4 y TNF-q.

Dado que en este estudio se trabajo solo con lineas celulares, no se puede asegurar
que los efectos aca descritos sean reproducibles in vivo, es necesario considerar la
utilizacion de modelos experimentales murinos para después abordar el area de futuras

terapias anti-tumorales para humanos.

9.7. Plasticidad del NKG2D
En la accion de un ligando agonista, el evento principal es la unidon de un ligando a su
receptor, lo cual conduce a un efecto intracelular. El resultado final es una funcion de las
caracteristicas de enlace de la interaccion ligando-receptor, como lo son la afinidad y la

186

vida media "~ Existen numerosos ejemplos donde la activacion de un receptor tinico puede

conducir a la activacion de multiples eventos de sefializacién intracelular.'” '
Sin embargo, datos recientes de una variedad de sistemas sugieren que algunos
ligandos que actian en un receptor Unico, de preferencia puede activar un efecto mientras

que otros ligandos del mismo receptor, puede activar otra via de sefalizacion. Este
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fenomeno se ha denominado: "Selectividad funcional de los receptores de sefializacion” "™,

59190 s 188

“Disociacion de las vias de sefializacion intracelular” ™ o “Discriminacion de Ligando”.

Los NKG2DL interactian directamente con las células NK y células T CD8" en
forma dependiente de NKG2D, participando en la activacion de la capacidad citolitica de
estas células. '*'"'* Se han esgrimido variadas teorias acerca de que la capacidad de unir
multiligandos de NKG2D. Una de las mas actuales es que la interaccion NKG2D/NKG2DL

podria ocurrir en presencia de moléculas accesorias presentes en la misma sinapsis

7 194

inmune'’®, como lo son las recientemente descritas DNAM y NKp30

El NKG2D humano se asocia con la molécula adaptadora DAP10, "% 1%

que posee un
motivo de homologia YxxM para el dominio Src 2 (SH2)*®. DAP10 potencialmente puede
fosforilarse en asociacion tanto con la subunidad p85 de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI

7'y la proteina adaptadora Grb2'°. En este sentido, se ha demostrado que la

3-kinasa)
estimulacion NKG2D puede inducir la fosforilacion de JAK2, STATS 98 Ttk 1, ERK 2%,
Vavl 2!,y Ink 2.

Una cuestion clave es si los diferentes ligandos son equivalentes en su capacidad para
activar los receptores NKG2D y sus rutas de sefializacion posterior. Se han realizado
estudios estructurales y de unién ligando-receptor se han realizado para algunos de los
NKG2DL que sugieren que estos ligandos pueden competir entre si por la union al
NKG2D.*

Los argumentos mecanisticos por los cuales este receptor homodimero simétrico
puede unir varios ligandos asimétricos como los NKG2DL, se han basado en la hipotesis
de la plasticidad y la reorganizacién espacial. *** Esta flexibilidad en la conformacion
permitiria que un receptor Unico pueda adoptar las conformaciones diferentes necesarias
para las interacciones con ligandos estructuralmente diferente con un conjunto particular de
residuos involucrados energéticamente dominantes en la interfaz para cada ligando™”. Se
ha propuesto que la degeneracion del NKG2D puede ser explicada a través de un
mecanismo de ajuste inducido del receptor. 202,204 D esta forma se podria plantear que la
uniéon de multiples ligandos al receptor NKG2D podria resultar en la activacion de
diferentes vias de sefializacion en las células NK humanas.

El estudio de la discriminacion de ligandos y de sefalizacion diferenciada de las

vias de NKG2D podria afiadir una nueva dimension a los mecanismos subyacentes de este
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receptor, cambiando el énfasis de la identidad del receptor activado por un ligando, por el
de la cascada de senales especificas gatilladas por casa ligando, con probables y potenciales
funciones diferenciales in vivo relacionadas también a las actividades especificas de cada
tejido. Estas variaciones podrian contribuir a una aproximacion mas detallada de la
etiologia de la enfermedades, a la especificidad de tejido de un tratamiento, o de la

variabilidad individual en la respuesta a un medicamento.
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10. CONCLUSIONES

En esta tesis doctoral, se estudiaron principalmente dos aspectos relativos a la
fisiologia celular de los NKG2DL. Por una parte, la interaccion por parte de ligandos de
NKG2D con proteinas chaperonas en sinciciotrofoblasto y melanoma maligno, y segundo,
la funcion reguladora de IL-10 de la expresion en membrana celular de estos ligandos, en la
superficie celular de melanoma maligno. Se postulé que calreticulina se asocia con las
moléculas MICA en células trofoblasto y de melanoma maligno y que la expresion de los
ligandos MICA esta influenciada por la IL-10 en melanoma maligno.

Mediante varios analisis utilizando herramientas de la biologia celular y molecular

se puede concluir que:

e MICA y MICB se expresan en melanoma maligno y en trofoblasto
temprano, preferencialmente en el citoplasma, con bajos niveles en la
membrana celular

e CRT interactiia con MICA, pero esta relacion podria estar mediada por una
proteina chaperona intermedia o dependiente de modificaciones
postraduccionales o dependiente de cationes, aspectos no analizados en esta
tesis y que requieren mayor investigacion.

e [IL-10 endogena, proveniente de células transducidas con el gen e IL-10
exogena decrece la expresion en la superficie de MICA en las lineas
célulares de melanoma

e La reduccion de a expresion en la superficie de MICA, impacta en la
disminucion de la citotoxicidad celular mediada por células citoliticas

activadas

Con estas conclusiones es posible elaborar un diagrama de regulacion de los

NKG2DL, contribuyendo con estos resultados a los ya descritos en la literatura.
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EXOSOMES

Expresion de
NKG2DL en

Traduccion la superficie
Transcripcién de NKG2DL - =

de NKG2DL [

TUMORIGENESIS Calreticulin

IL-10

INF-y

Diagrama 2. Reguladores negativos de la expresion de NKG2DL. Esquema resumen que
plantea dos nuevos sistemas de control de la expresion en superficie de NKG2DL. Uno de
ellos es el rol de la IL-10 como inmunomodulador, y el otro es la interaccion que tendria
MICA como retencion intracelular en el reticulo endoplasmico asociado a un conjunto de
moléculas chaperonas. (Adaptado de Mistry et al ). TGF-B' se ha descrito como
citoquina que decrece los niveles de MICA en glioma e INF-y"! realiza el efecto reductor
de los niveles en modelo de células Hela. Esto se suma como mecanismos que decrecen los
niveles de NKG2DL en superficie de célula blanco a los ya descritos como la presencia de
Metaloproteinasas ' y de exosomas *°, descritos en la inmuno evasién tumoral, como en
la tolerancia fetal.'”’
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Anexo 1: Aprobacion del comité de Etica del Servicio de Salud Metropolitano Norte. Este
estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del Servicio de Salud
Metropolitano Norte a través del Director de ética Dr. Carlos Navarro Cox y el Director

del centro asistencial, Dr. Carlos Bottner
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11.2. Consentimiento Informado Aprobado por Comité de Etica SSMN
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Anexo 2: Consentimiento Informado Aprobado por el comité de Etica Del SSMN.
Documento aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del Servicio de Salud

Metropolitano Norte redactado por la responsable clinico del proyecto Dra. Mercedes
Lopez N.
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11.3. Ficha de registro muestras de placenta humana de primer trimestre
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Anexo 3: Ficha de ingreso de muestras de pacientes al estudio. Esquema redactado en
conjunto con la por la responsable clinico del proyecto Dra. Mercedes Lopez N. Incluye
datos personales de la paciente, enfermedades concomitantes y datos relacionados a la
paridad y causa probable y tipo de pérdida.
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11.4. Tabla de muestras de suero colectadas de embarazos de 1er Trimestre.
Edad Multiparidad Patologia Infeccion Tipo
N° | Edad | Gestacional | G | A | P Asociada Asociada | Fiebre | Pérdida
/semanas
2 48 11 1 0 0 | Ezquizofrenia No N Espontéanea
3 31 8 6 5 0 No No No Inducida
4 24 9 1 0 0 No No No Inducida
5 34 9 1 0 0 No No No Inducida
6 33 8 2 1 1 No No No | Espontanea
7 19 13 1 0 0 No No No Inducida
8 32 12 3 0 3 No No No | Espontanea
9 39 9 4 1 2 Ab. Retenido No No | Espontanea
10 | 38 9 1 0 0 No No No | Espontanea
11 24 11 2 0 1 No No No Espontanea
12 17 8 2 1 0 No No No Inducida
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11.5. RT-PCR para MICA de Trofoblasto de Primer Trimestre.

BLV Mel Placenta 2 Place i Placenta 5
B-Act MICA pB-Act MICA B-Act MICA B-Act MICA

Anexo 5. Expresion del mRNA de MICA en legrado de abortos de primer trimestre. RT-
PCR de muestras de tejido que detecta mRNA del ligando de NKG2D MICA a partir de

homogenizado de legrado. Se utilizo la linea de melanoma BLV como control positivo y
beta actina como control positivo de la reaccion

11.6. Separacion de células de trofoblasto velloso a partir de placenta de

primer trimestre.
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Anexo 6. RPMI 10% FCS y DMEM 10% FCS mantiene viabilidad por 24 horas de
cultivo primario de trofoblasto. Fotografias de microscopia de luz invertida de cultivos
primarios de células de citotrofoblasto individualizadas como se describe en materiales y

métodos provenientes de una placenta de 8 semanas. 48 horas de cultivo en A) DMEM
10% FCS, B) RPMI 10% FCS y C) AIMV.
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11.7. MICA se expresa en concentraciones bajas en la superficie de células de

citotrofoblasto temprano
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Anexo 7. NKG2DL se expresa en baja densidad en superficie de células HAI-1 positivas.
Expresion en la superficie celular de los ligandos MICA y MICB en trofoblasto temprano
evaluado por citometria de flujo. Muestra de trofoblasto temprano fue tratada con coctel
de proteasas para la individualizacion celular, de acuerdo a los Materiales y Métodos. Se
indican el porcentaje de células positivas y doble positivas. Resultado representativo de 2

lecturas independientes.

11.8. Células de melanoma maligno expresan MICA intracelular.

Anexo 8. MICA se expresan en
el citoplasma de lineas de
células de melanoma maligno.
Fotografias de  microscopia
confocal de linea de melanoma
maligno FMS, DF 'y BL
detectando MICA (Verde) en
mayoritaria distribucion
perinuclear. Se detectan ademdas
algunas seniales intranucleares.
Se muestra la superposicion final
con DAPI (Azul) como marcador

nuclear. Fotografias
representativas de dos

detecciones independientes
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11.9. Gel denaturante de proteinas totales de lineas celulares de melanoma

inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-MICA y MICB.
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Anexo 9 Inmunoprecipitacion y analisis de proteinas totales en gel denaturante, no
detecta interaccion con otras proteinas. Gel SDS-PAGE la gradiente de 4-12% (Invitrogen
.EEUU) cargado con 35 uL de inmunoprecipitado de lineas celulares de melanoma FMS y
OCM-, segun Materiales Y Métodos. Se realizo electroforesis durante 1 hora a 100V, para
evidenciar proteinas por tincion de Azul de Coomasie coloidal (SimplyBlue™ SafeStain,
Invitrogen EEUU). Se indican los pesos moleculares segun patron de peso molecular de
proteinas de amplio rango (Sigma-EEUU). Se indican ademas los carriles que
corresponden a inmunoprecipitado de sobrenadante o de célula total. Se marca cadenas
pesada y liviana de los anticuerpos utilizados segun peso molecular y se indica MICA/B
segun peso molecular calculado en base a su secuencia proteica. Se utilizo anticuerpo
irrelevante en la inmunoprecipitacion como control negativo.
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11.10. Mapa de vectores de origen y destino en clonacion de genes de NKG2DL
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Anexo 10- Mapa de los vectores utilizados en el clonamiento. A) Vector comercial pCMV-
SPORT6 de Invitrogen, que codifica para MICA y MICB independientemente. B) Vector de
destino pHLsec-Avitag, disefiado para la secrecion al extracelular de proteinas
recombinantes en células Hek-293 para su uso en Biacore generado en la Division de
Biologia Estructural. Universidad de Oxford ™'

11.11. Clonamiento del vector pHLSEC-Avitag
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Anexo 11. Esquema del sitio de clonamiento del vector pHLSEC-Avitag, utilizado en la
expresion recombinante de MICA y MICB en células Hek 293. Este vector cuenta con una
Secuencia Kosak, necesaria para su expresion en procarionte, una secuencia senal de
secrecion para células mamiferas, un sitio de clonamiento flanqueado por secuencias de
restriccion Agel y Kpnl, una secuencia intermediaria que une a el sitio de reconocimiento
de la Biotin Ligasa, enzima que permite la union a la Biotina, necesaria para la union al
chip de lectura de Biacore,y por ultimo una secuencia His-Tag para la identificacion y
purificacion de los transfectos.
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11.12. Determinacion Proteina recombinante de sobrenadante de cultivo

Anexo 12. pHLSec-Avitag-MICA y pHLSec-Avitag-MICB se secretan al sobrenadante
de cultivos de células HEK-293. Inmunoblot anti His-tag de células completas y del
sobrenadante de cultivo de HEK-293 de células tranfectados con pHLSec-Avitag-MICA y
pHLSec-Avitag-MICB y sin transfectar como control negativo. Se generaron 5 ug de vector
vy se realizo la transfeccion a un millon de células Hek-293, utilizando Lipofectin
(Invitrogen-EEUU)) durante cuatro dias en condiciones de cultivo estandar en medio
DMEM. Al finalizar la incubacion se realizo un western blot anti His-Tag, para determinar
la efectividad de la transfeccion. Utilizando anticuerpos comerciales se pudo comprobar
que los constructos pHLSec-Avitag-MICA y pHLSec-Avitag-MICB estan mayoritariamente
siendo secretados al sobrenadante de cultivo y no en el interior de las células, lograndose
asi altos titulos de proteina recombinante
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