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RESUMEN

En Chile, la tasa de mortalidad por enfermedades oncolégicas ha ido aumentando afo a afo,
siendo las cifras cada vez mas preocupantes. Es por eso, que cualquier aporte que pueda hacerse en
este ambito puede ser fundamental para combatir el cancer. Uno de los frentes de lucha dentro de la
ciencia es la Inmunologia, que, mediante la comprension de los procesos de defensa del cuerpo contra
distintos patégenos o agentes causales de enfermedades, estudia como contrarrestar los mecanismos
tumorales de evasion inmune. Dentro del Sistema Inmune (Sl) una funciéon fundamental la cumplen las
células Natural Killers (NK), componentes principales de la respuesta inmune innata antitumoral.
Distintos tumores han desarrollado estrategias para evadir esta respuesta.

En este contexto, NKG2D representa uno de los receptores mas importantes en la induccién de
la respuesta de citotoxicidad por parte de NK humanas. Los principales ligandos de NKG2D humano,
NKG2DL, son moléculas no clasicas del complejo principal de histocompatibilidad de clase |, MICA y
MICB, que corresponden a la cadena relacionada al MHC clase | (MIC), y se expresan en la superficie
de tumores, células infectadas por virus y estresadas.

Pese a la existencia de estos ligandos en la superficie del tumor, que alertan al Sl de la
existencia de éste, existen mecanismos oncolégicos con los cuales se logra evadir la inmunovigilancia.
Son varias las formas por las que ocurre este proceso. Se ha descrito la participacion de citoquinas que
estarian disminuyendo la expresiéon de los NKG2DL en la superficie, 0 metalopreoteasas que los
cortarian liberandolos al medio, procesos que tendrian una relacion directa con la disminucion del
ataque de las células NK al tumor. Al respecto, en nuestro laboratorio hemos detectado que IL-10
disminuye la expresion de MICA en la superficie de las células de melanoma. Ademds, creemos que
otra forma por la cual el tumor podria estar evadiendo la inmunovigilancia por parte de las células NK,
seria a través de la retencién de los NKG2DL en el interior de la célula tumoral blanco. Al respecto
creemos que una candidata a estar involucrada en el proceso es Calreticulina (Crt), que forma parte del
complejo de proteinas chaperonas, Calnexina-Calreticulina-ERp57, involucradas en el procesamiento
de las moléculas MHC-I.

Crt es una molécula chaperona del Reticulo Endopasmatico (RE) presente en todas las células
del organismo, y cuya funcién fundamental es unir Calcio y participar en el procesamiento de
glicoproteinas. Se ha visto que la sobreexpresion de esta regula negativamente la expresion vy
capacidad funcional en superficie de algunas proteinas de membrana.

Por ende, bajo la luz de los antecedentes, nuestro objetivo es determinar, en lineas celulares de
melanoma, si Crt retiene o altera la expresion de MICA y MICB, y si esto es influenciado de alguna
forma por IL-10, como mecanismo de evasion de la inmunovigilancia de las células NK.

Para estudiar esto, en primer lugar, realizamos ensayos de Microscopia Confocal (MC) con el fin
de estudiar en células de melanoma la distribucion de los ligandos MICA y MICB, y su relacién con Crt,
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ademas de ver si su comportamiento era o no influenciado por IL-10. Posteriormente, se realizaron
ensayos de inmunoprecipitacion (IP) para verificar si existia una interaccion directa de Crt con MICA y
MICB. Finalmente, y con el fin de estudiar si Crt tenia alguna incidencia en la expresion de MICA vy
MICB en la superficie de las células, se realizé una mutagénesis sitiodirigida a Vasostatina, fragmento
N-terminal de Crt que cumple la funcién de chaperona, de forma que no pudiese interactuar con
ligandos, ademas de, en forma paralela, sobreexpresarla. Los productos resultantes fueron clonados y
expresados en células HEK. Para detectar si existia alguna variacion en el patron de expresion
superficial de MICA y MICB en las células, producto de la mutacion o sobreexpresién de Vasostatina,
se realizd un ensayo de Citometria de Flujo (CF), ademas de un ensayo de Western Blot (WB) para ver
si era posible detectar Vasostatina sobreexpresada en las células a nivel proteico.

En nuestros resultados logramos observar que MICA y MICB se co-expresan frecuentemente en
lineas celulares de melanoma, detectandose compartimentalizados en el interior del citoplasma, RE,
ademds de observarse su presencia en el nacleo. Mediante IP observamos que MICA y MICB tienen un
patron de migracién de doble banda, ademas de una tercera banda de mucho menor tamano, cuando
se revela con anticuerpo especifico. Lo anterior indicaria que MIC soluble se podria estar generando en
el interior de la célula, en forma complementaria a su liberacion desde la superficie celular por efecto de
metaloproteasas. Por su parte, por IF, observamos que Crt colocaliza con MICA y MICB, en el interior
de las células de melanoma, lo cual también se produce en el nucleo. Ademas, por IP, vimos que Crt
que inmunoprecipita con MICA, solamente en la banda que corresponde a la segunda de menor peso
molecular.

Por otro lado, mediante IF no logramos detectar que IL-10 afectase la distribucién citoplasmatica
de MICA y MICB.

Finalmente, al sobreexpresar y mutar Vasostatina no logramos apreciar algun efecto importante
sobre el nivel de expresién de MICA y MICB en la superficie de las células HEK. Como conclusion
podemos decir que MICA y MICB se encuentran agrupados en el interior de las células de melanoma y
que interactuan con Crt, requiriéndose estudios posteriores a fin de determinar si esto constituye o no

un mecanismo de evasion de la inmunovigilancia de las células NK.
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SUMARY

Study of human accompanists molecules involved in the MICA and MICB proteins surface
expression in Melanoma cells

In Chile, the mortality rate for oncological diseases has been increasing year by year, being the
stadistics increasingly worrisome. Is for this, that any input can be done in this area can be critical for
combating cancer. One of the fronts of struggle within science is the Immunology, that, by
understanding the process of defending the body against various pathogens or agents that cause
diseases, studies how counteract the tumor mechanisms of immune evasion. Within the immune system
a crucial role is fulfilled by Natural Killers cells (NK), major components of the innate anti-tumor immune
response. Different tumors have developed strategies to evade this response.

In this context, NKG2D represents one of the most important receptors in the induction of the
cytotoxic response by humans NK cells. The main ligands of human NKG2D, NKG2DL, are molecules
no classics of the Major Histocompatibility Complex Class |, MICA and MICB, which correspond to the
chain related with the MHC class | (MIC) and are expressed on the surface of tumors, cells infected by
viruses and stressed out cells.

Despite the existence of these ligands on the surface of the tumor, alerting the immune system
of the existence of the cancer, there are mechanisms by which this achieve to evade
Immunosurveillance. There are several ways in which this process occurs. Has been described the
involvement of cytokines that would decrease the expression of NKG2DL on the surface, or
metalloproteases that to cut them releasing them to the environment, processes that would a direct
relationship with the decrease of attacking tumor NK cells. In this regard, in our laboratory we found that
IL-10 reduces the expression of MICA on the surface of melanoma cells. Furthermore, we believe that
another way by which the tumor might evade to the Immunosurveillance by the NK cells would be
through the retention of NKG2DL within the tumor cell target. In this regard we believe that a candidate
to be involved in the process is Calreticulin (Crt), which is part of the complex protein chaperones,
Calnexine-Calreticulin-ERp57, involved in the processing of MHC-I molecules.

Crt is a chaperone molecule of Endoplasmic Reticulum (ER) present in all body cells, whose
function is bind calcium and participate in the processing of glycoproteins. Has been seen that this over
expression negatively regulates the expression and functional capacity on the surface of some
membrane proteins.

Therefore, under the light of the background, our aim is to determine, in melanoma cell lines,
whether Crt retains or alters the expression of MICA and MICB, and if this is somehow influenced by IL-
10, as a escape mechanism of Immunosurveillance of the NK cells.
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For this study, first we did assays in Confocal Microscopy (CM) to study in melanoma cells the
distribution of ligands MICA and MICB, and their relationship with Crt, in addition to see whether his
behavior was or not influenced by IL-10. Subsequently, we did assays of immunoprecipitation (IP) to
see if there was a direct interaction of Crt with MICA and MICB. Finally, in order to examine whether Crt
had any effect on the expression of MICA and MICB on the surface of cells, a site-directed mutagenesis
was done to Vasostatina, N-terminal fragment of Crt that have the chaperone function, so that could not
interact with ligands, in addition, in parallel, to overexpress it. The resulting products were cloned and
expressed in HEK cells. To detect if there was some variation in the pattern of surface expression of
MICA and MICB in HEK cells, as result of mutation or overexpression of Vasostatina, it was performed a
test of Flow Cytometry (FC), as well as a Western Blot test (WB) to see if it was possible to detect the
Vasostatina overexpressed in the cell in a proteic level.

In our results we observed that MICA and MICB are frequently co-expressed in melanoma cell
lines, detecting them compartmentalized within the cytoplasm, RE and also noting its presence in the
nucleus. By IP we see that MICA and MICB have a migration pattern of double band, plus a third band
much smaller, when is revealed with specific antibodies. This would indicate that soluble MIC could be
generated inside the cell, in addition to his release from the cell surface due to metalloproteases. For its
part, by IF, we observed that Crt colocalizes with MICA and MICB, inside the melanoma cells, which
also occurs in the nucleus. Furthermore, by IP, we found that Crt immunoprecipitate whit MICA, only in
the band that corresponds to the second lower molecular weight.

On the other hand, by IF we didn’t detect if IL-10 affects the distribution of cytoplasmic MICA and
MICB.

Finally, with the overexpression and mutation of Vasostatina we didn’t appreciate any significant
effect on the level of MICA and MICB expression on the surface of HEK cells. As conclusion we can say
that MICA and MICB are clustered inside the melanoma cells and that interact with Crt, requiring further
studies to determine whether or not this constitutes a mechanism for evasion of Immunosurveillance of
NK cells.
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1. INTRODUCCION

1.1 El Sistema Inmune

En Chile, durante las ultimas dos décadas, se ha producido un incremento preocupante de las
enfermedades oncolégicas. Los tumores malignos han aumentado sus tasas de mortalidad de 98 a 118
por cada 100.000 habitantes (Medina E y cols. 2001). Es por esto que cada vez deben ser mas los
esfuerzos por encontrar soluciones terapéuticas eficientes para combatir el avance de esta
enfermedad. En este sentido, un area 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 Sistema Inmune (SI), con lo cual logra crecer y expandirse a través del cuerpo (Ebert EC y
cols. 2008). 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
la enfermedad en la salud publica.

El SI mamifero esta compuesto de muchos tipos celulares y moléculas, que interactian con
otros diferentes por medio de una compleja red que permite protegerlo de patégenos externos, células
neoplasicas y, a su vez, mantener la tolerancia a los antigenos propios (de Visser KE y cols. 2006), lo
cual se debe a que el Sl tiene la capacidad de discriminar entre lo que es propio y no propio
microbiano, ya que es capaz de reconocer antigenos foraneos. En 1986, por primera vez, se propuso
que el S| era capaz de detectar la disminucibn de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC), es decir actuar en ausencia de lo propio, ademas de la expresién de neo-
antigenos, moléculas alteradas o la sobreexpresion de estas (Karre K y cols. 1986). Basandose en la
especificidad del antigeno, la generacién de memoria y el momento de la activacion, el Sl se divide en
Innato y Adaptativo. Cada uno presenta diferencias en la composicion celular y la especificidad de los
antigenos, ademas de contar con sofisticadas redes de conexion que permiten una rapida respuesta
ante un tejido danado (de Visser KE y cols. 2006). El Sl Innato es fundamental para el organismo, ya
que cumple una funcién importantisima en los mecanismos mencionados, de reconocimiento de
antigenos, por lo cual tiene una participacion clave en los procesos inmunolégicos antitumorales y
antimetastaticos (Karre Ky cols. 1986).

El Sl innato estd compuesto de barreras epiteliales, células circulantes y de tejido, y proteinas
plasmédticas. Las principales células efectoras son los neutréfilos, fagocitos mononucleares y células
Natural Killer (NK). Estas ultimas son componente fundamental del Sl, ya que atacan a los microbios
que logran atravesar las barreras epiteliales y que han entrado a los tejidos o circulacion (Abbas AK 'y
cols. 2007).



1.2 Células Natural Killer

Las células NK fueron descritas por primera vez en 1975, viéndose que ratones normales
poseian células citoliticas que In Vitro mostraban una especificidad hacia células murinas de leucemia
Molones (Kiessling R y cols. 1975). Las células NK son una poblacién linfoide que corresponde al 10-
20% de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC), son capaces de lisar a los tumores
que no presentan en su superficie MHC-I, asi como a las células infectadas por virus. Se localizan
principalmente en la sangre, los nddulos linfaticos, bazo y médula ésea, pudiendo migrar ademas a los
sitios de inflamacion gracias a diferentes quimioatractantes. Las células NK son capaces de matar
células blanco sin que haya habido una activacién previa. Por estas caracteristicas, se cree que las
células NK tienen una importante participacion en el control del crecimiento tumoral y la metastasis
(Zamai L y cols. 2007). Fenotipicamente, se caracterizan por la expresidon en superficie de los
marcadores CD56, CD16 y la baja expresion de CD3. Basandose en la expresion de CD56, a nivel

general, se distinguen dos subgrupos de células NK, las CD56™, altamente citotoxicas, y las

CD56""" | que poseen una alta capacidad de liberacion de Citoquinas (Cooper MA y cols. 2001)

(Figuras 1y 2)
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Figura 1. Analisis de Citometria de flujo de células NK CD56"*" y CD56". Las células NK
CD56 """ (cuadro rojo) comprenden el =10% de todas las células NK y son CD16" 0 CD16“™ . La mayoria de

las células NK (=90%) son CD56 ®™ (cuadro azul) y tienen una expresion de densidad alta de CD16 (CD16 ™).
Abreviaciones: FITC, fluoresceina isocianato; PE, ficoeritrina (Adaptado de Cooper MA y cols. 2001).
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Figura 2. Esquema de los subtipos de células NK. Las Células NK CD56 **" producen altos niveles de

citoquinas, tienen una baja expresion de CD16, presentan una baja citotoxicidad natural y citotoxicidad celular

dependiente de anticuerpo (ADCC) (a). En contraste, las células NK CD56 dim producen bajos niveles de
citoquinas, pero son potentes mediadoras de ADCC vy citotoxicidad natural, ademas presentan una morfologia

mas granular que las células NK CD56 Bright (b). (Adaptado de Cooper MA y cols. 2001).

El tipo de respuesta de una célula NK depende del balance que haya entre las sefales de
activacién e inhibicion que reciba, y cual predomine mas, ya que no es un “todo o nada”, sino un
constante equilibrio de sefales.

La activacién de las células NK ocurre tempranamente durante la respuesta inmune vy,
contrariamente a la respuesta inmune adaptativa, no involucra la expansion de células antigeno-
especificas. Por lo general, las células NK tienen una fuerte actividad en contra de células tumorales o
infectadas con virus. Principalmente, las células NK atacan células que disminuyen la expresién en
superficie moléculas MHC-I (hipotesis de la “pérdida de lo propio”), ya que las células tumorales o
infectadas con virus usan este mecanismo para que los linfocitos T citotdxicos no las reconozcan
(Diefenbach A y cols. 1999). Este reconocimiento por parte de las células NK se debe a que tienen
receptores inhibitorios especificos para las moléculas MHC-I, por lo cual, en ausencia de estas, las
células NK pueden activarse y lisar a la célula blanco. Estos receptores especificos incluyen a los KIR
(receptores del tipo de inmunoglobulinas de células NK) para los humanos, los dimeros Ly49 tipo
lectinas para los ratones y los heterodimeros tipo lectina CD94-NKG2A para ambas especies (Vivier E
y cols. 2008).

Por otro lado, las células NK cuentan con receptores de activacion, en donde se destaca la
familia de receptores NKG2D. Estos receptores corresponden a lectinas tipo C, siendo glicoproteinas
tipo 2 ancladas a membrana y expresandose en la superficie de las células NK, células Ty y en las
células T CD8+ como homodimeros unidos por un enlace disulfuro. El receptor NKG2D se asocia con

dos homodimeros de DAP10 o DAP12, a través de un hexamero que se usa como péptido sefnalizador
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en la via de transduccion. Especificamente la asociacion entre ambas moléculas se daria entre
residuos de Arginina y Aspartato presentes en la region transmembranal de NKG2D y DAP10
respectivamente (Lanier y cols. 2008) (Figura 3)

Figura 3. Representacion esquematica del receptor NKG2D.
Para la transduccion de senales, NKG2D se asocia, al igual que otros
receptores de activacién, con proteinas adaptadoras DAP10 o DAP12 a
través de residuos cargados en el dominio transmembrana (Adaptado de
Nausch N y cols. 2008).

Citotoxicidad
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1.3 Ligandos de activacion del receptor NKG2D

Una de las caracteristicas del receptor de activacion NKG2D es que posee multiples ligandos
(NKG2DL), los cuales son moléculas del complejo MHC Clase | no clasico (MHC-1) u homdlogas de
estas proteinas. Los primeros ligandos en ser identificados fueron la proteina relacionada a la cadena A
de MHC-I (MICA) y a la cadena B de MHC-I (MICB) (Mistry AR y cols. 2007). Estos ligandos se
encuentran codificados en la regién HLA de las moléculas del MHC-I. Se ha descrito que poseen tres
dominios extracelulares (a1, a2 y a3), un dominio transmembrana y uno citoplasmatico. Se diferencian
de las moléculas MHC-I clasicas en que no presentan péptidos y no se asocian con 2-Microglobulina
(Zwirner NW vy cols. 1998) (Figura 4) .

El otro grupo de NKG2DL descritos son las proteinas de unién a UL16 (ULBPs), las cuales son
proteinas de superficie y estan relacionadas también con los MHC-I. Primero se identificé a ULBP-1 por
su capacidad de unir a la glicoproteina UL16 de Citomegalovirus. A diferencia de las proteinas MHC-I

tradicionales, los ULBPs estan unidos a un tallo GPI, carecen del dominio a, vy, al igual que los MICs,

no se asocian a $2-microglobulina. Estas proteinas son importantes activadores de las células NK, su
forma soluble se une a las NK humanas y estimula su citotoxicidad contra las células tumorales.
Ademas, la forma soluble de los ULBPs también induce la produccién de citoquinas como INF-y, GM-
CSF y TNF-a (Sutherland CL y cols. 2002) (Figura 4).
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Figura 4. llustracion esquematica de los NKG2DL. Comparacion de MICA, MICB MHC-I y ULBPs
(Adaptado de Nausch N y cols. 2008).

En condiciones normales, MICA y MICB estarian siendo expresados solamente por las células
epiteliales del intestino, lo cual se debe, probablemente, a la estimulacién por parte de la flora
bacteriana (Raulet y cols. 2003). Especificamente, se encontrarian principalmente sobre las
vellosidades mas que en las criptas de las células epiteliales, lo cual podria contribuir a la muerte
rutinaria de las vellosidades, favoreciendo la maduracién de las criptas (Ebert EC y cols. 2008).

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 activacién de la transcripcion de
elementos “heat-shock”, lo cual se sabe acompafa a la transformacion celular en un proceso tumoral.
Ademas, se ha visto, en Células Dendriticas, que la expresién de MICA y MICB puede ser inducida por
INF-a (Raulet y cols. 2003). Por otro lado, en el afio 2001, se demostré por primera vez que la
expresion de NKG2DL, y la consecuente activacién de las células NK, era una barrera para el
establecimiento de tumores In Vivo. En un modelo murino, se observé que en distintas lineas tumorales

la expresion ectopica de NKG2DL (en ratén, Rael f o H60) provocaba un potente rechazo de las

células tumorales en ratones, lo cual era mediado por células NK y células T CD8+ (Diefenbach A 'y
cols. 2001). En un modelo de Glioblastoma humano, se vio que la sobreexpresion ectépica de MICA
producia una mayor sensibilizaciéon del glioma a la actividad citolitica de las células NK, por lo cual se
postulé que la sobreexpresién de MICA podia ser una estrategia para aumentar la inmunovigilancia del
tumor e inhibir el crecimiento de los gliomas (Friese MA y cols. 2003).

1.4 Mecanismos de Evasion de la Inmunovigilancia

A pesar de la expresion de estos ligandos en los tumores, los cuales son sefiales de muerte, ya
que le “avisan” a las células NK que estan ahi, y, por ende, que los ataquen, cabe preguntarse codmo es
posible entonces que un tumor logre sobrevivir y escapar del ataque del Sl. Existen diversos
fendmenos que se han observado y que podrian explicar en parte la problematica anterior.



Se ha planteado que los NKG2DL asociados al tumor podrian estar siendo liberados a la
circulacion, debido a la muerte tumoral, secrecién de exosomas, protedlisis o una combinacion de estos
fendbmenos. Especificamente, en un modelo tumoral, mediante ensayo de ELISA, se pudo apreciar una
presencia importante de MICA soluble (sMICA) en la circulacién, lo cual tenia relacién con la
disminucion del receptor NKG2D en la superficie de las células NK. Por esto, se cree que la liberacion
de NKG2DL en etapas progresivas del tumor podria estar promoviendo la evasiéon inmune por parte del
tumor (Groh V y cols. 2002). Con respecto a lo anterior, hay evidencia que ciertas metaloproteasas, que
son sobreexpresadas en los tumores (proteasas ADAM), serian las responsables de la liberacion a la
circulacion de MICA por parte del tumor, las cuales removerian a MICA en la superficie del tumor
(Waldhauer | y cols. 2008) .

Se ha planteado también que podria existir una seleccion negativa sobre los tumores que
expresan NKG2DL en su superficie. Se ha observado en melanoma que la expresién de estos ligandos
depende del estado de avance en que el tumor se encuentre. Es asi como en melanomas primarios
existe una alta expresion de estos ligandos, 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 so6lo los tumores que no expresan o poseen una baja expresion de los NKG2DL (Vetter CS 'y
cols. 2004).

Otro mecanismo que se ha planteado para explicar la evasion de la inmunovigilancia por parte
del tumor es a través de citoquinas, las cuales, dependiendo del tipo y del contexto, podrian aumentar o
disminuir la expresion en superficie de los NKG2DL. Se ha observado que INF-& aumenta la expresion
de MICA en la superficie de células tumorales, y, contrariamente, INF-y la disminuye (Zhang C y cols.
2008). Por otro lado, en el embarazo se ha detectado la expresion de sMICA y sMICB en la placenta, y
se ha observado que la interacciébn de éstos con NKG2D disminuiria con el paso del tiempo
gestacional, como un mecanismo fisiolégico para silenciar el SI materno, y, asi, promover el escape
inmune del feto alogénico (Mincheva-Nilsson L y cols. 2006). Junto a esto, se ha registrado un aumento
de IL-10, presentando un alza importante en el primer trimestre. Se ha sugerido que IL-10 es expresada
en placenta de una forma dependiente de la edad gestacional, y que disminuiria hacia el final del
embarazo, dentro de los cambios asociados con el parto (Hanna N y cols. 2000). Concordante con lo
anterior, en nuestro laboratorio, se ha detectado, en lineas de melanoma transfectadas con un vector
retroviral que produce IL-10 y/o la adicidbn exégena de esta citoquina, una disminucién de MICA en su
superficie, en comparacién con las lineas control (Serrano AE y cols. 2009).

En nuestro laboratorio creemos que otra explicacién, para la evasion de la inmunovigilancia por
parte del tumor, es que los NKG2DL estén siendo retenidos de alguna forma en el interior de la célula,
ya sea en vesiculas, en el aparto de Golgi o en el RE por alguna proteina chaperona o complejo
proteico (Gelebart P y cols. 2005; Fuertes MB y cols. 2008).



1.5 Calreticulina

El Reticulo Endoplasmico (RE) es un organelo esencial para la sintesis y maduracion proteica.
Es un reservorio y fuente de sefiales de Calcio. Cualquier perturbacién de sus funciones puede resultar
en la acumulacién de proteinas mal plegadas y posterior falla de su funcionamiento. EI RE contiene
proteinas chaperonas que estan fisiologicamente 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 agregacién. Estas
pueden organizarse en tres grupos: (a) chaperonas de la familia de las proteinas “heat-shock” (Hsp),
que incluye a GRP78, GRP94 y co-chaperonas; (b) chaperonas tipo lectinas como Calnexina (Cnx),
Calreticulina (Crt); y (c) 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 (Ni My cols. 2007).

En el RE se conocen sistemas de chaperonas, entre ellos se encuentra el sistema Cnx/Crt.
Ambas proteinas se asocian con la mayoria de las glicoproteinas que pasan a través del RE,
asociandose preferentemente a ellas dado 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, Calcio, Zinc y a ERp57, la cual es una de las principales
tioreductasas del RE (Williams y cols. 2006). 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
glicosilacién/re-glicosilacion, proceso que es muy importante en la asociacion con chaperonas.
Ademas, Crt es muy importante para la funcion normal de Cnx como chaperona, ya que, en la ausencia
de esta, los substratos de Crt no pueden ser tomados por Cnx, lo que provoca que se acumulen en el
limen del RE, activando el sistema de respuesta a proteinas mal plegadas y, con ello, produciéndose
un aumento en la transcripcién de chaperonas moleculares localizadas en el RE (Wu JC y cols. 2006).

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 Calcio a nivel
intracelular. Es una proteina ampliamente conservada, con sobre 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 encontrarse presente en plantas. Estas similitudes
sugieren que Crt ha tenido funciones biolégicas muy importantes por mas de 350 millones de afos
(Coppolino MG y cols. 1998). Ademas de las funciones de chaperona tipo lectina, Crt participa en la
modulacion de la expresion génica, induccién 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 células NK (Ferreira V y cols. 2005).



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 esta incluido en los dominios N y P, y esta involucrado en la unién 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 (Ferreira V y cols. 2005) (Figura 5).

El dominio N-terminal (aminoacidos 1-180) presenta una estructura globular, con 8 laminas Beta
antiparalelas y un puente disulfuro. Esta region une metales pesados, como Zinc, e interactua, In Vitro,
con otras chaperonas de RE, con dominios de unién a DNA de receptores nucleares. Este dominio es
muy importante, ya que, junto al dominio P, es responsable de la funcion de chaperona (Gelebart P y
cols. 2005). Se ha visto que mediante mutagénesis sitio-dirigida de un residuo de Histidina (His'”*) del
dominio N-terminal, se interrumpe la funcién de chaperona de Crt (Guo L y cols. 2003 ). La His'” se
localiza en el extremo de un loop de una lamina Beta corta, la cual se encuentra en la interfase entre

los dominios N y P. Este dominio podria influenciar significativamente la forma del bolsillo de unién a
substrato (carbohidratos) (Gelebart P y cols. 2005) (Figura 6).

Chaperona Unidad de almacenamiento
(Unidad de plegamiento) de Calcio
A _AL
= ~~\7 N\
Regidn de unidn
1 170 a.ERpb7 285 400 residuo #
rs-5 A * B
. #88 #120 H153
NH; _ - KDEL COO-
secuencia
fal i W I
s Dominio N Dominio P Dominio C

Figura 5. Representacion lineal de los dominios de Crt. La proteina contiene una secuencia aminoacidia
N-terminal (caja negra) y una sefial KDEL de RE C-terminal (Adaptado de Gelebart P y cols. 2005).
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Figura 6. Modelo en 3D de los dominios N y P de Crt basados en estudios de NMR del dominio P
y estudios cristalograficos de Cnx. Crt tiene un dominio N globular (en azul) y central, un dominio P rico en
prolina (en rojo) que forma el loop caracteristico. Los dominios N y P son responsables de la funcion chaperona
de Crt. El extremo C-terminal contiene una gran cantidad de aminoacidos cargados negativamente y estan
implicados en la alta capacidad de almacenar Calcio de Crt (Adaptado de Gelebart P y cols. 2005).

1.6 Vasostatina

En 1998 se describié por primera vez que el dominio N-terminal de Crt, el cual recibié el nombre
de Vasostatina, poseia una fuerte actividad antiangiogénica. En un modelo murino, se vio que al
inocular Vasostatina recombinante humana se reducia significativamente el tamafo de linfoma Burkitt
humano y de carcinoma de Colon. Los resultados de este trabajo demostraron que Vasostatina era
capaz de inhibir la proliferacion celular endotelial /n Vitro, suprimir la neovascularizacién In Vivo, y
prevenir o reducir el crecimiento de tumores experimentales (Pike SE y cols. 1998).

En otro estudio, en el afo 2005, se quiso investigar el mecanismo de accion del gen de
Vasostatina /n Vivo, mediante la construccion de un vector adenoviral y su inoculacién en un modelo de
cancer pancreatico murino. Se observé que las células tumorales infectadas con el adenovirus
presentaron una disminucion significativa en su crecimiento, neovascularizacion y volumen (Li L y cols.
2005).

En el mismo ano del trabajo anterior, se publicaron los resultados de un estudio que pretendia
evaluar los posibles efectos anti-tumorales de Vasostatina en tumores neuroendocrinos. Para ello se
establecid una linea celular BON, que fue derivada de metastasis de nddulo linfatico de tumor
carcinoide pancreatico humano, que expresaba Vasostatina y se estudié su funcion, tanto /n Vitro como
In Vivo, en un modelo murino. Se observd una disminucién en la expresién de genes supresores

tumorales Rb, nm23, p53 y Vinculina, en la expresion de proteinas regulatorias del ciclo celular, como
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p27kip1 y en la expresion de proteinas kinasas relacionadas con la diferenciacion celular, como PKR.
Ademas, se detect6 un aumento en la adhesion celular, rodamiento, migracion e invasion.
Adicionalmente, se observd una disminucion en la expresion del mMRNA de MICA y MICB en las células
BON que expresaban Vasostatina y células BON WT que fueron tratadas con Vasostatina. Junto con
esto, y contrariamente a lo reportado de forma anterior, se observé que los ratones a los que se les
inoculé células BON que expresaban Vasostatina desarrollaron tumores significativamente mas
grandes que el grupo de ratones inoculados con células BON WT. Por lo tanto, en este trabajo, por
primera vez, se evidencié que al transferir el gen de Vasostatina a una linea celular de tumor
neuroendocrino, se puede provocar un aumento de la malignidad tumoral, tanto /n Vitro como In Vivoy

paralelamente una disminucién de la expresién de MICA y MICB (Liu M y cols. 2005).

Finalmente, a modo de sintesis podemos senalar que para el receptor de activacion NKG2D de
células NK, los ligandos mas estudiados corresponden a MICA y MICB, los cuales, al estar presentes
en la superficie de la célula blanco, se unen al receptor NKG2D provocando la lisis de ésta por parte de
la célula NK. Se ha reportado ampliamente la presencia de estos ligandos en las células tumorales, las
cuales han desarrollado mecanismos de forma de evadir la vigilancia por parte de las células NK.
Dentro de estos mecanismos destaca la remocién de los ligandos desde la superficie y su liberacién
como formas solubles, ademas de su disminucién en la superficie por efecto de citoquinas o retencion
intracelular. Con respecto a esto ultimo, antecedentes de nuestro laboratorio indican que IL-10 provoca
una disminuciéon de MICA en la superficie de células de melanoma. Y, ademas, pensamos que una
posible forma en que podria estar ocurriendo la retencion intracelular, es que los ligandos estén
interactuando con alguna proteina que estaria provocando este efecto. Creemos que la candidata para
estar efectuando esta accién es Calreticulina, por su conocida participacion en el procesamiento de los
MHC-1 y porque la sobreexpresion de su fragmento N-Terminal, Vasostatina, provoca un aumento en el
volumen tumoral, ademas de una disminucién de MICA y MICB a nivel de mRNA.
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Sobre la base de estos antecedentes se ha propuesto la siguiente hipotesis de trabajo:

2. HIPOTESIS

“Calreticulina, molécula chaperona del Reticulo Endoplasmatico, retiene a MICA y MICB
como mecanismo de evasion de células Natural Killer en células de melanoma, lo que es
potenciado por Interleuquina 10.”

3. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento de moléculas involucradas en la regulacion de la expresion de

ligandos de receptores de activaciéon de células NK en células tumorales.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS (OE)

Estudiar:

4.1 La colocalizacién entre Crt, MICA y MICB en el interior de células de melanoma en lineas
celulares que sobreepresan IL-10.

4.2 La formacion de complejos proteicos entre Crt, MICA y MICB.

4.3 El efecto de la sobreexpresion de Crt en células de melanoma en el nivel de expresion de MICA
y MICB sobre su superficie.
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5. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

5.1 Bacterias

e FE. coliDH5a

5.2 Lineas Celulares

e (Células HEK 293.T. donadas por el Dr. Jonas Chnaiderman (Universidad de Chile), estas

células expresan el antigeno T largo de SV40.

e Lineas celulares BL de Melanoma Metastasico y BL transfectadas con retrovirus Hy-Tk:

vacio (BL-P), portando el gen de IL-10 humana (BL-H) y el gen de IL-10 del virus Epstein Barr

(BL-V), todas donadas por el Dr. Flavio Salazar (Universidad de Chile).

5.3 Plasmidios

Los plasmidios utilizados se encuentran detallados en la Tabla 1 y se ilustran en la Figura 7.

Vector Tamano(pb) Gen de resistencia Promotor
pGEM-T-Easy 3015 Ampicilina” T7, SP6
(Promega)

pcDNA3,1(-) 5428 Ampicilina”, Neomicina’ T7, CMV
(Invitrogen)

Tabla 1. Vectores utilizados.

Xmnl 2009

Scal 1890

Amp"

\Nael 2707
f1 ori

lacZ 7

pcDNA3.1 (+/-)
A 5428/5427 bp

Figura 7. Vectores pGEM-T-Easy (Promega, USA) y pcDNA3.1(-) (Invitrogen, USA).
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5.4 Partidores

Los partidores utilizados se obtuvieron de Fermelo (Santiago, Chile) y AlphaDNA (Montreal,

Canada). Se detallan en la Tabla 2.

Propdsito, amplificacion por
PCR:

Secuencia de nucléotidos (5'-3")

Vas-F AAAAGAATTCCACCATGCTGCTATCCGTGCC | pg gen de Vasostastina nativa y
Vas-R AAAAGGATCCTCATTCCAAGGAGCCGG mutadas (PCR3)

De fragmentos PCR2 durante la
VasH1F-F GAGTTTACATTCCTGTACACACTGATT mutacién de H153F

De fragmentos PCR1 durante la
VasH1F-R CAGTGTGTACAGGAATGTAAACTCATCA mutacién de H153F

De fragmentos PCR2 durante la
VasH1A-F GAGTTTACAGCCCTGTACACACTGATT mutacién de H153A

De fragmentos PCR1 durante la
VasH1A-R AATCAGTGTGTACAGGGCTGTAAACTCATC |mutacion de H153A
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Promotor T7
pcDNAS;1
rev TAGAAGGCACAGTCGAGG Vector pcDNA3.1

Tabla 2. Partidores Utilizados. Se subrayan los sitios de restriccion de EcoRl, para Vas-F, y de BamHlI, para
Vas-R. Ademas, en el resto de los partidores VasH1F y VasH1A, se subrayan los sitios disefiados para producir
las mutaciones deseadas en Vasostatina.

Los partidores Vas-F y Vas-R corresponden a la amplificacién Forward y Reverse,

respectivamente, del amplificado de Vasostatina. El partidore Vas-F fue disefiado con un sitio de corte

EcoRl y una secuencia de consenso KOZAK para su correcto procesamiento en el ribosoma. Por su

parte, el partidor Vas-R fue disefiado con un sitio de corte BamHI. La eleccion de estos sitios de

restriccion se hizo pensando en una correcta insercion de Vasostatina en el vector de clonamiento

pGEM-T-Easy, que posee sitios de corte para EcoRl y que flanquean la zona de la insercién, vy,

posteriormente, en el vector de expresién pcDNA3.1(-), que posee un sitio de corte para EcoRl y

BamHlI. El disefio para estos partidores fue el siguiente:
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Vas-F (Forward)
EcoR | Kosak
AAAAGAATTCCACC CTGCTATCCGTGCC

Vas-R (Reverse)
BamH |
AAAAGGATCC' C/TTCCAAGGAGCCGG

5.5 Enzimas

EcoRI, BamHI, T4 DNA ligasa (New England Biolabs, USA)
Pfu DNA Polimerasa (Stratagene, USA)

Scal (Fermentas, USA)

Taq DNA polimerasa, SuperScript Il (Invitrogen, USA)

5.6 Marcadores de PM

Marcador de DNA cuantificado, escala de DNA de 100 bp, Marcador de PM para proteinas pretefido
(New England Biolabs, USA)
Marcador de DNA Lambda/Hindlll, Marcador de RNA (Fermentas, USA)

5.7 Anticuerpos (Ac.)

Ac. policlonal de conejo anti Crt humana (donado por Dr. Arturo Ferreira, Universidad de Chile).

Ac policlonal caprino anti: ratéon y conejo, conjugado con HRP (Santa Cruz Biotechnology, USA), ratén
conjugado a Ficoeritrina (Invitrogen, USA), ratén conjugado a FITC (R&D Systems, USA).

Anticuerpo monoclonal de raton (AcMo) anti: Crt humana (BD Biosciences, USA), MICA y MICB
humano (R&D Systems, USA), PDI humana (Abcam, UK), Cnx humana, ERp57 humana y IgG2b
(Santa Cruz Biotechnology, USA).

Kits para conjugacion de AcMo con Alexa Fluor 488, Zenon Alexa Fluor 647-R-Ficoeritrina (Molecular
Probes, USA).

5.8 Otros reactivos y sistemas comerciales

Suero normal de conejo (SNC) (Programa de Inmunologia, Universidad de Chile).
Albumina de suero bovino (BSA) (Rockland, USA).

RPMI-1640, SFB, Penicilina Streptomicina, L-Glutamina (Hyclone, USA).

DAPI, Tripsina, DMEM-F12 (GIBCO, Invitrogen, USA).

14



Acido Deoxicélico (United States Biochemical Corporation, USA).

Antibiético G-418 Solucion sulfato (Promega, USA), Ampicilina (BestPharma, Chile).

Tilosina, Tunicamicina, Tween 20, Triton 100x, Rojo Poceau (Sigma-Aldrich, USA).

Sustrato para WB, Peliculas de revelado (Pierce, USA), Membrana de nitrocelulosa (Amersham
Biosciences, UK), Soluciones fotogréficas de revelado y fijacién (Kodak, Brasil).

Solucién de montaje para IF (DAKO Cytomation, USA).

Pepstatina, Aprotinina, Leupeptina, PMSF (MPBio, USA).

Solucion de Chomczynski, Bromuro de Etidio, Metanol técnico, Acrilamida al 30%, Isopropanol, Glicerol
87%, agua DEPC, etanol (Winkler, Chile).

Sefarosa Proteina A (Amersham Pharmacia Biotech AB, UK).

Persulfato de Amonio (APS) (BioRad, USA).

Temed, Cloroformo, etanol para analisis de Biologia Molecular, X-Gal, IPTG (Merk, Alemania).

Agua libre de RNAsa, buffer de carga de DNA 6x y de RNA 2x (Fermentas, USA).

Oligo dT, dNTPs (Bioaxis, Chile).

Agarosa, DMSO (United States Biological, USA).

Kit Purificacion de DNA desde gel Ultrafree DA (Millipore, USA), Kit de miniprep Qiaprep Spin, solucién
para transfectar células eucariontes Superfect Transfection Reagent (Qiagen, USA), Kit de Maxiprep
(Jetstar, Alemania).

Todas las sales, acidos y bases: Winkler, Chile o Merk, Alemania.

5.9 Soluciones y Medios de cultivo

Persulfato de Amonio 10%: APS 0.05 g, agua 0.5 mL.

Buffer 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.

Buffer de Carga para proteinas 3x: Tris 1 M pH 6.8 1.9 mL, Glicerol 100% 3 mL, B-Mercapto etanol
1.5 mL, SDS 20% 3 mL, azul de Bromofenol (punta de espatula), agua 600 uL.

Buffer de Corrida: Tris 250 mM/Glicina 2M 100 mL, SDS 20% 5 mL, agua completar 1 L.

Buffer de lisis RIPA: NaCl 150 mM, Tris pH 7,4 10 mM, EDTA 5 mM, &cido Deoxicélico 1%, SDS 0.1%
(luego de ajustar el pH), Tritén 100x 1%, agua csp, ajustar a pH 7,2.

Buffer de Transferencia: Tris 250 mM/Glicina 2 M 100 mL, metanol técnico 200 mL, agua completar a
1L.

Buffer Gel Resolutivo 1.5 M: SDS 1 g, Tris base 45.5 g, agua 250 mL, pH 8.8.

Buffer MOPS: MOPS 0.2 M, Acetato de Sodio 50 mM, EDTA 10 mM, agua DEPC estéril csp, pH 7
(ajustar con NaOH 2 M). Filtrar solucion con filtro milipore 0.45 um.

Buffer Stacking Gel de Concentracion: SDS 1 g, Tris base 15.5 g, agua 250 mL, pH 6.8.

Buffer TBE 5x: Tris base 89 mM, acido Bérico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8.3-8.7.
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Buffer TE 20x: Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7-pH 8. Se autoclavé.

Cdctel inhibidores de proteasas: Pepstatina 1 ug/mL, Aprotinina 5 ug/mL, Leupeptina 5 ug/mL, PMSF
1 mM/mL (agregar a buffer RIPA justo antes de usar).

Medio DMEN-F12 completo (para el crecimiento de células HEK): DMEN-F12, SFB 10%, L-Glutamina
1%, Penicilina Streptomicina 1%, Tilosina 1 uL/ml de medio.

Medio LB: Extracto de levadura 5 g/L, Triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, Agar 15g/L. Se autoclavé.

Medio RPMI-1640 completo (para el crecimiento de células de melanoma): RPMI-1640, L-Glutamina
1%, Penicilina Streptomicina 1%, Tilosina 1 uL/ml de medio.

Medio LB: Extracto de levadura 5 g/L, Triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L. Se autoclavé.

Medio SOB: Triptona 2%, Extracto de Levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM,

MgSO, 10 mM, Agar 1.5%. Se ajusté pH a 7.0 y se autoclavo.

Medio SOC: SOB + glucosa filtrada 20 mM.

PBS: NaCl 250 mM, KCI 20 nM, Na, HPO , 48 mM, K, HPO, 1.5 mM. Se autoclavé.

Placas LB Agar: Extracto de levadura 5 g/L, Triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, Agar 15g/L. Se ajust6 a pH
7.0 y se autoclavé.

Rojo Ponceau 1%: Rojo Ponceau 1 g, acido Acético 10 mL, agua 90 mL.

Solucion de Lisis (miniprep): SDS 10% al 10x, NaOH 2 M 10% al 10x, agua csp.

Solucién de Neutralizacion (miniprep): Acetato de Potasio 5 M, pH 4.82.

Solucidén de suspension GTE (miniprep): Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM (pH 8.0), EDTA 10 mM.
Solucion de Tincion Azul de Comassie: Azul de Comassie brillante R-250 1 g, metanol 500 mL,
acido Aceético 25 mL, agua 400 mL.

Solucion destincion Azul de Comassie: Metanol 100 mL, acido Acético 25 mL, agua 800 mL.
Tampon 1 para preparar bacterias competentes: RbCl 1.2 g, MnCl 0.99 g, Acetato de Potasio 1 M
pH 7.5 3 mL, CaCl, +2H, 0 0.15 g, Glicerol 87 % 12.2 mL (ajustar con acido Acético a pH 5.8 y filtrar).
Tampon 2 para preparar bacterias competentes: Buffer MOPS 0.5 M pH 6.8 1 mL, RbCI 0.06 g,
CaCl, +2H,0 0.55 g, Glicerol 6.1 mL (ajustar con NaOH el MOPS a pH 6.8 y filtrar).

Tris 250 mM/Glicina 2 M: Tris base 30.3 g, Glicina 150.1 g, agua csp, pH 8.15.
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METODOS

5.10 Inmunofluorescencia

La técnica de inmunofluorescencia (IF) se estandarizé con el fin de estudiar la expresion,
distribucion citoplasmatica de los ligandos MICA, MICB y su colocalizacién con Crt en las células de
melanoma. El ensayo se bas6 en lo publicado en la literatura (Coligan JE y cols. 1994). Se cultivd un
indculo de 3x10* células de melanoma/ml en una botella de cultivo con 10 mL de medio RPMI-1640
completo conteniendo 10% v/v de SFB, en estufa con ambiente humedo, 5% de CO, y 37° C, sin
superar la densidad de 10° células/ml de medio de cultivo. Se rasparon las células con un rastrillo para
no danar los ligandos MICA y MICB de la superficie. Se sembraron 300.000 células de melanoma en la
mitad de un portaobjeto silanizado o 20.000 células por condicién en un portaobjeto de 8 pocillos, y se
dejaron con una cantidad minima de medio RPMI-1640 completo conteniendo 10% v/v de SFB, tal que
cubriese el portaobjeto, durante 2 horas dentro de una placa de Petri en la estufa de cultivos (37°C, 5%
CO, ). Con esto se logré que las células se adhiriesen en el portaobjeto en forma adecuada (si se usa

un portaobjeto con pocillos no es necesario hacer este paso). Posteriormente, se rellené la placa con
cantidad suficiente de medio de cultivo fresco y se dejé en la estufa de cultivos hasta el dia siguiente.
Fijacion de las células: se sumergioé el portaobjeto en metanol a -20° C por aproximadamente 30

segundos, inmediatamente se depositd en una cdmara humeda y se lavo tres veces con PBS 1x.
Posteriormente, se incubd con PBS-BSA 1% durante 10 minutos. Luego se incubé con el Ac. primario
conjugado (FITC, Alexa Fluor 488 o Zenon Alexa Fluor 647-R-Ficoeritrina) o sin conjugar
correspondiente a cada condicién (MICA, MICB, Crt, PDI, Cnx, ERp57), en una dilucién de 1:10 en PBS
1x, durante toda la noche en oscuridad a 4° C. Transcurrido este periodo se lavd tres veces con PBS
1x (cada lavado fue de 3 minutos) se procedié a aplicar la solucion de montaje para IF (DAKO, USA) y
finalmente se monté la muestra con un cubreobjetos. Lo anterior fue cuando se utilizé6 Ac. primario
conjugado, de lo contrario, antes de aplicar la solucion de montaje, se agregé la inmunosonda (Ac. anti
Inmunoglobulina de ratén conjugado a FITC, dilucién 1:10), se incubd una hora a temperatura ambiente
y se lavé nuevamente. Las muestras fueron guardadas en oscuridad a 4° C en un envase no hermético
para permitir la correcta gelificacion de la solucién de montaje. Al dia siguiente, la muestra fue llevada
para su analisis a un Microscopio Invertido de Fluorescencia Leica DMIL (Programa Disciplinario de
Inmunologia, Universidad de Chile) y/o a un Microscopio Confocal Carl Zeiss, con un médulo de
escaner LSM5 PASCAL (Centro Fondap de estudios moleculares de la célula, Universidad de Chile).

5.11 Inmunoprecipitacion

La técnica de inmunoprecipitacion (IP) se estandarizé para estudiar la formacion de complejos

entre MICA, MICB y Crt en las células de melanoma. El ensayo se basé en lo publicado en la literatura
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(Coligan JE y cols. 1994). Se cultivaron células de melanoma en idénticas condiciones a las descritas

en la seccién anterior. Se rasparon 0.5-1 x10° células con un rastrillo para no dafar los ligandos MICA
y MICB de la superficie celular.

Lisis celular: Entre 0.5-1 x10° células, luego de ser lavadas tres veces con PBS 1x, se trataron
con 200 uL de buffer RIPA junto al coctel de inhibidores de proteasas y se incubaron en rotacién, a 4°
C, por 10 minutos. Luego se centrifugaron a 12.000 rpm, a 4° C durante, 10 minutos y se recolect6 el
sobrenadante.

Preclareado: Al sobrenadante recolectado se le agregd una cantidad minima de Sefarosa
proteina A (punta de espétula) junto con el control de isotipo (Ac. anti IgG2b, 1 ug), se completé a 1 mL
con PBS 1x. Se dej6 en rotacion a temperatura ambiente durante una hora (o toda la noche a 4°C). Se
centrifug6 a 2.000 rmp durante 10 minutos. El sobrenadante fue aspirado con mucho cuidado para no
arrastrar Sefarosa desde el fondo del tubo.

Inmunoprecipitacion: Al sobrenadante recolectado se le agregé una cantidad minima de

Sefarosa (punta de espétula) junto con el Ac. Anti MICA, MICB o Crt (1 ug). Se dejo en rotacién a
temperatura ambiente durante dos horas (o toda la noche a 4° C). Se centrifugd a 1.000 rmp durante 5
minutos. Se descarté el sobrenadante y se lavd, 5 veces, el pellet agregando 1 mL de PBS 1x e
invirtiendo el tubo un par de veces. Posteriormente, se adicion6 buffer de carga 3x y se calenté la
muestra a 100° C durante 5 minutos. Luego, se procedi6 a separar las proteinas mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% p/v en presencia de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-
PAGE), en condiciones reductoras, utilizando camara de electroforesis vertical de Bio-Rad (Richmond,
USA) y el sistema de tampdn discontinuo descrito por Laemmli (Cleveland DW y cols. 1977). Para el
gel de corrida se usaron 2.31 ml de una solucion de Acrilamida al 30% p/v, 2.8 ml de agua desionizada,
1.75 ml solucién tampén de gel (Tris 1,5 M, pH 8,8), 70 uL de SDS, 70 uL de APS al 10% p/vy 3 uL de
TEMED. La polimerizacion se realiz6 a temperatura ambiente, entre placas de vidrio, de
aproximadamente 200 x 150 x 1,0 mm y 120 x 80 x 1,5 mm. Una vez polimerizado el gel de corrida se
prepard sobre éste el gel concentrador ("stacking") al 4,5% p/v. Para ello se agregaron 0.33 ml de
solucién de acrilamida al 30% p/v, 1.4 ml de agua desionizada, 0.25 ml de solucién tampén de gel (tris
1M, pH 6,8), 20 uL de SDS, 20 uL de persulfato de amonio al 10% p/v y 2 uL TEMED. La
polimerizacién de este gel se realizd alrededor de una peineta de 1,0 o 1,5 mm de espesor con un
nuamero variable de dientes. Se aplicé una corriente constante de 25 mA, 4 W y 50 V, durante el
recorrido de la muestra por el gel concentrador y 100 V a partir del inicio del gel separador, hasta que el
marcador de corrida llegara o superara el borde inferior del gel. Para visualizar las proteinas, los geles

fueron transferidos a nitrocelulosa para continuar con la inmunoelectrotransferencia.
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5.12 Electrotransferencia

Las proteinas, separadas electroforéticamente fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa (Hybond-ECL, Amersham, UK), de acuerdo a la metodologia descrita por Towbin (Towbin
H y cols. 1979), utilizando un sistema humedo de transferencia horizontal de proteinas de Bio-Rad,
USA (Mini-PROTEAN 1l Cell). Se colocé el gel y la nitrocelulosa entre dos papeles de filtro, a cada lado,
orientdndose la transferencia hacia el catodo. Luego, se aplicd una corriente de 100 V, 4 Watts y
aproximadamente 0.8 mA, a 4° C, durante 1 hora. Verificada la transferencia con tincién con Rojo
Ponceau por 10 minutos y lavado con agua, se bloquearon los sitios libres con proteinas de leche
descremada al 5 % p/v en PBS pH 7,2, durante toda la noche en agitacién a 4° C. Posteriormente, se
lavd tres veces la membrana con PBS-Tween al 0.05% v/v, cada 5 minutos, por 4 veces, agitando
constantemente y se agregd el Ac. primario de interés diluido en PBS-leche al 3% p/v (1:500) y se
incubd a temperatura ambiente durante dos horas. Se lavo 7 veces con PBS-Tween al 0.05% v/v. Se
agrego el anticuerpo secundario conjugado con HRP diluido en PBS-leche al 3% p/v (1:500). Se lav6 5
veces con PBS-Tween al 5% v/v. Finalmente, se incub6 con sustrato en agitacion a temperatura
ambiente durante 5 minutos y se monté la membrana para una posterior visualizacién de la reaccién de

quimioluminiscencia, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

5.13 Extraccion y cuantificacion de RNA total

El RNA se purific6 con Solucion de Chomczynski con Fenol (método TriReagent, Molecular
Research Center, Inc, USA), siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente un pellet (lo mas
seco posible) de aproximadamente 1 millon de células fue tratado con 1 mL de solucién de
Chomczynski, se lisaron y posteriormente homogenizaron. Se incubé a 4° C durante 10 minutos y se
adicionaron 200 uL de cloroformo, luego se agité 30 veces por inmersién y se dej6 reposando a 4° C
durante 10 minutos. Se centrifug6é a 13.000 rpm a 4° C durante 25 minutos. Se extrajo la fase acuosa y
se le agregd un volumen igual de isopropanol. Se procedié a incubar a -20° C durante 2 horas a 0 2
dias (para un rendimiento 6ptimo). Transcurrido este periodo se centrifugd a 13.000 rpm a 4° C durante
15 minutos. Se lavo el pellet con etanol al 75% v/v (diluido en agua DEPC), se agit6 durante 30
segundos y se centrifugd a 8.000 rpm durante 8 minutos a 4° C. Se dejé secar el pellet durante 5
minutos y se resuspendié en 10-20 uL de agua libre de RNAsa. Se calenté a 65° C durante 10 minutos.

Finalmente la concentracién de RNA total se determiné espectrofotométricamente midiendo su

absorbancia a 260 nm. La férmula para convertir la Abs ,,, a ug es la siguiente:

ug/mL RNA = (Abs ., medida) x (40 ug/mL) x (factor de dilucion)

La pureza de la solucién de RNA se determindé mediante la obtencién de la absorbancia a 260 nm/280
nm. Para una solucién pura de RNA el valor de la razén debe ser lo mas cercano a 2.0. Valores

menores son debidos a contaminacion con proteinas o fenol.
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5.13 Verificacion de la integridad del RNA total

La integridad del RNA total extraido se determin6 mediante electroforesis en geles de agarosa
al 1.5 % p/v en buffer MOPS 1x. Para esto se mezclaron 5 uL del RNA extraido con 5 uL de buffer de
carga para RNA 2x y se corri6 el gel durante una hora a 80 V. Finalmente, la integridad del RNA se
comprobé en un transiluminador UV siguiendo el patron de migracién de los RNAs ribosomales.

5.14 Sintesis de cDNA por transcripcion inversa

Para sintetizar cDNA se hizo una mezcla compuesta por 5 uL de RNA, 1 uL de oligo dT 100 uM
y 7 uL de agua DEPC. Se realizaron incubaciones a 70° C y a 4° C por 5 minutos. A la mezcla se
agregaron 4 uL de buffer StrataScript 5x y 2 uL de dNTPs 10 mM y se incubé a 37° C durante 5
minutos. Posteriormente, se agregaron 200 U/uL (1 uL) de Transcriptasa Reversa SuperScript Il, y se
incubé durante una hora a 37° C y luego a 70° C por 10 minutos. El ensayo se realiz6 basado en las
instrucciones dadas por el fabricante de la enzima (Invitrogen, USA).

5.15 PCR semicuantitativo

Con el fin de estudiar si la sobreexpresion de Vasostatina provoca algun efecto sobre la
expresion en superficie de los ligandos MICA y MICB en las células de melanoma, se amplifico
Vasostatina mediante PCR semicuantitativo. La mezcla utilizada fue la siguiente: 2.5 uL de cDNA, 2.5
uL de buffer Pfu 10x, 0.5 uL de dNTPs 10 mM, 0.5 uL de cada partidor a 10 mM (Vas-F y Vas-R),
finalmente la enzima Pfu DNA Polimerasa 2.5 U/uL (0,5 uL) en un volumen final de 25 uL. El programa
de temperaturas utilizado fue el siguiente: 94° C por 2 minutos, 29 ciclos [94° C por 30 segundos, 60° C
por 30 segundos, 72° C por 45 segundos] y un ciclo final de 72° C por 10 minutos. El ensayo se realiz6
basado en las instrucciones dadas por el fabricante de la enzima (Stratagene, USA).

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% y tincién
con Bromuro de Etidio. Posteriormente, se procedié a purificar los productos de PCR por electroforesis
mediante el siguiente procedimiento: se cargaron, en su totalidad, los productos de PCR en un gel de
agarosa al 1.2% vy tincion con Bromuro de Etidio. Luego, se procedié a cortar las bandas de los
amplificados desde el gel, se pusieron en columnas para purificacion de DNA y se centrifug6 segun las
instrucciones del fabricante (Millipore, USA). Posteriormente, y debido a que el producto resultante se
encuentra en Buffer TBE, con el fin de dejar las muestras en un medio adecuado, éstas fueron
resuspendidas en Acetato de Sodio 3 M pH 5.2 (en un volumen equivalente a 1/10 de las muestras de
DNA), y luego en etanol al 100% (en un volumen equivalente al doble de las muestras de DNA). Se
precipité a -20° C durante toda la noche o a -80° C durante 15 minutos. Se centrifugd a 13.200 rpm
durante 30 minutos, luego de lo cual se resuspendié en 50 uL de etanol al 70% y se centrifugd a 14.000
rom durante 3 minutos. Finalmente se calentd a 37° C durante 2 minutos y se resuspendié en 30 uL de
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agua desionizada. Los productos de la purificacion fueron analizados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.2% y tincién con Bromuro de Etidio.

5.16 Mutagénesis sitio-dirigida

Con el fin de estudiar si Histidina 153 es un aminoécido importante en la funcion de chaperona
de Crt con MICA y MICB, se realizé una mutacion sitio-dirigida para cambiar esta Histidina por una
Alanina (H153A) y por una Fenil Alanina (H153F).

Para la generacién de estas mutaciones, se utilizé la técnica de union de fragmentos de DNA mediante
PCR de extension por sobreposicion (Horton 1995). Brevemente, como se esquematiza en la Figura 8,
se amplificaron los fragmentos PCR1 y PCR2 utilizando como molde el gen de Vasostastina,
previamente clonado, y partidores Forward y Reverse para PCR1 y PCR2, respectivamente, que
hibridan con el gen. Los partidores Reverse y Forward, para PCR1 y PCR2 respectivamente, poseen
bases nucleotidicas complementarias, entre si, de forma que pueden hibridar entre ellos. Esta
secuencia resultante hibrida con el molde del gen que codifica para Vasostastina. Ademas se incluyé
una variacion, con respecto al molde de Vasostatina, en el triplete que codifica para el aminoacido a ser
cambiado (bases subrayadas en Tabla 2, primers VasH1F-F, VasH1F-R, VasH1A-F, VasH1A-R).
Primero se generaron, por PCR, los segmentos PCR1 y PCR2, y, posteriormente, se unieron ambos
fragmentos tal que PCR1 y PCR2 hibridaron en sus extremos, en donde se disefiaron los partidores
complementarios. Luego se realiz6 un nuevo PCR, utilizando primers complementarios a los extremos

5’y 3 del gen de Vasostatina (Vas-F y Vas-R), tal que se generara el fragmento PCR3.
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Figura 8. Esquema de la union de los fragmentos generados mediante PCR de extension por

sobreposicion.

5.16.1 PCR para producir mutacion en fragmentos de Vasostatina (PCR1 y PCR2)

Los fragmentos PCR1 y PCR2 fueron amplificados utilizando la enzima polimerasa Pfu con la
misma mezcla descrita en el punto 5.75. Los partidores utilizados para generar el fragmento PCR1 de
H153A y H153F fueron Vas-F y VasH1A-R, y Vas-F y VasH1F-R, respectivamente. El programa de
temperaturas utilizado fue el siguiente: 95° C por 2 minutos, 5 ciclos [95° C por 30 segundos, 55° C por
30 segundos, 72° C por 30 segundos], 30 ciclos [95° C por 30 segundos, 65,4° C por 30 segundos, 72°
C por 30 segundos] y un ciclo final de 72° C por 5 minutos.

Mientras que los partidores utilizados para generar el fragmento PCR2 de H153A y H153F
fueron VasH1A-F y Vas-R y VasH1F-F y Vas-R, respectivamente. El programa de temperaturas fue el
siguiente: 95° C por 2 minutos, 5 ciclos [95° C por 30 segundos, 55° C por 30 segundos, 72° C por 30
segundos], 30 ciclos [95° C por 30 segundos, 62,5° C por 30 segundos, 72° C por 20 segundos] y un
ciclo final de 72° C por 2 minutos. Los ensayos se realizaron en base a las instrucciones dadas por el
fabricante de la enzima (Stratagene, USA).

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% y tincién
con Bromuro de Etidio. Posteriormente se purificaron los productos de PCR mediante el mismo
procedimiento sefalado en el punto 5.15.

5.16.2  PCR para unir fragmentos mutados de Vasostatina (PCR3)

Se procedié a unir los fragmentos generados de las mutantes de Vasostatina mediante una
amplificacién total. La mezcla utilizada para generar los fragmentos PCRS3 fue la siguiente: 2.5 uL de los
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fragmentos respectivos a las mutantes, 2.5 uL de buffer Pfu 10x, 0.5 uL de dNTPs 10 mM, 0.5 uL de
cada partidor a 10 mM (Vas-F y Vas-R), finalmente la enzima Pfu DNA Polimerasa 2.5 U/uL (1 uL) en
un volumen final de 25 uL. El programa de temperaturas utilizado fue el siguiente: 94° C por 2 minutos,
29 ciclos [94° C por 30 segundos, 60° C por 30 segundos, 72° C por 45 segundos] y un ciclo final de
72° C por 10 minutos. El ensayo se realizar6 en base a las instrucciones dadas por el fabricante de la
enzima (Stratagene, USA).

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% vy tincion
con Bromuro de Etidio. Posteriormente se purificaron los productos de PCR mediante el mismo
procedimiento de purificacién desde gel sefialado en el punto 5.75.

5.17 Ligacion de DNA en vector de clonamiento

Antes de realizar la ligacion en el vector de clonamiento pGEM-T-Easy y debido a que la enzima
Pfu no adhiere colas poli T a los fragmentos de Vasostatina generados, se procedié a hacerlo segun las
instrucciones dadas por el fabricante. Posteriormente, los fragmentos de Vasostatina fueron ligados
respectivamente en el vector de clonamiento pGEM-T-Easy, siguiendo las instrucciones del fabricante
(Promega, USA), mediante la siguiente mezcla: 5 uL de buffer 2x, 1 uL vector pGEM-T-Easy, 2 uL de
producto de PCR, finalmente enzima T4 DNA Ligasa 400 U/uL (1 uL) en un volumen final de 10 uL.

5.18 Transformacion quimica de bacterias

Se transformaron bacterias, con el fin de, mediante clonamiento, aumentar la cantidad de
vector. Se prepararon bacterias competentes DH5a mediante el método RbCI2: se inocularon las
bacterias en 30 mL de medio SOB y se incubé toda la noche a 37¢ C en agitaciéon. Luego, se tomd una
alicuota de 5 mL del medio resultante y se inoculé en 200 mL de medio SOB. Se dejé que las bacterias
crecieran hasta obtener una densidad éptica de 0.4 (550 nm). Los cultivos resultantes fueron repartidos
en tubos helados de 50 mL, se dejé en hielo por 15 minutos y se centrifug6 a 3.500 rpm por 8 minutos.
Los pellets resultantes fueron resuspendidos, por separado, con 5 mL de Tampén 1 (frio) y se dej6é en
hielo por 15 minutos. Finalmente, se centrifug6 y resuspendié en 3 mL de Tampodn 2 (frio). Se alicuoté y
se congel6 en Nitrogeno liquido por algunos segundos y se almacend a -80° C (para mas detalles de
los tampones consultar Materiales y Métodos, Seccion 5). Procedimiento hecho segun lo descrito en la
literatura (Harwood AJ 1994).

Luego, se tom6 una alicuota de 100 uL de las bacterias resultantes y se agregaron 10 ulL del
producto de la ligacion (punto 5.17). Se incub6 en hielo durante 30 minutos, seguido de una incubacién
a 42° C durante 1,5 minutos y nuevamente en hielo por 2 minutos. Inmediatamente se agregaron 900
uL de medio SOC y se incubé a 37° C durante una hora. Se sembraron 100 uL en una placa agar-LB
con ampicilina 300 ug/mL (la concentracién es alta debido a la mala calidad del antibiético con que se

contaba). Ademas, anteriormente, se suplementaron las placas con IPTG 100 mM (100 uL) y X-Gal 50
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mg/mL (20 uL) y se dejaron secar a 37° C durante 30 minutos, previo a su uso, segun las instrucciones
del fabricante del vector pGEM-T-Easy (Promega, USA). Los 900 uL restantes fueron concentrados
mediante un spin, se descart6 el sobrenadante y el pellet fue sembrado en otra placa en las mismas
condiciones de la anterior. Las placas fueron incubadas a 37° C durante toda la noche.

5.19 PCR de colonias

Se selecciond un numero apropiado de colonias de color blanco. Cada colonia fue pinchada y
sembrada por separado en una zona de una placa agar-LB ampicilina 300 ug/mL. La placa fue
incubada a 37° C durante toda la noche. Sin volver a pinchar, los restos de bacterias que quedaron en
la punta fueron disueltos en 50 uL de agua desionizada y se calenté a 99° C durante 5 minutos. El
producto resultante fue usado como fuente de vector para la reaccion de PCR. La mezcla utilizada fue
la siguiente: 5 uL de vector, 2.5 uL de Buffer Taq Polimerasa 10x, 0.5 uL de dNTPs 10 mM, 0.5 uL de
cada partidor a 10 mM (Vas-F y Vas-R), finalmente la enzima DNA Polimerasa Taq 5 U/uL en un
volumen final de 25 uL. Mezcla hecha segun las instrucciones del fabricante (Invitrogen, USA).

La reaccion para Vasostatina se efectud bajo el programa de temperaturas descrito en el punto
5.15.

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% y tincion
con Bromuro de Etidio. Se seleccionaron las muestras que presentaban una correcta amplificacion de
Vasostatina y sus respectivas colonias de bacterias para realizar una miniprep. Se pincharon las
colonias que habian sido anteriormente aisladas y sembradas, se disolvieron en 20 ml de LB con
ampicilina 300 ug/mL y se incubd a 37° C toda la noche en agitacion.

5.20 Miniprep y secuenciacion

Con el fin de que la miniprep diese el mayor rendimiento posible, en forma previa se realizd una
lisis alcalina (Alkaline Lysis Mini-Prep. Molecular Techniques, The Preuss Lab, The Division of
Biological Sciences, The University of Chicago). Para esto, se centrifugd el medio resultante del paso
anterior a 11.000 rpm durante 10 minutos. Se resuspendi6 el pellet en 1 mL de soluciéon de suspension
GTE, se agregd 1 mL de Solucion de lisis y se agit6é fuertemente 2 veces, finalmente se neutralizé con
1,4 mL de Solucion de neutralizacion y se mezclé muy suavemente por algunos segundos (soluciones
descritas en el punto 5.9). Se centrifug6 a 11.000 rpm durante 20 minutos, tras lo cual el sobrenadante
fue traspasado a otro tubo y se agregé etanol al 100% en un volumen equivalente al doble de la
muestra (4° C). Se dejo precipitar a temperatura ambiente durante 10 minutos y se centrifugé a 11.000
rom durante 10 minutos. Se lavo el pellet con etanol al 70% (4° C) y se centrifugd a 13.200 rpm durante
15 minutos. Se seco el pellet durante algunos minutos y éste fue utilizado como si fuesen bacterias
para miniprep. La miniprep fue realizada mediante kit segun las instrucciones dadas por el fabricante

(Qiaprep Spin, Qiagen, USA).
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Los productos de la miniprep fueron analizados mediante electroforesis en gel de acrilamida al
0.8% vy tinciébn con Bromuro de Etidio, se cuantificaron mediante el programa computacional Gel-Pro
Analyzer.

Finalmente, las muestras fueron analizadas por secuenciamiento automatico utilizando servicios
externos (Pontificia Universidad Catélica de Chile). Para esto, el servicio utiliz6 los partidores de los
sitios T7 promotor y SP6 promotor, los cuales flanquean el sitio de insercién del vector de clonamiento
pGEM-T-Easy y que son proporcionados por el fabricante (Promega, USA).

5.21 Ligacion de DNA en vector de expresion

Con el fin de liberar los fragmentos de Vasostatina, H153A y H153F contenidos en el vector de
clonamiento pGEM-T-Easy se realizé una digestion enzimatica. La mezcla utilizada fue la siguiente: 5
uL de vector, 5 uL de buffer NEB, 5 uL de BSA 10x, enzima BamHI 20 U/uL (2.5 uL), enzima EcoRI 20
U/uL (2.5 uL), todo en un volumen final de 30 uL. La digestién se realizd a 37° C durante 4 horas con la
enzima T4 DNA Ligasa. (New England Biolabs, USA).

Los productos de la digestion se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2% y
tincion con Bromuro de Etidio. Posteriormente se purificaron mediante el mismo procedimiento
sefalado en el punto 5.15.

La mezcla para la reaccion de ligacion en el vector de expresion pcDNA3.1(-) se planifico
mediante la siguiente ecuacién consignada en manual de pGEM-T-Easy:

ng vector x kb inserto x 3 = ng inserto

kb vector 1
La mezcla fue la siguiente: 10 uL de buffer T4 Ligasa 2x, 4 uL vector pcDNA3.1(-), 0.8 uL de
inserto, finalmente enzima T4 DNA Ligasa 400 U/uL (1 uL) en un volumen final de 20 uL. La reaccién
se realizd a 25° C durante una hora, y fue efectuada segun las instrucciones del fabricante (New
England Biolabs, USA). Se transformaron bacterias con el producto de ligacion segun el mismo
procedimiento sefialado en el punto 5.78 y se realizé un PCR de colonias siguiendo el procedimiento
sefalado en el punto 5.19. Finalmente, se realizé una miniprep y posterior secuenciacion segun el

procedimiento sefialado en el punto 5.20.

5.22 Transfeccion de células eucariontes

Con el fin de estudiar si existe algun cambio en el patrén de expresién de MICA y MICB en la
superficie de las células, al sobreexpresar Vasostatina nativa o mutada, se procedié a transfectar
células HEK 293.T. Primero se linearizaron los vectores para que se insertaran correctamente en el
vector. La mezcla de la reaccion fue la siguiente: 4 uL de Buffer Scal, 30 uL de vector, finalmente
enzima Scal 10 U/uL (0.5 uL) en un volumen final de 40 uL. Este ensayo se hizo segun las

instrucciones del fabricante (Fermentas, USA). La transfeccién de las células se hizo utilizando el
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sistema Superfect Transfection Reagent y siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante
(Qiagen, USA). Después del ensayo de linearizacion, al dia siguiente, se lavé con PBS 1x, se tripsinis6
a 37° C durante 10 minutos, se centrifugd a 1.200 rpm durante 5 minutos y se resuspendié en medio
DMEM-F12 con Antibiético G-418 al 1.75%. Finalmente, las células se dejaron a 4° C durante 15
minutos y se dej6 a 37% C durante toda la noche. El medio fue cambiado diariamente, manteniéndose la
concentracion de antibiético G-418 y el tiempo de incubacion a 4° C durante 15 minutos en cada
ocasion. Como control se utilizaron células HEK 293.T sin transfectar, que fueron sometidas a las
mismas condiciones de cambio de medio que las transfectadas. De esta forma, al morir las células no
transfectadas, por efecto del antibiético, se asegura que las células transfectadas sobrevivientes, hayan

tenido una transfeccién exitosa.

5.23 Extraccion de DNA genomico

Con el fin de corroborar que las células HEK transfectadas incorporaron el vector de expresion,
se realiz6 un andlisis de su DNA gendmico. El ensayo se basé en lo publicado en la literatura (Coligan
JE y cols. 1994). Para esto, el DNA gendémico se extrajo tratando a 1 millén de células con 1 mL de
solucion de Chomczynski y posterior homogenizacion. Se centrifugd a 1.200 rpm durante 1 minuto, se
recolect6 el sobrenadante y se agreg6 500 uL de isopropanol (-20° C), con posterior homogenizacién
en forma suave. Se centrifugd a 12.000 rpm durante 1 minuto. Al pellet se le agregdé 1 mL de etanol al
70% (-20° C). Se centrifugé nuevamente en las condiciones anteriores y se sec6 el pellet durante 15
minutos. Finalmente el pellet fue resuspendido en 30 uL de agua desionizada estéril y se dejé a 37°C
durante toda la noche.

5.24 Citometria de Flujo

Para analizar si las células HEK transfectadas con los distintos vectores generados presentaban
algun cambio en la expresion en superficie de MICA y MICB, se realiz6 una Citometria de Flujo. Para
esto se cultivaron las distintas células en placas de cultivo de 6 pocillos, estas, posteriormente, fueron
recolectadas y sembradas en placas de 96 pocillos de fondo V (1 millon de células por pocillo). Cabe
destacar que todo este proceso se realizé siempre en hielo. La placa fue centrifugada a 2.000 rpm a 4°
C durante 2 minutos. Se descarté el sobrenadante y se lavé con PBS-SFB al 1%, luego se volvié a
centrifugar en las condiciones anteriores. Este proceso se realizd dos veces. Se agregaron 25 uL de los
Acs. primarios en dilucion 1:10 y se incubd a 4° C durante 30° C. Transcurrido este tiempo, se
centrifug6 a 2.000 rpm a 4° C durante 2 minutos, se descart6 el sobrenadante y se lavo con PBS-SFB
al 1%. Este proceso se realizd 3 veces. Se agregaron 25 uL de los Acs. secundarios en una dilucion
1:50, y se incub6 a 4° C durante 30 minutos. Luego, se centrifugd a 2.000 rpm a 4° C durante 2
minutos, se descart6 el sobrenadante y se lavo con PBS-SFB al 1%. Este proceso se realizé 3 veces.

Se fij6 con PBS-Parafolmaldehido al 2% y se guardd en oscuridad a 4° C hasta la lectura, la cual se
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realizd6 en un Citobmetro de Flujo FACScan (Centro Fondap de Estudios Moleculares de la Célula,
Universidad de Chile). El ensayo se realizd segun lo publicado en la literatura (Coligan JE y cols. 1994).
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6. RESULTADOS

6.1 OBJETIVO ESPECIFICO 1: Estudiar la colocalizacién entre Crt, MICA y MICB y el efecto
de IL-10 en células de melanoma.

6.1.1 Estandarizacion de la técnica de inmunofluorescencia directa e indirecta

Con el fin de estudiar si existe colocalizacion entre Crt, MICA y MICB en células de melanoma,
se procedi6 a estandarizar la técnica de IF, como se detalla en Materiales y Métodos (Seccion N°5). En
primer lugar, se realizaron ensayos preliminares para detectar MICA y MICB en células BL de
melanoma, cuyos resultados se muestran en la Figura 9, donde se observa claramente que la sefal es
especifica para MICA (a) y MICB (b), ya que no se detecta sefnal con el control negativo (c).

a) MICA b) MICB c) Control negativo d) Contraste de fases

Figura 9. Deteccion de MICA y MICB en células BL de melanoma mediante IF indirecta. La tincién
inmunofluorescente se hizo como se describe en materiales y métodos. Se utilizaron AcMos especificos anti
MICA (a) y anti MICB (b) y como inmunosonda AcMo anti inmunoglobulinas de cabra anti ratén conjugado a FITC.
Como control negativo se omitié el Ac primario (c) La fluorescencia asociada fue detectada con un microscopio
invertido de fluorescencia Leica DMIL. Las imégenes presentadas corresponden a las més demostrativas de cada
condicion.

Una vez corroborado el correcto funcionamiento de la técnica de IF mediante un microscopio de
fluorescencia, se procedid a observar las células mediante microscopia confocal. Las células de
melanoma fueron incubadas con AcMos anti MICA, anti MICB y un policlonal de conejo anti Crt. La
sefal se amplific6 mediante un Ac. de cabra anti ratén conjugado a FITC y conejo conjugado a PE. La
sefal fue detectada con un microscopio confocal. En la Figura 10 se observa la deteccion de MICA (a)
y MICB (e) en las células de melanoma mediante microscopia confocal. Ambos ligandos se encuentran
agrupados en el interior de la célula, en su zona central, presentando una distribucion de tipo
“granular”.

Ademés, se observa la deteccién de Crt, la cual presenta la distribucion esperada para una proteina
que se encuentra principalmente en el RE, esto es, mayoritariamente en la zona central de la célula y,

aparentemente, rodeando al nucleo (f).
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Figura 10. Deteccion de MICA, MICB y Crt en células BL de melanoma mediante microscopia
confocal. La tincién inmunofluorescente se hizo como se describe en materiales y métodos, se utilizaron AcMos
especificos anti MICA (a-c), anti MICB (e) y un policlonal de conejo anti Crt (f). La deteccion de la sefial se realiz
mediante un Ac. anti raton conjugado a FITC y un Ac. anti conejo conjugado a PE. Las imagenes corresponden a
un corte celular de 4 um aproximadamente. Se realiz6 un andlisis en profundidad para MICA (b), en donde el
color verde corresponde a las zonas céntricas de la célula. Lo anterior se observa con mayor aumento en (c).
Ademas, para MICA, se realizd un panel de las fotografias tomadas a las células mediante el microscopio
confocal, que comprenden los distintos cortes desde la zona superior hasta la inferior de éstas (d). Como control
negativo se omitié el Ac. primario (datos no mostrados). La deteccién de la sefial se realizd6 mediante Microscopio
Confocal Carl Zeiss, con un modulo de escaner LSM5 PASCAL. Las imagenes presentadas corresponden a las
mas demostrativas de cada set de fotografias tomadas.

Durante el transcurso de esto ensayos, se concluy6é que para una mayor eficacia en la técnica
de IF lo mejor era hacer una IF directa, no usar Acs. secundarios marcados, sino conjugar directamente
los Acs. primarios con el fluorésforo de interés. De esta forma, se evitarian posibles reacciones
cruzadas de los Acs. debido al origen que tuviesen éstos (ratén o conejo). Debido a lo anterior, se
procedieron a realizar los respectivos controles negativos de los Acs. conjugados, utilizando
anticuerpos irrelevantes de igual isotipo marcado con el mismo fluorésforo, para asegurar de esta forma
que la unién al objeto de interés fuese especifica. Para esto se conjugd, mediante kit, un AcMo anti
IgG2b con Alexa Fluor 488 y suero normal de conejo (SNC) con Zenon Alexa Fluor 647-R-Ficoeritrina
siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante (Invitrogen, USA). En la Figura 11 se observa que
no se detecta alguna senal relevante para el Ac. anti IgG2b (a), como tampoco para el SNC (b).
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Figura 11. Controles negativos de Anticuerpos conjugados para IF directa. Ensayo realizado con
células BL-P de melanoma (células transfectadas con un vector retroviral vacio) y Acs. conjugados en el
laboratorio, como se describe en materiales y métodos, (a) AcMo anti IgG2b conjugado con Alexa Flior 488 y (b)
Suero normal de conejo (SNC) conjugado con Zenon Alexa Fluor 647-R-Ficoeritrina, utilizados como controles
negativos en los ensayos de deteccién de las proteinas MICA/MICB, y Crt, respectivamente. Imdgenes obtenidas
mediante un Microscopio Confocal Carl Zeiss, con un modulo de escaner LSM5 PASCAL. Las imagenes
presentadas corresponden a las mas demostrativas del set de fotografias tomadas en 10 ensayos
independientes.

6.1.2 Analisis de la expresion de MICA y MICB.

Con el fin de estudiar la distribucion que presentaba MICA y MICB en las células de melanoma,
se realizd una IF directa y se analizé si existia colocalizacion de los ligandos. Para esto, células BLP de
melanoma fueron incubadas con el AcMo anti MICA conjugado a Alexa Fluor 488 y anti MICB
conjugado a Zenon Alexa Fluor 647-R-Ficoeritrina. La senal fue detectada con un microscopio confocal.
Cabe destacar que se optd por las células BL-P de melanoma (linea celular BL de melanoma
transfectada con constructo retroviral Hy-TK vacio), ya que antecedentes del laboratorio indican que
esta linea es la que tiene una mayor presencia de MICA y MICB en su superficie. En la Figura 12 se
observa que MICA (a) y MICB (b) presentan una distribucién similar, colocalizando mayoritariamente
(c). Sin embargo, se aprecian zonas discretas en las que no existe colocalizacién (c). Llama la
atencion, la aparente presencia de los ligandos en el nucleo celular.

a) MICA b) MICB C) Colocalizacion d) Contraste de fases

S

Figura 12. MICA y MICB presentan una distribucion similar en las células de melanoma en IF
directa. La tincion imnumofluorescente fue hecha como se describe en materiales y métodos. Para la deteccion
de la proteina MICA y MICB se utilizaron, respectivamente, AcMos anti MICA conjugado a Alexa Fluor 488,
observandose fluorescencia verde (a) y anti MICB conjugado a Zenon Alexa Flior 647-R-Ficoeritrina,
observandose fluorescencia roja (b). Como controles de isotipos se utilizaron los Acs. descritos en la Figura 11
(datos no mostrados). La colocalizacion de MICA y MICB fue demostrada por la coloracién amarilla en la imagen
combinada (c). La fluorescencia asociada fue detectada con un microscopio confocal Carl Zeiss, con un modulo
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de escaner LSM5 PASCAL. Las imagenes presentadas corresponden a las mas demostrativas del set de
fotografias tomadas en 2 ensayos independientes.

Dado que Crt es una proteina chaperona que se encuentra mayoritariamente en el RE, se quiso
corroborar la presencia de las moléculas MICA y MICB en el RE como una forma de analizar su
distribucion celular. Para esto se realiz6 un ensayo de IF directo en que en células BL-P de melanoma
fueron marcadas las proteinas MICA, MICB junto con Disulfuro Isomerasa (PDI), marcador de RE. En
la Figura 13 se observa que la sefal del Ac. anti RE presenta la distribucién esperada, presentando
éste una colocalizacion importante con MICA (a) y MICB (b).

MICA Colocalizacion Contraste de fases

MICB Colocalizacién Contraste de fases

Figura 13. MICA y MICB colocalizan con el RE. Se realizé una IF directa de doble tincion, en células BL-P
de melanoma, como se describe en materiales y métodos. Para la deteccién de las proteinas MICA o MICB y PDI
se utilizaron, respectivamente, AcMos anti MICA o anti MICB conjugado a Alexa Fluor 488, observandose
fluorescencia verde y un AcMo anti PDI (RE) conjugado a Zenon Alexa Fluor 647-R-Ficoeritrina, observandose
fluorescencia roja. Se incubaron las células con los Acs. anti MICA y anti PDI (a), y otro grupo con anti MICB y
anti PDI (b). Como controles de isotipos se utilizaron los Acs. descritos en la Figura 11 (datos no mostrados). La
colocalizacion de MICA y MICB con PDI fue demostrada por la coloracion amarilla en la imagen combinada. La
fluorescencia asociada fue detectada con un microscopio confocal Carl Zeiss, con un médulo de escaner LSM5
PASCAL. Las imagenes presentadas corresponden a las mas demostrativas del set de fotografias tomadas de 4
ensayos independientes.

Con el fin de observar si MICA y MICB se encuentran en el nucleo de las células de
melanoma, similar a lo descrito para Crt (Kobayashi S y cols. 2006), se realizdé un ensayo de IF directa
en células BL-P de melanoma en que estas fueron incubadas con un AcMo anti MICA o anti MICB junto
con DAPI, marcador de nucleo. En la Figura 14 se observa que MICA y MICB se encuentran,
mayoritariamente, rodeando al nucleo, en la distribucion tipica que presenta el RE y ademas se

encuentran presentes en su interior en forma de pequefios granulos.
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MICA Nucleo Colocalizaciéon

MICB Nucleo Colocalizaciéon

Figura 14. MICA y MICB se encuentran presentes en el nucleo. Se realiz6 una IF directa de doble
tincion, en células BL-P de melanoma, como se describe en materiales y métodos. Para la deteccién de las
proteinas MICA o MICB se utilizaron AcMos anti MICA (a) y anti MICB (b) conjugados a Alexa Fluor 488,
observandose fluorescencia verde, y DAPI como marcador de ndcleo, observandose una fluorescencia azul, Se
incubaron las células con DAPI y el Ac. anti MICA (a) y otro grupo con el Ac. anti MICB (b). Como controles de
isotipos se utilizaron los Acs. descritos en la Figura 11 (datos no mostrados). Las flechas indican la colocalizacién
de MICA y MICB con DAPI. La fluorescencia asociada fue detectada con un microscopio confocal Carl Zeiss, con
un médulo de escaner LSM5 PASCAL. Las imagenes presentadas corresponden a las mas demostrativas del set
de fotografias tomadas de 3 ensayos independientes.

6.1.3 Analisis de la colocalizacion de MICA y MICB con Crt y otras moléculas chaperonas

Primero se estudié si Crt colocaliza con las moléculas MICA y MICB en las células BL-P de
melanoma. Para ello se realizé un ensayo de IF directa de tincién doble, en que se marcaron las
proteinas MICA, MICB y Crt en células BL-P de melanoma. En la Figura 15 se observa que Crt se
encuentra presente en forma importante en el interior de las células de melanoma y colocaliza en forma
relevante con MICA (a) y MICB (b). Se destaca la aparente presencia de Crt en el nacleo, asi como que
también estaria colocalizando alli con MICA (a) y MICB (b).
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a) MICA Crt Colocalizacion Contraste de fases

b) MICB Crt Colocalizacién Contraste de fases

Figura 15. Crt colocaliza con MICA y MICB. Se realiz6 una IF directa de doble tincion, en células BL-P de
melanoma, como se describe en materiales y métodos. Para la deteccion de las proteinas MICA o MICB y Crt se
utilizaron, respectivamente, AcMos anti MICA o anti MICB conjugado a Alexa Flior 488, observandose
fluorescencia verde y un Ac. policlonal de conejo anti Crt conjugado a Zenon Alexa Fluor 647-R-Ficoeritrina,
observandose fluorescencia roja. Se incubaron las células con los Acs. anti MICA y anti Crt (a), y otro grupo con
anti MICB y Crt (b). Como controles de isotipos se utilizaron los Acs. descritos en la Figura 11 (datos no
mostrados). La colocalizacién de MICA y MICB con Crt fue demostrada por la coloracién amarilla en la imagen
combinada. La fluorescencia asociada fue detectada con un microscopio confocal Carl Zeiss, con un médulo de
escaner LSM5 PASCAL. Las imagenes presentadas corresponden a las mas demostrativas del set de fotografias
tomadas de 6 ensayos independientes.

Considerando que Crt por lo general actua dentro de un complejo de proteinas chaperonas y
tomando en cuenta los resultados anteriores acerca de la ubicacion citoplasmatica de MICA y MICB, se
quiso observar si estos ligandos colocalizaban con otras proteinas chaperonas conocidas, que
generalmente actian junto a Crt. Para esto, se realiz6 un ensayo de IF directa con células BL-P de
melanoma en que hizo una marcacion doble de las proteinas MICA o MICB con ERp57. En la Figura
16 se observa que ERp57 presenta una distribucién similar a la de Crt y que colocaliza con MICA (a) y
MICB (b). Ademas, se realiz6 otro ensayo similar de IF directa con doble tincion de MICB y Calnexina
(Cnx). En la Figura 17 se muestran los resultados obtenidos, donde se observa que Cnx también
colocaliza con MICB. En el caso de MICA, si bien en esta tesis no se pudo apreciar su colocalizacion
con Cnx por ensayo de IF, resultados de nuestro laboratorio muestran que esto si se produce (datos no
mostrados).
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MICA ERp57 Colocalizacion Contraste de fases

MICB ERp57 Colocalizacion Contraste de fases
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Figura 16. MICA y MICB colocalizan con la proteina ERp57. Se realiz6 una IF directa de doble tincion,
en células BL-P de melanoma, como se describe en materiales y métodos. Para la deteccion de las proteinas
MICA o MICB y ERp57 se utilizaron, respectivamente, AcMos anti MICA o anti MICB conjugado a Alexa Fluor
488, observandose fluorescencia verde y anti ERp57 conjugado a Zenon Alexa Fldor 647-R-Ficoeritrina,
observandose fluorescencia roja. Se incubaron las células con los Acs. anti MICA y anti ERp57 (a), y otro grupo
con anti MICB y ERp57 (b). Como controles de isotipos se utilizaron los Acs. descritos en la Figura 11 (datos no
mostrados). La colocalizacion de MICA y MICB con ERp57 fue demostrada por la coloracién amarilla en la
imagen combinada. La fluorescencia asociada fue detectada con un microscopio confocal Carl Zeiss, con un
moédulo de escaner LSM5 PASCAL. Las imagenes presentadas corresponden a las mas demostrativas del set de
fotografias tomadas.

MICB Colocalizacion Contraste de Fases

Figura 17. MICB colocaliza con la proteina Cnx. Se realiz6 una IF directa de doble tincién, en células BL-P
de melanoma, como se describe en materiales y métodos. Para la deteccion de las proteinas MICB y Cnx se
utilizaron, respectivamente, AcMos anti MICB conjugado a Alexa Fluor 488, observandose fluorescencia verde y
anti Cnx conjugado a Zenon Alexa Fldor 647-R-Ficoeritrina, observandose fluorescencia roja. Como controles de
isotipos se utilizaron los Acs. descritos en la Figura 11 (datos no mostrados). La colocalizacion de MICA y MICB
con Cnx fue demostrada por la coloracién amarilla en la imagen combinada. La fluorescencia asociada fue
detectada con un microscopio confocal Carl Zeiss, con un médulo de escaner LSM5 PASCAL. Las imagenes
presentadas corresponden a las mas demostrativas del set de fotografias tomadas.
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6.1.4 Analisis de la expresion de MICA y MICB en presencia de IL-10

En nuestro laboratorio se ha detectado, en lineas de melanoma transfectadas con un vector
retroviral que produce IL-10 y la adicion exdgena de esta citoquina, una disminucion de MICA en su
superficie, en comparacion con las lineas control (Serrano AE y cols. 2009). Es por esto, que se quiso
estudiar, mediante ensayos de IF, si existia alguna variacion en la distribucion de MICA y MICB en las
lineas de melanoma transfectadas con el vector retroviral. Para realizar la comparacién se realizd un
ensayo de IF con las lineas celulares de melanoma, BL-V (transfectadas con un constructo retroviral
Hy-TK portador del gen de IL-10 viral (Petersson y cols. 1998)) y como control BL-P (transfectada con
un constructo retrovial vacio). Esta eleccion se debié a que antecedentes del laboratorio muestran que
la linea BL-P es la que presenta una mayor proporcion de MICA en su superficie y, de forma contraria,
BL-V es la que presenta la menor proporcidén de este ligando (Serrano AE y cols. 2009). En la Figura
18 se muestra una imagen con los resultados obtenidos de la IF directa, de doble tincion, realizada con
las células BL-P y BL-V donde se marcaron las proteina MICA y MICB. Podemos observar que no se
detecté alguna diferencia relevante en la distribucion y colocalizacion de MICA y MICB entre las dos

lineas celulares de melanoma mediante esta técnica.

a) MICA MICB Colocalizacion Contraste de fases

MICA MICB Colocalizacion Contraste de fases

B ...

Figura 18. MICA y MICB no presentan diferencias en su distribucion al comparar dos lineas
celulares de melanoma con diferente grado de secrecidon de IL-10 en IF. Se realiz6 una IF directa de
doble tincion, en células BL-P (a) y BL-V (b) de melanoma, como se describe en materiales y métodos. Para la
deteccion de las proteinas MICA y MICB se utilizaron, respectivamente, AcMos anti MICA conjugado a Alexa
Fluor 488, observandose fluorescencia verde y anti MICB conjugado con Zenon Alexa Fluor 647-R-Ficoeritrina,
observandose fluorescencia roja. Como controles de isotipos se utilizaron los Acs. descritos en la Figura 11 (datos
nos mostrados). La colocalizacién entre MICA y MICB fue demostrada por la coloracion amarilla en la imagen
combinada. La fluorescencia asociada fue detectada con un microscopio confocal Carl Zeiss, con un médulo de
escaner LSM5 PASCAL. Las imagenes presentadas corresponden a las mas demostrativas del set de fotografias
tomadas de 2 ensayos independientes.

i
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Posteriormente, se estudio si existia alguna diferencia en la distribucion de MICA y MICB en
células de melanoma cultivadas con IL-10 ex6gena. Para esto, se utilizaron células BL-P de melanoma
y un grupo fue cultivado con 1200 U/mL de IL-10 durante 72 horas. Se realiz6 un ensayo de IF directa
de doble tincion, con lineas celulares de melanoma, en que se marcaron las proteinas MICA, MICB y
DAPI, marcador de nucleo. Como se aprecia en la Figura 19 no se observa alguna diferencia relevante
en la distribucién celular y colocalizacién de MICA y MICB entre las células de melanoma que fueron
cultivadas sin IL-10 (a) y en presencia de ella (b).

Por otra parte, se estudié si existia alguna diferencia en la distribucion de MICA y MICB en las
células de melanoma segun el tiempo de cultivo que éstas tuviesen. Esto, ya que los antecedentes del
laboratorio han mostrado que existen diferencias en la expresion de los ligandos en la superficie entre
las diferentes lineas transfectadas con el vector retroviral, lo cual es producto de los diferentes grados
de secrecién de IL-10 por parte de las células (Serrano AE y cols. 2009). Es por esto que se estudiaron
dos grupos celulares, uno con 24 hrs. de cultivo y el otro con 48 hrs. y se analizd, por IF indirecta, la
expresion de MICA y MICB. Como se observa en la Figura 20, se detect6 una diferencia en la
distribucion de MICA y MICB. Las células que fueron cultivadas por 24 hrs. tienen una mayor presencia
de MICA y MICB en su superficie (a), y, en cambio, las que fueron cultivadas por 48 hrs. presentan

mayoritariamente los ligandos en su interior (b).

a) MICA MICB NUCLEO Colocalizacion ~ Contraste de fases
Sin IL-10

b)

ConlIL-10

Figura 19. MICA y MICB no presentan diferencias en su distribucion al comparar células
melanoma cultivadas con o sin IL-10. IF directa de triple tincidn, en lineas celulares BL-P de melanoma sin
tratar (a) y tratadas con 1200 U/mL de IL-10 durante 72 hrs. (b), como se describe en materiales y métodos. Para
la deteccidn de las proteinas MICA y MICB se utilizaron, respectivamente, AcMos anti MICA conjugado a Alexa
Fluor 488, observandose fluorescencia verde y anti MICB conjugado con Zenon Alexa Fluor 647-R-Ficoeritrina,
observandose fluorescencia roja y con DAPI, marcador de nucleo, fluorescencia azul. Como controles de isotipos
se utilizaron los Acs. descritos en la Figura 11 (datos no mostrados). La fluorescencia asociada fue detectada con
un microscopio confocal Carl Zeiss, con un moédulo de escaner LSM5 PASCAL. Las imagenes presentadas
corresponden a las mas demostrativas del set de fotografias tomadas.
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24 hrs de cultivo b) 48 hrs de cultivo

Figura 20. MICA y MICB presentan diferencias en su distribucion a 24 y 48 hrs. de cultivo. Se
realizé una IF indirecta de tincion simple con un AcMo primario especifico anti MICA o anti MICB v,
posteriormente, un Ac. policlonal conjugado con FITC, en células de lineas de melanoma cultivadas por 24 y 48
hrs., como se describe en materiales y métodos. Como control negativo se omitié6 el Ac primario, (datos no
mostrados). La deteccion de la sefal se realiz6 mediante Microscopio Confocal Carl Zeiss, con un modulo de
escaner LSM5 PASCAL. Las imagenes presentadas corresponden a las mas demostrativas del set de fotografias
tomadas.

6.2 OBJETIVO ESPECIFICO 2: Estudiar la formacion de complejos proteicos entre Crt, MICA
y MICB.

Con el fin de estudiar si existe alguna interaccion entre Crt y los ligandos MICA y MICB en las
células BL de melanoma, se procedi6 a estandarizar la técnica de inmunoprecipitacion (IP), tal como se
detalla en Materiales y Métodos (Seccién 5).

En primer lugar se realizaron pruebas para corroborar la efectividad del Buffer de Lisis RIPA
preparado como se detalla en la Seccion 5. En la Figura 21 se muestra un SDS-PAGE con proteinas
totales del lisado celular y tefido con azul de Comassie. Como control positivo del gel se utilizé suero
normal de conejo (SNC). Ademas se realiz6 una curva de Bradford con el fin de conocer la cantidad
aproximada de proteinas totales presentes en el lisado, lo que arrojé una concentracion aproximada de
2 ug/uL.

Figura 21. Lisado celular de proteinas
totales de células de melanoma. Gel de
acrilamida al 10%. Los carriles 2-5 corresponden
a concentraciones crecientes de proteinas totales
presentes en el lisado: 1 = 1 uL (2 ug), 3=2uL
. (4ug),4=4uL (8ug),5=8uL (16 ug). El carril 6

corresponde a 0.25 uL de SNC (dilucién 1/60,
| stock original de una concentracién aproximada
. de 60 ug/uL) que se usé como control positivo. El
carril 1 corresponde al marcador de PM. La
| fotografia corresponde a la mas representativa
| de dos ensayos independientes.

90 kDa-|

48 kDa|

Posteriormente, con el objetivo de estudiar si MICA o MICB inmunoprecipitan Crt o si Crt
inmunoprecipita MICA o MICB, se realizé una IP de las moléculas MICA, MICB y Crt con Acs.
especificos y Sefarosa Proteina A. Luego, los complejos inmunoprecipitados fueron analizados por
SDS-PAGE y Western blot (WB) usando Acs. especificos anti cada una de la proteinas, como se
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describe en Materiales y Métodos (Seccion 5). Con el fin de corroborar la especificidad de la unién de
Crt y los ligandos MICA y MICB, se utilizd como control negativo un AcMo anti IgG2b, el cual
corresponde al mismo isotipo de los Acs. anti MICA y MICB, y SNC como control para el Ac. anti Crt. El
WB fue revelado con un Ac. policlonal anti ratén (para MICA, MICB e IgG2b) y anti conejo (para Crt),
ambos unidos a Peroxidasa. Como se observa en la Figura 22, las proteinas MICA y MICB presentan
un patron de migracién de tres bandas, dos de aproximadamente 50 kDa y una tercera banda de
bastante menor tamano, aproximadamente 23 kDa. En los controles negativos no se aprecia la
presencia de alguna banda inespecifica, observandose solamente la banda correspondiente a la
cadena pesada de Inmunoglubulina, lo cual también se observa en MICA y MICB como corresponde.
Con el fin de analizar si este patron de migracién de las proteinas tenia relacion con el de una posible
glicosilacién, se realiz6 el mismo experimento, pero previamente se tratd con Tunicamicina 10 ug/mL,
inhibidor de la glicosilacién, durante una hora. Como podemos ver en la Figura 22, no se observa
ninguna diferencia relevante en los patrones de migracién de doble banda de MICA y MICB al inhibir la
glicosilacién celular con Tunicamicina. En la Figura 22 (b) podemos observa que, Crt inmunoprecipita
con MICA, asi como ésta con Crt. Ademas, Crt es inmunoprecipitada por la forma de menor PM de
MICA, presentando un patron de migracién de una sola banda.

a
) Tunic - + - - 3 .
IP MICA MICA IgG2b MICB MICB 1gG2b
WB MICA MICB
58 kDa
il -ma e s 123 kDa
b)
I= MICA _MICA _ CRT CRT SNC
WB MICA CTR MICA  CRT

- 58 kDA

Figura 22. Crt se une a MICA en células de melanoma. a) Proteinas del lisado de células BL de
melanoma fueron inmunoprecipatadas (IP) con AcMos anti MICA, MICB (1ug), separadas por SDS-PAGE y luego
se realiz6 un WB usando AcMos anti MICA y MICB (1:500). Se revel6 la reaccion con un AcMo de cabra anti
Inmunoglobulinas de ratén conjugado a peroxidasa (1:500). Se inhibi6 la glicosilacién con Tunicamicina 10 ug/mL
en MICA y MICB (b) Las proteinas del lisado celular fueron IP con AcMos anti MICA, MICB y un policlonal de
conejo anti Crt (1:500), separadas por SDS-PAGE vy se realizé un WB con AcMos anti MICA, MICB y AcPo anti
Crt. Se revel6 el WB con Acs. policlonales anti raton y anti conejo. Como control negativo para IP se utiliz6 un Ac.
de raton anti IgG2b y SNC. Los resultados son representativos de 15 experimentos independientes.
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6.3 OBJETIVO ESPECIFICO 3: Estudiar el efecto de la sobreexpresion de Crt en células de
melanoma en el nivel de expresion de MICA y MICB sobre su superficie.

Con el objetivo de estudiar si la alteracion de la interaccion entre Crt y los NKG2DL producia
algun efecto en la expresién de éstos en la superficie de las células, se procedié a sobreexpresar vy,
paralelamente, a alterar Vasostatina en las células. Para esto, se realiz6 un ensayo de mutagénesis
sitiodirigida para mutar Vasostatina en su Histidina 153, la que, segun los antecedentes (Gelebart P y
cols. 2005), cumple un papel muy importante en la funcion de Crt como chaperona. Se generaron dos
mutantes, en la primera una Histidina fue reemplazada por Fenilalanina (H153F), de forma de no alterar
completamente la hidrofobicidad del ambiente. No asi en la segunda mutante, en que la Histidina fue
reemplazada por una Alanina (H153A). Con respecto a esta ultima, antecedentes previos indican que el
efecto de esta mutacion es similar a una delecién de la Histidina 153 (Guo L y cols. 2003).

Mediante RT-PCR se procedié a extraer cDNA y a amplificar la Vasostatina desde células BL de
melanoma. Paralelamente, se amplificaron por separado los fragmentos de las mutantes H153A vy
H153F tal como se sefala en Materiales y Métodos (Seccion 5). En la Figura 23 se observa la banda
correspondiente a la Vasostatina generada como resultado de la amplificacion entre los partidores Vas-
Ry Vas-F (carril 5), la cual presenta el tamafo esperado de aproximadamente 618 pb. Ademas, se
observan las bandas correspondientes a los fragmentos PCR1 y PCR2 generados de las mutantes
(Figura 8). Los fragmentos PCR1 se lograron a partir de la amplificacién entre los partidores: Vas-R y
VasH1A-F o VasH1F-F (carriles 2 y 3 respectivamente), los cuales presentan la banda de menor
tamano, por ser los fragmentos mas pequenos; y entre los partidores Vas-F y VasH1A-R o VasH1F-R
(carriles 6 y 7 respectivamente) obtenemos los fragmentos PCR2, que presentan una banda de

mayor tamano, correspondiente a fragmentos méas grandes.

4888

100 bp-

Figura 23. Amplificacion de Vasostatina y fragmentos de mutantes. Geles de agarosa al 1.2%.
Mediante un ensayo de mutagénesis sitiodirigida por PCR, como se describe en Materiales y Métodos, se
generaron los fragmentos respectivos de las mutantes H153A y H153F. Estos corresponden a los fragmentos
amplificados entre los partidores Vas-R y VasH1A-F (carril 2), Vas-R y VasH1F-F (carril 3), y entre los partidores
Vas-F y VasH1A-R (carril 6), Vas-F y VasH1F-R (carril 7). Se observa el amplificado de Vasostatina amplificada
(carril 5). Los carriles 1 y 4 corresponden al ladder de DNA de 100 bp.
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Una vez generados los fragmentos de las mutantes, se procedié a purificarlos y luego a unirlos
mediante PCR tal como se sefiala en Materiales y Métodos (Seccién 5). En la Figura 24 se observan
las bandas resultantes de la amplificacién y purificacion de las mutantes H153A y H153F (carriles 2y 3
respectivamente), producto de la ligacién de sus respectivos fragmentos mediante PCR con los
partidores Vas-R y Vas-F. Ambas bandas presentaron el tamafo esperado, el cual es muy similar al de

Vasostatina y corresponden a PCR3 de la Figura 8.

1 2 3

Figura 24. Generacion de mutantes H153A y H153F. Gel de agarosa al
1.2%. Con un ensayo de PCR se procedié a unir los fragmentos de las mutantes
generados y purificados anteriormente, mediante amplificacién con los partidores
Vas-R y Vas-F. Los carriles 2 y 3 corresponden a las mutantes H153A y H153F
respectivamente. El carril 1 corresponde al ladder de DNA de 100 bp.

Con el fin de generar una cantidad adecuada de Vasostatina y mutantes para secuenciarlas y
para ensayos posteriores, se procedié a purificar los amplificados anteriores (Vasostatina, H153A y
H153F) y adherirles colas Poli-T, ya que la enzima DNA Polimerasa Pfu no las adhiere. Posteriormente
se procedi6 a clonar los productos resultantes (Vasostatina, H153A y H153F), para lo cual se ligaron en
el vector de clonamiento pGEM-T-Easy. Luego, se transformaron bacterias con el producto resultante y
se seleccionaron las colonias mediante PCR de colonias. Finalmente, por miniprep se procedié a
extraer los distintos vectores desde las bacterias, los cuales fueron cuantificados y, posteriormente,
analizados por secuenciamiento automatico mediante el uso de partidores especificos para el vector
pGEM-T-Easy (T7 y SP6). Todo lo anterior, se realiz6 segun lo sefialado en Materiales y Métodos
(Seccién 5).

En la Figura 25 se observa el analisis del secuenciamiento para Vasostatina (a), H153A (b) y
H153F (c). La Vasostatina amplificada en el laboratorio a partir de células BL de melanoma fue similar
a la publicada (NM_004343, National Center for Biotechnology Information), excepto por una mutacion
encontrada en que una Adenina que fue cambiada por una Timina. Se analizaron los marcos de lectura
y se detecté que esta mutacion afecta la estructura aminoacidica de Vasostatina, ya que cambia una
Metionina por una Lisina. Este ensayo se realiz6 en numerosas ocasiones, por lo cual se descartd que
fuese un problema de tipo experimental, sino que seria una mutacion propia de esta linea celular, sin
alguna funcién especifica documentada para Crt humana. En las secuencias de las mutantes se
detecta también, como es esperable, esta mutacidn mencionada (b) y (c). Ademas, las secuencias de
las mutantes H1253A y H153F presentaron los cambios que se buscaba generar en sus secuencias
nucleotidicas, lo cual se tradujo en que en sus secuencias aminoacidicas la Histidina 153 fue cambiada

por una Alanina (b) o una Fenilalanina (c).
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a) Secuencia DNA

VAS PUBLICADA  AGTTTGGACC AGACAGACHTGCAC GEAGACTCAGALTAC ALCATCATGTTTGETCOCGAD 419
VAS AMPLIFICADA  ASTTTGGAC CAGAC AGACTTECAC GGAGACTCAGALTAC AACAT CATGTTTGGTCCOGAT 420

Secuencia aa

VAS FUBLICADA  DMHGDSEYNIMFGPDICGE GTEEVHYIFNTKGENVL INKD IRCEDDEFTHLYTLIVREPDN 180
VAS AMPLIFICADs  DLHGDSEYNIMFGEDICGE GTEEVHVIFNYEGENVLINKEDIRCEDDEFTHLYTLIVRPDN 180

b) Secuencia DNA
VAS PUBLICADA  AGGACATCCGTTGCAAGGATGATGAGTTTACABECCTGTACACACTGATTGTGCGGCCAG 549
H153A AGGACATCCGTTGC ALGGATGATGAGTTTAC CCTGTACACACTGATIGTGCGGCC AL 595

Secuencia aa

VAS PUBLICADA  FTALSASFE PFSNEGUTLYVQFTVEHE QN IDCGGEGYVEL FPNSLDQTDBHGDSETNINFG 120
) FYAL3ASFE PFSNEGOTLYVQFTVEHEQN IDCGGGYVEL FPNSLDOTD LHGDSEYNINFG 120

VAS PUBLICADA PDICGPGTEEVHVI FNYEGENVLINED IR CEDDE LYTLIVRPDNTYEVEIDNIOQVES 1580
H153A PDICGPGTEEVHVI FNYEGENVLINED IR CEDDE LYTLIVRPDNTYEVEIDNIQVES 1580

c) Secuencia DNA

VAS FUBLICADA  ATCAACAAGGACATCCGTTGCAAG GATGATGAGTTTACABECCTCTAC ACACTGATTGTE 542
frara ATCAACAAGGACAT CCGTTGCAAGGATCATCACT TTACARICCT GTAC ACACT GATTGTG 597

Secuencia aa

vAS FUBLICADA  DHHGDSEYNINFGPDICGE GTEEVHYIFNYKGEIVL INKD IRCKDDEFTHLYTLIVEFDN 150
e DLHGDSEYNIMFGEDICGE GTEEVHY IFNVEGEN VL INKD IRCKDDEFTELYTLIVRPDN 150

Figura 25. Analisis de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas generadas de Vasostatina,
H153A y H153F. A partir de células BL de melanoma, se extrajo y amplificé Vasostatina (Vas), la cual fue
clonada en el vector pGEM-T-Easy. Paralelamente, a partir de Vas, mediante un ensayo de mutagénesis sitio
dirigida por PCR, como se describe en Materiales y Métodos, se generaron mutantes H153A y H153F, las que
también fueron clonadas en pGEM-T-Easy. Los vectores resultantes fueron analizados mediante secuenciamiento
automatico. En verde se destacan las mutaciones propias detectadas en las células BL de melanoma, y en fucsia
las mutantes que se buscaba generar mediante el ensayo de mutagénesis sitiodirigida. Se compara la secuencia
de Vasostatina publicada (NM_004343, National Center for Biotechnology Information) con la amplificada (a), y
con las secuencias de las mutantes generadas (b y c¢). El andlisis corresponde al méas representativo de 8
secuenciaciones independientes.

Una vez verificado que las secuencias obtenidas no tuviesen otras mutaciones que las
planificadas, se procedié a extraer los insertos desde el vector de clonamiento mediante digestion
enzimatica y a purificar los productos resultantes. Estos fueron nuevamente clonados, ahora en el
vector de expresion de células eucariontes pcDNAS.1(-) mediante una reaccion de ligacién y se
transformaron bacterias con el productos resultantes. Se seleccionaron las colonias adecuadas
mediante PCR de colonias, se extrajeron los distintos vectores mediante miniprep, se cuantificaron y se
verifico la correcta insercién de los productos en los vectores mediante una digestién enzimatica.
Finalmente, los vectores fueron analizados por secuenciamiento automatico. Todo lo anterior se realizé
segun como se sefnala en Materiales y Métodos (Seccién 5).

La Figura 26 muestra el andlisis resultante de comparar la secuencia de Vasostatina publicada
(NM_004343, National Center for Biotechnology Information), con la secuencia de los vectores de
expresion eucariontes producidos al ligar Vasostatina (a), H153A (b) y H153F (c). El secuenciamiento
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fue hecho con los partidores del vector (T7 y pcDNA3.1 rev). Se observa que la insercion de estos
productos fue hecha en forma correcta, ya que los insertos, en comparacién con la secuencia

publicada, tienen la orientacion esperada.

a)
RS BLICADER GTGAAGCTGTTTCCTAATAGTTTGGACCAGACAGACHTCGCACGGAGACTCAGAATACAAC 480
VAS AMPLIFIGADA GTGAAGCTGTTTCCTAATAGTTTGGACCAGACAGACATGCACGGAGACTCAGAATACAAC 401
b) ol o i e e e e e ol e e e e e e e e e e e e e e i o e ol e e e e e i e S e e i e e e e S e e e e e e e e e i e e e i
A RLICADR ACGTGCTGAT CAACAAGGACATCCGT TGCAAGGATGATGAGT TTACABBCCTGTACACAC 600
— ACGTGCTGAT CAACAAGGACATCCGT TGCAAGGATGATGAGT TTACABBCCTGTACACAC 534
Fl i A A i e i i i i e e e e e e e e e e i S i Elr e i o i o i i
c)
i R ICADR GAACGTGCTGATCAACAAGGACATCCGTTGCAAGGATGATGAGT TTACAMMCCTGTACAC 600
i e GAACGTGCTGATCAACAAGGACATCCCGT TGCAAGGATGATGACT TTACAGMCCTGTACAC 532
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Figura 26. Analisis de secuencias nucleotidicas de Vasostatina, H153A y H153F insertadas en
vector de expresion eucarionte. A partir de células BL de melanoma, se extrajo y amplificé Vasostatina
(Vas), la cual fue clonada. Paralelamente, a partir de esta, mediante un ensayo de mutagénesis sitio dirigida por
PCR, se generaron mutantes H153A y H153F, las que también fueron clonadas. Posteriormente, estos productos
fueron insertados en el vector de expresion de células eucariontes pcDNA3.1(-) y analizados por secuenciamiento
automatico. En verde se destacan las mutaciones propias detectadas en las células BL de melanoma, y en fucsia
las mutantes generadas mediante el ensayo de mutagénesis sitiodirigida. Se comparan las secuencias generadas
y ligadas en vector de expresién pcDNA con la secuencia de Vasostatina publicada (NM_004343, National Center
for Biotechnology Information).

Una vez verificados los vectores de expresién eucariontes, se procedié a linealizarlos y
purificarlos para, posteriormente, transfectar células HEK. Se eligieron estas células debido a su
conocida permisibilidad para realizar ensayos de transfeccién y porque mediciones del laboratorio
indican que estas células presentan MICA y MICB en su superficie.. La transfeccion fue realizada
segun como se senala en Materiales y Métodos (Seccién 5). Cuando transcurrieron 10 dias
aproximadamente, tiempo determinado como suficiente para la seleccion de las células, en medio con
antibiético G418, se verificd si el vector efectivamente habia quedado insertado en las células. Para
esto se realizd una extraccion de DNA gendémico y posterior PCR, tal como se describe en Materiales y
Métodos (Seccion 5). Se utilizd una temperatura de alineamiento de 55° C. Como se observa en la
Figura 27, al amplificar con los partidores del vector pcDNA3.1(-), se detecta la presencia efectiva del
inserto en las células que sobreexpresan Vasostatina (2), las que tienen la mutante H153A (4) y el
vector vacio (8), no asi en las células que tienen la mutante H153F (6). El inserto tiene un tamarno
aproximado de 618 bp y la zona amplificada del vector uno de 136 bp, por lo cual, el vector que tuvo
una insercion efectiva deberia tener un tamario de 754 bp. Tomando en cuenta esto, en la Figura 27 se
puede apreciar, ademas, la presencia de tres poblaciones celulares en el carril 2, lo que corresponderia
a dos subpoblaciones de células que sobreexpresan vasostatina y a una que, si bien tiene el vector, no
tiene el inserto, lo cual es similar a lo que se observa en el carril 8, en donde se aprecian dos
subpoblaciones. En el caso del carril 6, que corresponde a las células que tienen la mutante H153F, se

observa una poblacién celular que, si bien tiene el vector, no tiene el inserto.
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Figura 27. Deteccion de vector de expresion en DNA genomico
de células HEK transfectadas. Gel de agarosa al 1.2 %. Con un
ensayo de PCR se procedié a amplificar el vector pcDNA3.1(-). Se us6
una temperatura de alineamiento de 55° C. La figura muestra los
amplificados para las células que sobreexpresan Vasostatina (carril 2),
mutantes H153A y H153F (carriles 4 y 6 respectivamente), y el vector
vacio (carril 8). Los carriles 1, 3, 5 y 7 corresponden a los controles de

100 pb Beta Actina respectivos.

Paralelamente, se quiso observar si era posible detectar la presencia de Vasostatina a nivel
proteico en las células HEK transfectadas, tanto en las que sobreexpresan la WT como la mutantes,
mediante un ensayo de WB, ya que esta deberia presentar un tamafo aproximado de 22.15 kDa,
correspondiente a los 197 aminoacidos teéricos que deberia poseer. A partir de 1 millén de células se
realiz6 el lisado celular, en el cual, a diferencia de lo descrito en Materiales y Métodos (Seccion 5), se
dejé en un volumen total final de 20 uL. Este lisado fue el que se utilizé para el ensayo de WB. Para
detectar Vasostatina, se us6 un Ac. policlonal de conejo anti Crt humana. EI WB fue revelado con un
Ac. policlonal anti conejo unido a Peroxidasa. En la Figura 28 se observa la presencia de Crt tanto en
células HEK controles como en las células transfectadas. No se detecta la presencia de Vasostatina en
las células que la sobreexpresan (carril 2) ni en las mutantes (carriles 3 y 4).

Figura 28. Vasostatina no fue detectada
mediante ensayo de WB. Con un Ac. policlonal de
conejo anti Crt humana se realizé6 un ensayo de WB
para detectar Vasostatina en las células HEK
transfectadas. EI WB fue revelado con un Ac. policlonal
anti conejo unido a Peroxidasa. Los carriles 2-5
corresponden a las células que sobreexpresan
Vasostatina, las mutantes H153A y F, y el vector vacio
respectivamente. El carril 1 corresponde a células HEK
sin transfectar.
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Finalmente, con el fin de observar si existia algin cambio en el nivel de expresién de MICA y
MICB en la superficie de las células HEK transfectadas, se realizé una Citometria de Flujo segun el
protocolo descrito en Materiales y Métodos (Seccidén 5). En vista de los resultados anteriores, este
ensayo se realiz6 en las células que sobreexpresaban Vasostatina, las que tenian la mutante H153A y
el vector vacio. En la Figura 29 se observan los histogramas resultantes de la Citometria, en donde no
se aprecian diferencias para el caso de MICA y MICB entre las lineas, pero si para Crt, ya que se
observa una tendencia de aumento de esta en la superficie de las lineas que tienen el vector vacio,
seguido de las mutantes H153A y de las que sobreexpresan Vasostatina. Es importante destacar que al

realizar la detecciéon de Crt, mediante el fluorésforo PE al que se encontraba unida, el porcentaje de
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células que dio senal fue de un 41.9% del total de células que sobreexpresaban Vasostatina, 63.3%
para las mutantes H153A y 99.8% para las que poseian el vector vacio, respectivamente.

La Figura 30 grafica la Intensidad de Fluorescencia Media (MFI) detectada para MICA, MICB y Crt en
la superficie de las células. No se aprecian diferencias para MICA y MICB. Se observa una tendencia
de aumento de Crt en la superficie de las células que sobreexpresan Vasostatina y las mutantes
H153A, en comparacion con las que tienen el vector vacio. Es importante mencionar que estas células
no fueron permeabilizadas, por ende las senales detectadas corresponden solamente a la superficie de
estas.

MICA MICB Crt

# Vasosotatina & Vasosotatina  © Vasosotatina

— H153A — H153A — H153A

N \/ector vacio N Vector vacio E— \/ector vacio
Control Isotipo Control Isotipo Control Isotipo

s \

Figura 29. Citometria de flujo de MICA, MICB y Crt superficiales en las distintas poblaciones de
células de HEK. Histogramas de los eventos detectados por Citometria de Flujo para la expresion en superficie
de MICA, MICB y Crt en las células HEK que sobreexpresan Vasostatina, mutantes H153A y con el vector vacio.
Los valores correspondientes a los controles de isotipo ya fueron restados. MICA y MICB fueron detectados a
través de Acs. conjugados a FITC y Crt con PE. Para los tres grupos de células se realizaron las siguientes
condiciones: deteccién superficial de MICA, MICB y Crt; control de Isotipo para MICA y MICB; células sin marca
(para pasarlas por el Citobmetro antes de realizar las lecturas respectivas). Ademas, se realiz6 un control de
Isotipo para Crt, controles de Ac. secundario (FITC para los MICs y PE para Crt). La lectura se realizd
considerando 50.000 eventos por condicion (para mas detalles ver Materiales y Métodos, seccion 5).
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Figura 30. MFI de MICA, MICB y Crt en la superficie de las distintas poblaciones de células de
HEK. Los gréaficos representan la MFI detectada en un experimento de Citometria de Flujo para
observar la expresion en superficie de MICA, MICB y Crt en las células HEK que sobreexpresan
Vasostatina, mutantes H153A y células con el vector vacio. El valor de MFI correspondiente al Isotipo
para cada condicion ya fue considerado y restado (para mas detalles ver Materiales y Métodos, seccidn
5).
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7. DISCUSION

En los ultimos tres afos el conocimiento respecto a los ligandos de activacion de células NK ha
tenido un aumento enorme, lo cual les ha ido otorgando un papel cada vez mas importante en los
mecanismos oncoldgicos de evasion tumoral. Especial énfasis se ha puesto en los ligandos del
receptor de activacién NKG2D, sobretodo en MICA y MICB, que son los que mas se conocen, como
candidatos seguros a ser una de las claves para explicar la evasion tumoral de la inmunovigilancia por
parte de las células NK. Al respecto, recientemente se ha postulado que la retencién intracelular de
formas inmaduras de MICA, en células de melanoma, seria un mecanismo para evadir el ataque por
parte de las células NK (Fuertes MB y cols. 2008). Es por esto, que el estudio de estos sistemas de
retencion podria dar pistas clarificadoras para poder llegar a entender los mecanismos mencionados en

toda su dimension.

7.1 Distribucion citoplasmatica de MICA y MICB en células tumorales

Como se mencioné con anterioridad, MICA y MICB se expresan en la superficie celular,

principalmente, ante estimulos de estrés, infeccion viral o en células tumorales. Hasta la hora, las
Unicas células que estarian expresando estos ligandos de forma normal serian las epiteliales del
intestino delgado. Esto, debido al continuo estrés producido por la flora bacteriana, lo cual, debido al
ataque inmunoldgico, les permitiria una renovacién constante.
Por estas razones, uno de nuestros primeros objetivos fue estudiar como era la distribucion
citoplasmatica de MICA y MICB en las células de melanoma. Hemos observado una distribucion
principalmente en el interior del citoplasma, especificamente en el centro de la célula, rodeando al
nucleo y en forma de pequefos granulos o compartimentos (Figura 10 y 12). Esta distribucién granular
o compartimentalizada era esperable, si se toma en cuenta de que es muy probable de que gran
cantidad de estos ligandos se encuentre distribuido entre el RE, el complejo de Golgi, entre otros
compartimentos. Ademas, al analizar la presencia efectiva de los ligandos en el RE, se observo que
estos se encontraban presentes en este organelo de manera importante (Figura 13), lo cual concuerda
con lo sefalado en la literatura (Fuertes MB y cols. 2008).

La distribucién mayoritariamente interna de MICA y MICB no nos caus6 sorpresa debido a que,
si bien estos ligandos activan a las células NK desde la superficie de las células blanco, se debe
considerar el estado de avance del tumor y su “agresividad”. Es decir, entre mas avanzado esté el
tumor en su evolucién, es mas probable que vaya reteniendo estos ligandos en su interior de manera
de poder ir escapando del ataque por parte de las células NK, y, por ende, en este caso, al tratarse de
lineas tumorales metastasicas, es légico pensar que el tumor tenga una distribucion de MICA y MICB

mayoritariamente interna.
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Una de las inquietudes siguientes que nos planteamos, fue conocer qué tan similar seria la
distribucion celular entre MICA y MICB, ya que estos ligandos cuentan con un 80% de homologia entre
ellos. Ademas, por esta misma razén, nos preguntamos si la especificidad de los Acs. usados para
detectarlos seria 6ptima, ya que cabia la posibilidad de que existiese reaccién cruzada debido a su
gran porcentaje de homologia. Al conjugar ambos ligandos, en la misma célula, con fluorésforos
distintos, observamos que, si bien, la distribucién es bastante similar, existen zonas discretas en que no
se superponen (Figura 12). Hasta el momento, los antecedentes indican que MICA y MICB tendrian
funciones similares, lo cual es esperable por su grado de homologia, y explicaria la gran similitud en su
distribucion. Sin embargo, no descartamos la posibilidad de que, si bien su funcion sea muy similar, su
efecto activador sobre las células NK sea selectivo, es decir, que pudiesen ser ligandos activadores de
subpoblaciones de células NK distintas. Lo anterior se sustenta en que en nuestro laboratorio hemos
detectado diferencias en la distribucion superficial de MICA y MICB en células de melanoma segun en
el contexto en que se encuentren, si se exponen a una u otra citoquina (Serrano AE y cols. 2009).
Ademas, es poco probable que la evolucion haya permitido la existencia de ligandos distintos que
tengan siempre la misma funcién, ya que seria muy redundante. Por lo cual, quizas, las pequefas
diferencias que observamos en la distribucion de los ligandos en las células de melanoma (Figura 12),
junto con los antecedentes de nuestro laboratorio (Serrano AE y cols. 2009) estén dando algunas luces
acerca de una diferencia en su funcionalidad. Por el momento estas son sélo suposiciones, por lo que
creemos muy interesante que se siga ahondando al respecto, ya que tenemos la seguridad de que en
el futuro se realizaran hallazgos que permitirdn tener una mayor claridad con respecto a las funciones

particulares de cada ligando.

7.2  Patron de migracion en geles de acrilamida de MICA y MICB proveniente de células de

melanoma

Desde que se describié por primera vez, hasta la hora, MICA, siempre ha mostrado el mismo
patron de migracion en geles de acrilamida, el cual corresponde a una sola banda con un tamarfo de 60
kDa aproximadamente, lo mismo para MICB. Es por esto, que el resultado mostrado por la Figura 22
una doble banda para MICA y MICB en un ensayo de IP, ademas de una tercera de bastante menor
tamano, nos llamo la atencién. Al respecto, se descarta que la banda de menor PM, de la doble banda,
corresponda a la cadena pesada de Inmunoglobulina, ya que esta se logra apreciar, con menor
intensidad, justo por debajo de las 2 bandas de MICA y MICB (Figura 22 a). Ademas, esta banda de la
cadena pesada también se logra distinguir, tal como debe ser, en los controles de isotipo, a la misma
altura de la presente en MICA y MICB.

Tomando en cuenta la interaccion entre Crt y los ligandos MICs (més detalles en punto 7.3), y
que Crt, por lo general, tiene como sustratos a ligandos glicosilados, se pensé que una de las 2 bandas
vistas para MICA y MICB podria tratarse de una forma no glicosilada. Esto se sustentaba en que Crt se
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une a la banda de MICA de menor PM, tal como se observa en la Figura 22 (b), banda que podria
haber correspondido a una forma glicosilada, y, por ende, la otra banda, una no glicosilada. Para
comprobar esto, se realizé un control en el que se inhibié la glicosilacién a las células de melanoma,
proceso que fue hecho en condiciones fuertes, de manera de asegurar una inhibicion total. De esta
forma, si una de las dos bandas de MICA y MICB efectivamente correspondia a una forma no
glicosilada, después de la inhibicion, esta deberia haber desaparecido. Sin embargo, tal como se
aprecia en la figura, no se detect6 ninguna diferencia relevante entre las bandas de las condiciones con
y sin inhibicion de la glicosilacion, por lo que descartamos que la explicacién de la doble banda vaya
por este lado.

En la literatura no existen antecedentes que puedan explicar este patron de migracion, en que
las bandas de MICA y MICB presenten una diferencia aproximada de 3 kDa entre ellas
respectivamente. Sin embargo, él Unico antecedente, hasta la hora, que podria dar luces al respecto,
es la existencia de un trabajo que reporté la existencia de 2 isoformas de MICA y MICB, las cuales,
estaban separadas por una diferencia aproximada de 13 kDa. A partir de una linea de células de
carcinoma de colon, los investigadores detectaron que habia dos tipos de cDNA codificante para MICA
y MICB, uno de 1161 bp y otro de 873 bp. Este ultimo, correspondia a una secuencia que habia perdido
su exon N° 3. Al transfectar células de ovario de hamster chino, se encontré que ambas isoformas eran
presentadas tanto en el citoplasma como en la superficie (Zou Y y cols. 2002). Ademas, recientemente
se publicé una investigacion en que caracterizan dos isoformas para un tipo de ULBP, que corresponde
a otra familia de NKG2DL (Eagle RA y cols. 2009). A la luz de estos antecedentes, creemos que es
probable que algun procesamiento, como un splicing u otro, de MICA y MICB, pueda ser la causal del
patron de migracién de bandas que vemos tras realizar ensayos de IP, en células de melanoma. Si bien
no existen antecedentes al respecto, no se debe dejar de lado el hecho de que en cancer muchos
procesos son alterados, por lo cual, cabe la posibilidad de que en nuestro modelo, melanoma
metastasico humano, el procesamiento de estos ligandos sea a través de una via algo distinta a lo
normal. Ademas, a esto se le suma que el hallazgo del trabajo citado también fue realizado en células
tumorales (Zou Y y cols. 2002).

Ademas de la doble banda para MICA y MICB detectada tras realizar un ensayo de IP, como
muestra la Figura 22, se observo la presencia de una tercera banda de un tamano aproximado de 23
kDa. Al respecto, tal como se mencion6 anteriormente en los antecedentes (Seccion 1), se ha
reportado la existencia de sMICA y sMICB, los cuales, al ser liberados de la célula, provocan una
disminucion en los receptores NKG2D, y, por tanto, se cree que esto seria un mecanismo de evasion
inmune. Considerando la amplia cantidad de reportes al respecto, creemos que esta tercera banda
podria corresponder a una fraccién soluble de MICA y MICB, ya que nos parece l6gico pensar que este
fendbmeno, de secrecién de sMIC, se esté también produciendo en nuestro modelo de melanoma

metastasico. Junto con esto, el tamafno de esta tercera banda encontrada es relativamente cercano al
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reportado para sMICA, de 36 kDa (Waldhauer | y cols. 2008) y de sMICB, que fue de 33 kDa
aproximadamente (Salih HR y cols. 2006).

7.3 Interaccion de Crt con los ligandos MICA y MICB

Crt es una chaperona muy importante en el RE, ya que juega un papel fundamental en la unién
de Calcio y participa activamente, junto a otras chaperonas, en el proceso de plegado correcto de
proteinas. Dado que entre las proteinas que son plegadas con la ayuda de Crt se encuentran los MHC-I
(Paulsson 2001), es muy probable que también participe en el procesamiento de MICA y MICB, los
cuales son codificados en el mismo HLA de los anteriores. Para comprobar si esto era efectivo,
estudiamos el fendmeno por dos frentes: por IF, para estudiar su colocalizacion, y por IP, para ver su
real interaccion.

Por IF observamos que Crt efectivamente presenta un grado alto de colocalizacién con MICA y
MICB, mostrando una distribucién muy similar en la célula. Esto nos indica que es muy alta la
probabilidad de que se esté produciendo una interaccién entre Crt y estos ligandos, o que, al menos, se
encuentren muy proximos (Figura 15). Cabe destacar que al igual que MICA y MICB (Figura 14), Crt
también se encuentra presente en el nucleo (Figura 15), lo cual podria deberse a que, como se ha
descrito en la literatura, cumple una funcion de ayuda en los cromosomas mitéticos, en donde asiste a
las histonas en su enrollamiento (Kobayashi S y cols. 2006), por lo cual creemos que no es de extranar
que exista algun tipo de interaccion entre Crt con MICA y MICB en esta zona. Para aclarar este
fendbmeno podria realizarse un fraccionamiento celular, y, con la fraccién correspondiente al nucleo,
realizar una IP de Crt y los ligandos. Ademas, si bien en la literatura no hay antecedentes al respecto,
en otros trabajos, por ejemplo, también se logra observar la presencia de MICA en el nucleo por IF
(Fuertes MB y cols. 2008).

La unién entre Crt y los ligandos se constatd por IP, ya que el ensayo permite determinar que
existe una interaccion efectiva (Figura 22 b). Al inmunoprecipitar Crt y, posteriormente, revelar el WB
con esta misma, se obtuvo una sola banda de un tamano aproximado de entre 46-55 kDa, tal como se
ha descrito en la literatura (Gelebart P y cols. 2005; Kobayashi S y cols. 2006). Luego, cuando
realizamos un ensayo de IP para MICA y revelamos el WB con Crt, obtuvimos una sola banda
correspondiente a Crt. Esto nos 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 MICA, obtenemos una sola banda, en vez de las dos esperables para MICA (para
mas detalles, revisar punto 7.2). Lo anterior, si bien nos confirma aun més la interaccién Crt-MICA, ya
que este resultado muestra que Crt inmunoprecipita con MICA, indicaria que Crt se une s6lo a la banda
de menor PM de MICA. En vista de lo tratado en el punto 7.2, este fenébmeno no se deberia a que la
banda de menor PM de MICA corresponde a una forma glicosilada y la otra no, porque Crt prefiere este
tipo de ligandos. Y, por tanto, si la doble banda mostrada por MICA se explica por la existencia de
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isoformas distintas, es probable que la diferencia de unién a Crt pase por un tema de afinidad por una
isoforma u otra. De ser asi, probablemente, con un método mas cualitativo podria observarse la unién
de Crt a la banda de MICA de menor PM.

7.4  Interaccion de MICA y MICB con el complejo de chaperonas Crt-Cnx-ERp57

Tal como se tratdé en los antecedentes (Seccién 1), por lo general las chaperonas no actian
solas, y, en este sentido, Crt actia dentro de un complejo formado con Cnx y ERp57, ademas de ATP y
Calcio. Al respecto, mediante ensayo de IF, logramos detectar que MICA y MICB colocalizan con estas
dos ultimas chaperonas (Figura 16 y 17), y que, por tanto, podrian estar siendo ayudados en su
plegamiento por el complejo citado, al igual como le sucede a los MHC-I (Williams 2006).

7.5 Importancia de Vasostatina en el procesamiento de MICA y MICB

Como se traté en los antecedentes (Seccidén 1), Vasostatina corresponde al fragmento N-
terminal de Crt, el cual, se ha descrito, cumple la funciébn de chaperona de la proteina.
Especificamente, dentro de esta zona, es la Histidina 153 quien tiene la funcion clave de ser la
fundamental para la formacion del bolsillo en que entrara el sustrato (Guo L y cols. 2003).

En un trabajo que estudiaba un regulador de conductancia transmembranal (CFTR) implicado
en la Fibrosis Quistica, se observd que Crt regulaba en forma negativa la expresion de éste en la
superficie celular. Al bloquear Crt mediante RNA de interferencia, se observd que aumentaba la
expresion en superficie del CFTR. Y que al sobreexpresar Crt, se observaba en la superficie un
aumento en la expresion de ésta y disminucion en forma considerable de la expresion del CFTR. Esta
disminucion se debié a que la sobreexpresién de Crt incentivé la endocitosis de CFTR y su posterior
degradacién lisosomal. Ademas, al dejar a Crt sin su dominio C-terminal, se observé un aumento del
efecto negativo sobre CFTR, por lo cual se dedujo que Crt podria estar actuando, en el compartimento
post RE, como un regulador negativo de la expresién en superficie de CFTR (Harada Ky cols. 2006).
Por otra parte, como se comentd anteriormente (Seccion 1), si bien Crt clasicamente ha sido
reconocida como un inhibidor de la angiogénesis, una investigacion demostr6 que al transfectar la
Vasostatina en un tumor neuroendocrino, este, en vez de disminuir su tamafo como se esperaba, tuvo
un aumento significativo (Liu My cols. 2005).

La reconocida participacién de Crt en el procesamiento de los MHC-I, familia de MICA y MICB,
junto a los antecedentes mencionados, nos llevé a pensar que Crt podria ser la chaperona clave que
acompafara a estos ligandos en su camino. Y que, por tanto, si alterabamos la expresion de
Vasostatina, deberiamos haber podido observar un cambio en la expresion de MICA y MICB en la
superficie de las células. Es por esto que procedimos a sobreexpresar y mutar Vasostatina, vy,
posteriormente, con estos productos, transfectar células HEK. Al analizar si por WB (Figura 28)

podiamos detectar alguna diferencia entre las distintas células transfectadas (sobreexpresion de Vas,
49



mutantes y vector vacio), no observamos ningun cambio relevante. Al revelar con un Ac. policlonal anti
Crt, esperabamos poder ver una banda, ademas de Crt, de aproximadamente 22.15 kDa,
correspondiente a la Vasostatina que amplificamos. Creemos que el no poder detectar Vasostatina se
debié a que, probablemente, utilizamos una cantidad muy baja de proteina para cargar el gel de
Acrilamida, en relacion a lo sefialado en la literatura (Liu M y cols. 2005) o un Ac. que, quizas, no
reconocia el epitopo presente en el dominio correspondiente a Vasostatina, por lo cual, se hubiese
necesitado una cantidad mayor de este para el ensayo.

Si la Histidina 153 es efectivamente un aminoacido muy importante en la interaccién de Crt y
MICA y MICB, nosotros esperabamos ver que al sobreexpresarla se produjese un aumento en la
interaccion Vasostatina-ligando, y, por ende, esto llevase a una mayor retencién de MICA y MICB en el
interior de la célula, lo que provocaria su disminucion en superficie. Por otro lado, al mutar Vasostatina,
se inhibiria la interaccion con MICA y MICB, disminuyendo la retencion de estos en el interior de la
célula, con lo cual aumentaria su expresion en superficie. Tal como se observa en la Figura 30, pese a
que es un Unico experimento, la tendencia de nuestros resultados estaria mostrando que estos
discrepan de lo esperado. En transfectomas portadores del gen de Vasostatina se observa una
tendencia al aumento de Crt. No se observa alguna tendencia de variacion de MICA y MICB en ninguna
de las condiciones. Al mutar la Histidina 153 por una Alanina (lo cual, segun se explicé anteriormente,
tiene el mismo efecto que una delecidn), también se observé una tendencia al aumento de Crt en
comparacion con las células transfectadas con el vector vacio.

Con respecto a Crt, es esperable que se haya observado esta tendencia al aumento en
superficie en la primera condicién ya que se esta sobreexpresando. En el segundo caso, en que se
cambié la Histidina 153 de Vasostatina por una Alanina, era esperable que se observase una tendencia
a la disminucién en superficie en comparacién con la condicién anterior. Esto se debe a que
aproximaciones tridimensionales indican que mutarla en este sitio lleva a un cambio conformacional en
Crt, porque este aminoacido, Histidina 153, esta en un sector de “bolsillo” de unioén a sustrato, entre las
estructuras globular y de cola de Crt, y, al alterarlo, se produce una variaciéon en el contenido de las
hélices a y laminas 3, provocando una disminucién de sus sitios hidrofébicos y haciéndose mas
susceptible a digestion por tripsina (Gelebart P y cols. 2005). El aumento de Crt que se observa en este
grupo, con respecto a las células transfectadas con el vector vacio, probablemente se deba a que al
realizar un analisis nos encontramos con distintas poblaciones celulares (datos no mostrados), lo cual
puede estar interfiriendo en la lectura final que hace el Citdmetro.

Al respecto, no creemos que esta tendencia de aumento de Crt, en la primera condicion se deba
a que sobreexpresamos Vasostatina sin adherirle la secuencia de destinacién de RE propia de Crt
(presente en el dominio C-terminal), y que esto haya provocado la no retencién en el interior de la
célula, ya que en el trabajo en que se estudié el regulador CFTR, citado anteriormente (Harada Ky
cols. 2006), en varias condiciones se trabajé sin esta secuencia, obteniendo los resultados antes

mencionados.
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Para conseguir un analisis mas objetivo, se deberia mejorar el proceso de seleccion de las
células, ademas de realizar mas citometrias de flujo, tanto para detectar sefales superficiales como
internas, y asi tener un nimero adecuado de experimentos y condiciones que nos permitan realizar
analisis que puedan tener alguna significancia estadistica.

Un hecho que nos llamo bastante la atencion fue la aparente contrariedad encontrada en los
gréaficos, al expresar la sefal detectada de Crt en la superficie en el grafico de MIF e histogramas
(Figura 30). Ya que, por un lado, en el histograma se observa que las células que tienen el vector vacio
presentan una mayor cantidad de Crt en superficie, seguidas por las mutantes H153A y las que
sobreexpresan Vasostatina. Y, por el contrario, en el grafico de MFI se observa una mayor senal para
Crt en las células que sobreexpresan Vasostatina y las mutantes H153A, en comparacion con las que
tienen el vector vacio. Creemos que la explicacién para esto se encuentra en los porcentajes de células
positivas detectadas al medir la seial de PE, ya que, tal como se informa en los Resultados, el mayor
es para las células que tiene el vector vacio, seguido de las mutantes H153A y las células que
sobreexpresan Vasostatina. Lo cual, al interpretar los resultados en su conjunto, nos dice que, si bien,
miradas en su totalidad, las células que tienen el vector vacio tienen una mayor expresion, en
porcentaje, de Crt en superficie, éstas, en forma individual, poseen una menor expresion de ésta. Es
decir, si bien el citometro detecta que este grupo celular, en su conjunto, emite una mayor sefal para
PE, al analizar las células de forma individual, que es lo que muestra la MFI, su senal es baja en
comparacion con las células que sobreexpresan Vasostatina y H153A. Un fenbmeno similar, pero en
menor medida, ocurre también para este Ultimo grupo. Creemos que la causa de este fendbmeno seria
el hecho de que al analizar las células con las que trabajamos, nos encontramos con mas de una
poblacién para las células que sobreexpresan Vasostatina (datos no mostrados). Esto se debe a que,
tal como se aprecia en la Figura 27, el grupo celular de la linea que sobreexpresa Vasostatina cuenta
con células que tienen el vector con el inserto y otras con un vector vacio. Estas ultimas, creemos, es
esperable que influyan a la hora de detectar la sefal total del grupo de células, ya que, si bien, emitiran
sefal, dado que las células de melanoma poseen de por si Crt en su superficie, ésta ser4d menor que
las que si tienen el inserto, y, por ende, como son dos poblaciones, el equipo detectara una senfal
global de similar intensidad que las lineas celulares que hemos utilizado como control (condicién de
vector vacio), ya que este grupo, si bien, individualmente, tiene una menor senal de PE, posee una
poblacién mas definida y unificada (datos no mostrados).

Tal como muestran los resultados, MICA y MICB colocalizan con Crt (Figura 15) y con otras moléculas
chaperonas (Figura 16 y 17), posiblemente dentro del complejo Crt-Cnx-ERp57. Por lo tanto, si bien
podemos tener la certeza de la existencia de esta interaccién, no podemos asegurar, con los resultados
gue tenemos hasta ahora, que esto se deba principalmente a la Histidina 153 de Vasostatina.

Lo anterior se sustenta en que, hasta la hora, no hay certeza de como es exactamente el
procesamiento de este tipo de moléculas. En el caso de los MHC-I no se sabe coémo es el orden de

union de éstos con las chaperonas del complejo al ensamblarse. En este sentido, recientemente ha
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sido publicado un importante antecedente al respecto, el cual puede dar algunas luces en el fenémeno
que estamos estudiando, dada la cercania de los MHC-I con MICA y MICB. En esta publicacién se
estudi6 el grado de participacién de Cnx y Crt en la formacién de puentes disulfuro por parte de ERp57
en el procesamiento de los MHC-I. Este trabajo demostré que ERp57 no necesitaba de Cnx y Crt para
procesar a los MHC-I, ya que la tasa de procesamiento no variaba en ausencia de éstas. Usando
mutantes en que ERp57 no se unia o tenia una baja afinidad por Cnx y Crt, se observé que el
procesamiento de la cadena pesada ocurria en forma similar al de las células WT. Ademas, ERp57
interactuaba con Tapasina y promovia que los péptidos se cargaran correctamente en los MHC-I en
ausencia de interacciones con Cnx y Crt (Zhang Y y cols. 2009).

Finalmente, a estos antecedentes se suma un trabajo que estudio si existian variaciones de Cnx y Crt
en cultivos primarios y lesiones de melanoma metastasico. Como resultado se obtuvo que mientras Crt
se encontraba presente en todos los estados de progresion del melanoma, Cnx disminuia en las
lesiones de melanoma metastasico en comparacion con los cultivos primarios (Dissemond J y cols.
2004 ).

A la luz de los antecedentes y los nuestros podriamos decir que, si bien Crt se une a MICA y MICB, y
puede que afecte la velocidad de su procesamiento, probablemente la chaperona “clave” sea otra y, en
futuras investigaciones, deba apuntarse a Cnx y/o ERp57.

7.6  Funcion de IL-10 en la movilidad de MICA y MICB en las células de melanoma

Tal como se tratd en los antecedentes (Seccién 1), se ha planteado que las citoquinas tendrian
una influencia muy importante en el grado de expresion de MICA y MICB en la superficie celular. En el
embarazo se ha detectado la expresion de sMICA y sMICB y que su interaccibn con NKG2D
disminuiria con el paso del tiempo de la gestacion (Mincheva-Nilsson L y cols. 2006). Ademas, se ha
registrado un aumento de IL-10 importante en el primer trimestre y que disminuye hacia el final del
embarazo (Hanna N y cols. 2000). Junto con esto, en nuestro laboratorio se observd que células
transfectadas con un vector retroviral que produce IL-10 experimentaron una disminucion de MICA en
su superficie (Serrano AE y cols. 2009). Dados estos antecedentes quisimos ver si era posible detectar
por IF algun cambio en la ubicacién citoplasmatica de MICA y MICB, ya que, si nuestra hipbtesis es
correcta, al aumentar IL-10 MICA, al menos, deberia permanecer principalmente en el interior de la
célula, y, contrariamente, al disminuir IL-10, deberia aumentar su expresion en superficie. Nuestros
resultados mostraron que, por la técnica de IF, no fue posible detectar algin cambio relevante en
células transfectadas con el vector viral que produce IL-10 (Figura 18), ni en células a las que se les
agrego esta citoquina en forma exdégena (Figura 19). Creemos que esto se debib principalmente a la
sensibilidad de la técnica, ya que resultados recientes de nuestro laboratorio muestran que mediante
Citometria de Flujo si fue posible detectar cambios importantes (Serrano AE y cols. 2009).
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El dnico cambio que logramos detectar fue al comparar células que tenian uno o dos dias de
cultivo, mostrando las primeras mayor presencia de MICA y MICB en su superficie, mientras que en las
segundas, el predominio era en su interior. Dado que MICA y MICB son ligandos que se expresan en
situaciones de estrés, y, ademas, tomando en cuenta que entre mayor sea el tiempo de cultivo, mas
adaptada estara la célula a su entorno, y, por ende menos estresada, nos parece l6gico pensar que las
células que llevaban un dia de cultivo tuviesen mayor expresion de los ligandos en su superficie en
comparacion con las de dos dias. Ademas, estas células de melanoma son, por si, secretoras de IL-10,
y, por tanto, mientras mayor sea su tiempo de cultivo, mas sera la cantidad de esta citoquina que se
acumule en el medio, por ende, esto también deberia haber influido en la distribucién de MICA y MICB
hallada, lo cual se condice con los antecedentes de nuestro laboratorio (Serrano AE y cols. 2009).

Finalmente, a modo de sintesis, tal como ilustra la Figura 31, con nuestros antecedentes y
resultados podemos decir que Crt interacciona deirectamente con MICA y MICB, y que el
procesamiento de estos ligandos se realiza probablemente dentro del complejo de chaperonas Cnx-Crt-
ERp57. Se necesitan realizar mas experimentos con el fin de establecer, con propiedad, si Crt es 0 no
una de las participantes claves en el proceso, y si IL-10, tal como planetamos en nuestra hipétesis,
estaria potenciando la interacion de esta chaperona con los MICs. De esta forma, se podria esclarecer
si esta interaccién, Crt-MICA y MICB, podria llegar a ser un mecanismo de retencion de los ligandos,
por el cual la célula de melanoma estaria evadiendo a las NK.
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Figura 31. Mecanismos oncoldgicos de evasion inmune para MICA y MICB. Modelo ilustrativo de los
mecanismos de evasién tumoral conocidos, que involucran una disminucién (por efecto de citoquinas, como IL-10
o INFy, y retencién intracelular) o liberacién de los ligandos MICA y MICB desde la superficie. La figura muestra
también la hipétesis planteada en este trabajo, acerca de que Crt estaria reteniendo a los ligandos MICs como
forma de evasién de la vigilancia por parte de las células NK, lo que seria potenciado por IL-10.
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8. CONCLUSIONES

o MICA y MICB se encuentran agrupados, en el interior de las células de melanoma,
preferentemente en el RE. Ademas, ambos ligandos se encuentran presentes en el nucleo.

o Mediante IP se observa que MICA y MICB tienen un patrén de migracion de doble banda,
ademas de una tercera banda de bastante menor tamafo. Esta ultima podria tratarse de sMIC, que
podria estar siendo generado en el interior de la célula como forma complementaria al liberado desde la
superficie por efecto de metaloproteinasas.

. Crt interactia con MICA y MICB en el interior de las células de melanoma, interaccién que
también se produce en el nacleo. Al realizar un ensayo de IP, se detecta que Crt inmunoprecipita con la

segunda banda de menor PM de MICA.

J MICA y MICB interactuan con ERp57 y Cnx, por lo cual la interaccién con Crt se produce
probablemente dentro del complejo de chaperonas Cnx-Cnx-ERp57.

J Por IF no se detecta que IL-10 afecte la distribucién celular de MICA y MICB.
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