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RESUMEN

Las células dendriticas (DC) son consideradas centrales en la respuesta inmune ya
que son las uUnicas capaces de activar células T virgenes e iniciar una respuesta
inmune primaria. Las células presentadoras de antigeno (APC) mas eficientes del
sistema inmune son las DC, las cuales se especializan en capturar y procesar
antigenos para luego presentarlos, en los 6rganos linfoides secundarios, a los linfocitos
T (LT). Un grupo de estos LT (LT CD4) tiene un rol fundamental en la respuesta
inmune humoral ya que su interaccion con los linfocitos B (LB) desencadena la
produccién de anticuerpos.

Estas caracteristicas de las DC han hecho que sean usadas para generar inmunidad
especifica contra melanomas, infecciones virales y como co-adyuvantes in vivo para
producir activacion especifica de linfocitos T y B.

En esta tesis se utilizaron CDs para aumentar la respuesta inmune mediada por células
B contra una proteina poco inmunogénica. Para esto se eligié una proteina en estudio
en el laboratorio y que es de gran relevancia en el contexto del sistema inmune, CIITA,
el transactivador del complejo principal de histocompatibilidad de clase Il (MHC II),
proteina contra la cual ha sido extremadamente dificil producir anticuerpos.

Los resultados obtenidos muestran que al comparar distintos protocolos de
inmunizacion, solo las CDs cargadas in vitro con |a proteina recombinante son capaces
de producir un alto titulo de anticuerpos contra CIITA. Ademas, aunque al realizar
fusiones para generar anticuerpos monoclonales siempre se obtuvieron hibridomas,
independiente del sistema utilizado para inmunizar los ratones, sélo la inmunizacion
con CDs generd hibridomas productores de anticuerpos que reconocen la proteina

CIITA.



En base a estos datos se plantea la utilizacion de DC como adyuvante para una
inmunizacién eficaz en la producciéon de anticuerpos monoclonales contra antigenos

poco inmunogénicos.



ABSTRACT

Dendritic cells (DCs) are central in the immune response since they are the only cells
able to activate naive T cells and to elicit a primary immune response. As the most
potent antigen presenting cells (APC) in the immune system, DCs specialize in the
capture and processing of antigens that will be presented to T lymphocytes (LT) as
immunogenic peptides in secondary lymphoid organs. A group of these activated LT
(LT CD4) have a fundamental role in the humoral immune response through their
interaction with B lymphocytes (LB) to unchain the production of antibodies.

For their function in the immune system, DCs have been used to generate specific
immunity against melanomas and viral infections and as adjuvants for the specific
activation T and B lymphocytes in vivo.

This thesis shows that through the use of DCs one can increase the immune response
mediated by B cells against a poor immunogenic protein. With this purpose, we chose a
protein presently in study in the laboratory that is highly relevant in the context of the
immune system, CIITA, the transactivator of the main histocompatibility complex of
class Il (MHC Il).

The results show that among the different immunization protocols used, only the use of
DCs loaded with the immunogen in vitro are able to produce a high title of antibodies
against CIITA. Also, although all fusions generated hybridromas irrespectively of the
immunization protocol, only the immunization with DCs generated hybridomas
producing antibodies capable of recognizing the CIITA protein.

Based on these data we propose the use of DCs as a method for effective
immunization for the production of monoclonal antibodies against poor immunogenic

antigens.
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1. INTRODUCCION

Los anticuerpos monoclonales (AcMos) constituyen una de las herramientas mas
versatiles y Utiles para el desarrollo de la investigacion biomédica basica, siendo
ademas actualmente esenciales en el area de diagnostico y tratamiento de distintas
patologias, las que van desde enfermedades infecciosas hasta cancer. Es por esto que
desde su descubrimiento (Koéhler y Milstein, 1975) se han desarrollado distintas
estrategias destinadas a hacer mas eficiente el proceso de produccién de anticuerpos
monoclonales.

La produccion de anticuerpos monoclonales es un proceso estandarizado que se divide
en al menos 3 etapas importantes: la inmunizacion, la fusién y la seleccion. La
inmunizacién consiste en inyectar los ratones con el antigeno de interés. En esta etapa
es importante la naturaleza y dosis del antigeno, el estado fisico en que éste se
encuentra, el numero de inmunizaciones y también la via de inoculacién
(intraperitoneal, subcutanea o intravenosa). Una vez que se ha inducido en los ratones
una respuesta inmune humoral importante contra el antigeno de interés, se procede a
la segunda etapa que corresponde a la fusién. Esta consiste en generar hibridos entre
linfocitos de bazo del ratén inmune con células de mieloma murino, adquiriendo estos
hibridos caracteristicas de ambas lineas parentales. De las células del bazo (linfocitos
B) adquieren la capacidad de producir anticuerpos (el mismo anticuerpo que produce la
célula B original), mientras que de la célula de mieloma obtienen la capacidad de
dividirse indefinidamente (inmortalidad). Estos hibridos se llaman hibridomas. El
método de fusion celular se ha estandarizado y depende en gran parte de la habilidad
del experimentador para llevar a cabo el proceso. En esta etapa es importante la

capacidad del suero fetal para soportar el crecimiento clonal de los hibridos. Por lo



tanto es muy importante la preseleccion del suero para inducir la produccion de
anticuerpos. Después de obtenidos los hibridomas se procede a la seleccion. Este
proceso consiste en identificar los hibridos que producen los anticuerpos que
reconocen el antigeno de interés mediante algun tipo de inmuno-ensayo (ELISA,
inmunofluorescencia, inmunoblot, etc.). El método mas adecuado de seleccion debe
ser rapido y especifico y debe considerar el uso posterior que se les dard a los
anticuerpos. Esta es una etapa laboriosa pero absolutamente controlable. Una vez
seleccionados los hibridomas de interés es necesario clonar estos hibridos para
asegurarse la seleccion de un clon unico. Los anticuerpos son obtenidos de los medios
de cultivo de los hibridomas o bien expandiendo el hibridoma in vivo para generar
liquido ascitico. Esta ultima parte del proceso generalmente no presenta
inconvenientes, aunque la estabilidad de los hibridomas no es posible de controlar.

El éxito en la produccién de los AcMos depende en gran parte del protocolo de
inmunizacion de los animales. Es asi como proteinas poco inmunogénicas, o bien muy
conservadas en la evolucion, pueden provocar una baja respuesta inmune humoral en
el animal. Entre las estrategias que existen destinadas a generar respuesta inmune
contra este tipo de antigeno se cuenta la utilizacién, como inmundgenos, de
fragmentos peptidicos de la proteina mezclado con algun adyuvante que potencie la
respuesta inmune o en su defecto el uso de péptidos pequefios, propios del antigeno
de interés, acoplados a proteinas altamente inmunogénicas (por ejemplo KLH o BSA).
Numerosas han sido las estrategias desarrolladas para solucionar el problema de la
poca inmunogenicidad de algunos antigenos, sin embargo existen casos en que
persisten los problemas para generar los anticuerpos monoclonales. Un caso concreto

ocurre con la proteina CIITA, el transactivador de las moléculas del complejo principal



de histocompatibilidad de clase || (MHC-II), contra la cual el proceso de desarrollo de
AcMos ha resultado muy dificil.

Uno de los problemas centrales de la inmunologia es entender los mecanismos que
regulan la expresidén de las moléculas de MHC-II, las cuales estan encargadas de
presentar los antigenos a los LT de ayuda. ClITA es un factor esencial para la
expresién de las moléculas MHC-II que actua a nivel transcripcional. Originalmente
CIITA fue identificado hace ya una década (Steimle y col.,, 1993) en experimentos de
complementacién con lineas celulares provenientes de pacientes que presentaban el
sindrome de linfocito desnudo o BLS (“Bare Lymphocyte Sindrome®). En esta
enfermedad, los pacientes manifiestan deficiencias inmunolégicas severas debido a la
carencia en la expresién de MHC-II tanto constitutiva como inducible. En lineas
celulares provenientes de un grupo de pacientes BLS se descubrid que la introduccion
de CIITA induce la expresion de los genes del MHC-II (Bradley y col., 1997; Chang y
col., 1994; Chin y col., 1994; Steimle y col., 1994). Actualmente CIITA es considerado
el gen maestro de la expresion de las moléculas MHC-II. El gen que codifica para
ClITA ha sido completamente secuenciado y se conoce su regulacién a nivel
transcripcional. La proteina CIITA es codificada por un gen con caracteristicas muy
particulares ya que posee varios sitios diferentes de iniciacién de la transcripcion con
caracteristicas funcionales distintas. Existen tres promotores, utilizados por diferentes
tipos celulares, que promoverian la expresion de 3 isoformas de CIITA de distinto
tamano. Las células dendriticas usan principalmente el promotor |, lo que generaria
una proteina de 1235 aa, los linfocitos B utilizan el promotor Ill, generando una
proteina de 1130 aa, en cambio las células inducidas por IFN-y inducirian una
isoforma de 1106 aa, derivada del promotor IV, que es comun para todas las isoformas

de CIITA (Lennon y col., 1997; Muhlethaler-Mottet y col., 1997; Barbieri y col., 2002).



CIITA ha sido bien caracterizado a nivel genético, pero a nivel de la proteina los
avances han sido menores debido principalmente a la dificultad de producir anticuerpos
contra esta proteina.

La generacion de AcMos anti-CIITA es de gran importancia debido a que éstos
permitirian realizar estudios, por ejemplo, de localizacion subcelular de la proteina,
analisis de expresion celular en células normales y mutantes para la expresion de
CIITA asi como estudios de modificacién postraduccional de la misma, entre otros.
Nuestro laboratorio ha hecho numerosos intentos para producir anticuerpos
monoclonales contra CIITA. Las dificultades para generar dichos anticuerpos radican,
en nuestra experiencia, principalmente debido a la baja inmunogenicidad de CIITA, lo
gue probablemente se debe a que es una proteina intracelular muy conservada entre
especies, teniéndose entre humanos y ratones un 75% de homologia y un 67% de
identidad. Ademas CIITA es un factor de transcripcion que esta presente en muy bajas
cantidades en las células, lo que hace dificil el disefio de un método de seleccién de
los anticuerpos. En este trabajo empleamos un método alternativo para mejorar el
protocolo de inmunizaciéon, y de esta manera logramos generar anticuerpos
monoclonales contra CIITA. La novedad del método consiste en utilizar células
dendriticas (CDs) aisladas y cargadas in vitro con CIITA, las cuales se reinfunden en
los animales estimulando de esta forma mas eficientemente el sistema inmune del
raton.

Las CDs, iniciadoras y moduladoras de la respuesta inmune, son las Unicas capaces
de estimular a los linfocitos T virgenes en una respuesta primaria (Thery y Amigorena,
2001). Ellas constituyen un grupo heterogéneo de células que se encuentran en los
organos linfoides secundarios y en la periferia, en distintos estadios de diferenciacién y

maduracién. Estas células ejercen un rol central en el sistema inmune regulando la



actividad de los linfocitos B y T, encargados de la respuesta humoral y celular
respectivamente. Las CDs tienen dos propiedades fundamentales que son procesar y
presentar antigenos, dependiendo ambas de su estado de madurez. Las CDs
inmaduras se ubican preferentemente en la periferia donde captan y procesan
antigenos eficientemente, pero son malas presentadoras de antigeno debido a la baja
expresion de las moléculas MHC. En cambio las CDs maduras, que se ubican en los
organos linfoides secundarios, son excelentes células presentadoras, pero captan y
procesan antigenos deficientemente (Banchereau y col., 2000).

El desarrollo de la respuesta inmune primaria ocurre en los oérganos linfoides
secundarios, donde los linfocitos T son estimulados mediante la presentacién del
antigeno por las células encargadas de la presentacién antigénica, muy probablemente
CDs. Las CDs activan a los 2 tipos principales de células T: los linfocitos T CD8+y T
CD4+. La activacion de los primeros se produce por la presentacion a los linfocitos de
péptidos derivados de antigenos intracelulares en las moléculas de MHC de clase |, lo
cual lleva al desarrollo de una actividad citotdxica por parte de los linfocitos T CD8+
sobre células blanco, lo que forma parte de la llamada respuesta inmune celular. Por
otra parte, la activacion de las células T CD4+ se produce principalmente por la
presentacion de péptidos derivados de antigenos extracelulares en las moléculas MHC
de clase Il. Los linfocitos se diferencian y secretan patrones particulares de citoquinas,
dependiendo en gran parte del antigeno que inicié la respuesta, provocando, entre
otras cosas, la activacion de los linfocitos B y la produccién de anticuerpos.

Por otra parte, las CDs han sido ampliamente utilizadas para estimular inmunidad
contra enfermedades que van desde infecciones virales hasta cancer. Se ha sefialado
también que las CDs se podrian comportar como un adyuvante fisiologico en el

desarrolio de una respuesta inmune humoral (Sornasse y col., 1992). En este trabajo



se demostré que la inmunizacion con CDs purificadas, pulsadas con antigenos
solubles, es mas eficiente que la inyeccién del antigeno en presencia de adyuvantes.
Existen evidencias de que la expansién de las CDs in vivo en ratones, mediante
tratamiento con FIt3-L, puede aumentar la respuesta humoral contra determinados
antigenos en comparaciéon con métodos que incluyen coadyuvantes téxicos (Pulendran
y col., 1998), aunque esto no evita los problemas limitantes de la respuesta inmune in
vivo, como son la tolerancia o la baja respuesta inmune contra ciertas proteinas,
limitandose a ser un adyuvante natural no téxico. Por lo demas, otros trabajos sefialan
que esta expansion de CDs podria ser también inductora de tolerancia en la respuesta
humoral (Viney y col., 1998).

Sobre la base de estos antecedentes postulamos que para el caso de proteinas poco
inmunogeénicas, como es ClITA, la inmunizacién con células dendriticas cargadas ex
vivo con la proteina induciria una mejor respuesta inmune humoral contra ésta. Este

protocolo de inmunizacién podria ser usado para producir anticuerpos monoclonales.



HIPOTESIS

Células dendriticas purificadas cargadas con una proteina soluble pueden ser
usadas para inmunizar ratones con una proteina poco inmunogénica mejorando la

eficiencia de la inmunizacion y la generacién de hibridomas especificos.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un metodo de inmunizacién para la obtencion de anticuerpos
monoclonales contra proteinas poco inmunogénicas como el transactivador CIITA

humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Comparar los sueros de ratones inmunizados con células dendriticas pulsadas
con fragmentos de la proteina CIITA humana recombinante, con los sueros de

ratones inmunizados por métodos tradicionales.
II.  Producir hibridomas contra CIITA.

lll. Analizar la reactividad de anticuerpos monoclonales anti-CIITA mediante varios

ensayos inmunoldgicos.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Produccion y purificacion de proteinas de fusion.

Dos fragmentos del cDNA de C//ITA humano se subclonaron en el vector de expresion
bacteriano pRSETC (Invitrogen, Life technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.). La regién
media que codifica para los aminoacidos 465-795 (CIITA M) fue clonada directamente
cortando desde un vector preexistente que contenia el cDNA de CIITA (Steimle y col.,
1993) con la enzima Pst | y pegando en el sitio Pst | del vector pPRSETC. La orientacién
del inserto fue verificada usando PCR. El fragmento carboxilo terminal correspondiente
a los aminoacidos 977-1130 (CIITA CT) se clon6é amplificando una regién del cDNA de
ClHITA usando los partidores 5 GGGAAAGCTTGTGCAGACTC 3° sentido y 5°
TTGCAGTGAATTCAGATCGCACCACT 3" antisentido, este Ultimo conteniendo un sitio
de restriccion para la enzima Eco RI. El fragmento amplificado se digiri6 con las
enzimas de restriccion Bam Hl y Eco Rl y se clond en los correspondientes sitios de
corte del vector de expresion. Ambos vectores clonados se introdujeron en la cepa E.
coli BL21(DE3) pLysS. La expresion de los fragmentos de las proteinas de fusion se
indujo con 1 mM isopropil-B-D(-)-tiogalactopiranosido (IPTG) por 2-3 horas a 37°C.
Después de centrifugar a 3.000g x 15 minutos a 4°C las células obtenidas se
resuspendieron en buffer guanidinio (clorhidrato de guanidinio 6 M, Na,PO, 20 mM,
NaCl 500mM) pH 7.8 equilibrado a 37°C y se sonicaron con 3 pulsos de 30 segundos a
maxima intensidad (Sonicator® Ultrasonic Processor, Misonix, Farmingdale, NY,
EE.UU.). Las proteinas de fusién de la fase soluble se purificaron con el Xpress™
System Protein Purification kit (Invitrogen, Life technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.)

como indica el fabricante. La concentracion de proteinas se midié mediante la reaccidn



de Bradford (Bio-Rad, Hércules, EE.UU.) y se observd la pureza de las mismas en

geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturantes.

2.2 Transfecciones

El gen completo de CI/ITA fue subclonado desde un vector preexistente en el
laboratorio que contenia el cDNA de CIITA (Steimle y col., 1993) el cual se corté con
las enzimas de restriccion Eco Rl y Xba | e insertd en el vector de expresidén en
mamiferos pFLAG (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Posteriormente, células Cos7 se
transfectaron con el vector de expresion que codifica para CIITA (Cos Flag-ClITA) o
con el vector vacio (Cos Flag), por medio de electroporaciéon (450 mV, 960 uF), con un
Pulse Controller Plus (Bio-Rad, Hércules, EE.UU.) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

2.3 Aislamiento de células dendriticas desde bazos de ratones BALB/c.

Las celulas dendriticas fueron aisladas desde bazos de ratones BALB/c siguiendo un
protocolo previamente descrito (Ruedl y col., 1996; Iwasaki y Kelsall, 1999). Para
obtener una expansion de CDs ratones BALB/c de entre 8-16 semanas se inyectaron
subcutaneamente en el lomo con 1x10” células de la linea celular de melanoma murino
B16 transfectadas con el gen de la citoquina FIt3-L (proporcionadas por el Dr. Hidde
Ploegh, Harvard Medical School, Boston, EE.UU.) (Shi y col., 1999). Dos semanas mas
tarde, cuando el tamario del tumor era de £ 2 cm, se aislaron los bazos y las células se
disgregaron e incubaron durante 45 minutos a 37°C con agitacién suave en presencia
de 1200 UM/ml Colagenasa-D (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania) + 400

UK/mI DNAsa-I (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania) en 5 ml de volumen final



de IMDM + 10% FBS (GIBCO BRL, Life Technologies, Bethesda, MD, EE.UU.),
suplementado con 100 U/ml de penicilina y 100 upg/ml de estreptomicina.
Posteriormente el tejido se pasd a través de una malla metélica (90um) (Thomas
Scientific, EE.UU.), y las células obtenidas se centrifugaron a 200 x g por 10 minutos a
temperatura ambiente. La suspension celular se enriquecié en células dendriticas
utilizando una gradiente de iodixanol. Para esto las células se resuspendieron en 3 ml
de 17% iodixanol (Optiprep® Sigma, St Louis, EE.UU.) en HBSS sin Ca++/Mg++
(d=1,100 g/ml), sobre estas se agregaron 5 ml de 12% iodixanol preparado en una
solucion de NaCl 0,88% p/v + 1 mM EDTA + 10 mM Eles + 0.5% BSA, pH 7,2-7.4
(d=1,068 g/ml), y finalmente se agregaron 2 ml de HBSS sin Ca++/Mg++. La gradiente
se centrifugd a 600 x g por 15 min (20 °C, con aceleracion y desaceleracion lenta) y
posteriormente se recupero la interfase de baja densidad (12% Optiprep-HBSS).
Finalizado esto, las células fueron lavadas 2 veces con verseno + 5% FCS (Buffer
Macs) a 4°C, y luego incubadas con microesferas anti-CD11¢ (clon N418) (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) (50 uL/10° MNC en 500 L de buffer Macs) por
10 min a 4°C con agitacidn rotatoria (Clausen, Waldburgery col. 1998). Posteriormente,
las celulas se lavaron una vez mas con buffer Macs y se resuspenderon a una
concentracién de 10° MNC por 1 ml de buffer Macs y aisladas usando un magneto
(VarioMACS®) y columnas de seleccién positiva de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). Finalmente, se recuperd la
fraccion positiva, la que contenia las CDs con una pureza no inferior al 95% medida

como el porcentaje de células CD11c+ por citometria de flujo.
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2.4 Citometria de Flujo

La pureza y estado de madurez de las CDs fue verificada por citometria de flujo. Para
esto las CDs recién aisladas se incubaron con distintas combinaciones de anticuerpos
conjugados directamente a fluorocromos diluidos en DMEM + 2% FBS durante 30 min
a 4°C en la oscuridad. Todos los anticuerpos se usaron a las diluciones apropiadas, las
que fueron determinadas previamente por citometria de flujo. Después de la incubacién
con los anticuerpos las células se lavaron con PBS + 2% FCS y se resuspendieron en
esta misma solucién para posterior analisis en un citémetro de flujo FACScan (Becton
& Dickinson, San Diego, CA, EE.UU.) utilizando el programa CELLQUEST (Becton &
Dickinson, San Diego, CA, EE.UU.). En todos los experimentos se utilizaron los
controles de isotipo correspondientes. Los andlisis fueron hechos restringiendo los

resultados sélo a las células vivas.

2.5 Acoplamiento de péptido de CIITA a BSA y Blue Carrier®.

Se mezclaron 1mg de péptido ("°GEIKDKELPQYLALTR™") con 1mg de proteina
carrier (BSA o Blue Carrier®) disuelta en agua destilada, enseguida se agregaron
400uL de buffer citrato de sodio (0.05M, pH 6,5), 8 uL de glutaraldehido (concentracion
final 0.1% p/v) y agua hasta completar 2 ml. La mezcla se incubdé por 1 hora a
temperatura ambiente en la oscuridad. Después de la incubaciéon se dializé la mezcla
contra PBS por 1 hora a 4°C, proceso que se repitid 4 veces. Para calcular la eficiencia
de acoplamiento entre la proteina y el péptido se midié la concentracién final de
proteina. Dado que se mezcld 1 mg de péptido con 1 mg de proteina portadora en un

total de 2 ml de buffer, si el acoplamiento fue exitoso y todo el péptido se unié a la

proteina, se espera una concentracion final de 1 mg/ml. Los resultados indican que la

#n 30 1N
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concentracion final luego del acoplamiento fue cercana a 1mg/ml determinada
mediante la reaccion de Bradford (Bio-Rad, Hercules, EE.UU.), lo que indica que la
eficiencia de la reaccion de union del péptido con la proteina portadora fue cercana al

100% (datos no mostrados).

2.6 Inmunizaciones

2.6.1 Inmunizacion Convencional.

Esta inmunizacién consistié en inyectar intraperitonealmente una emulsiéon preparada
con 50 pg de CIITA M, CIITA CT o 100 pg de la mezcla de proteinas recombinantes en
un volumen total de 100uL de PBS emulsionado con 100uL de adyuvante completo de
Freund (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, EE.UU.). Una semana mas tarde la
misma mezcla de proteina emulsionada fue administrada como refuerzo a todos los
ratones, proceso que fue repetido una segunda vez. Luego de las inmunizaciones de
refuerzo los ratones se sangraron y sus sueros se analizaron por ELISA para

determinar la reactividad contra la proteina.

2.6.2 Inmunizacion con CDs.

Dos millones de CDs purificadas de bazo de ratones BALB/c se pulsaron por un
periodo de 3 hr a 37°C con una concentracion final de 2.5 mM de proteina CIITA M,
CIITA CT o una mezcla equimolar de ambas (concentraciéon final de 5 mM). Las CDs
tratadas de esta manera se dice que fueron pulsadas o cargadas con la proteina ya
que las CDs tienen la capacidad de endocitar proteinas extracelulares. Posteriormente
las células se lavaron 2 veces con buffer fosfato salino (PBS) y las células se

resuspendieron en 200uL de PBS estéril para luego ser inyectado en forma
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intravenosa. En todos los protocolos de inmunizacion se utilizaron ratones BALB/c de
entre 6 y 8 semanas de edad. Para la inmunizacién con CDs se inyectaron las CDs
cargadas con el antigeno por via intravenosa. Al mismo tiempo se inyecto
intraperitonealmente una emulsion preparada con 50 ug de CITA M, CIITA CT o 100
ug de la mezcla en partes iguales de proteinas recombinantes en un volumen total de
100 puL de PBS emulsionado con 100 pL de adyuvante completo de Freund (Sigma
Chemical CO, St. Louis, MO, EE.UU.). Como control un grupo de ratones se inyecté
sélo intraperitonealmente con la proteina emulsionada. Una semana mas tarde la
misma mezcla de proteina emulsionada fue administrada como refuerzo a todos los
ratones, proceso que fue repetido una segunda vez. Los ratones que fueron escogidos
para preparar anticuerpos monoclonales recibieron una dosis suplementaria de 25 ug
de la proteina de fusidn, la cual fue administrada en forma intravenosa 3 dias antes de

realizar la fusion.

2.6.3 Inmunizacion Genética.

En el caso de las inmunizaciones genéticas el protocolo consistio en administrar
intramuscularmente 50 pg de un plasmidio de expresion para células eucariontes que
codifica para la proteina ClIITA humana completa. Para ello el DNA plasmidial se diluyo
en 100 pl de PBS, adiministrandose 50 pl de la solucion en cada pata trasera del raton.
Ademas de la inyeccidén de este plasmidio se administraron, al mismo tiempo y en la
misma mezcla en que se inyecté el plasmidio codificante de CIITA, 50 ug de un
plasmidio que codifica para GM-CSF. Se utilizaron en total 3 plasmidios distintos
(PIRES-CIITA, pCMV Tag2a-CIITA, pcDNA 3.1 His-B-CIITA), todos conteniendo el gen
completo de CIITA. Cada 7 dias se administraron inyecciones de refuerzo con las

mismas cantidades de plasmidios con que se inmunizo inicialmente. Al cabo de 2 de
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estas inmunizaciones de refuerzo los ratones se sangraron y sus sueros se analizaron
por ELISA para ver la especificidad contra la proteina. La lista de los plasmidios

utilizados se resume en la tabla 1.

2.7 Fusiones

Tres dias después de la ultima inyeccién de refuerzo se aislarcn las células del bazo
de los ratones inmunizados. Para ello las células de bazo se disgregaron por medio de
una malla metdlica tras lo cual se realizé la lisis de los glébulos rojos presentes
incubando 5 min en presencia de tampoén de lisis de globulos rojos (NH,Cl 0,15 M,
KHCO; 10 mM, Na,EDTA 0,1 mM, pH 7,2 — 7,4) y centrifugando 300 x g por 5 min a
temperatura ambiente. Una vez realizada esta lisis se recuperaron alrededor de 2 x 10°
células, las cuales se mezclaron con células del mieloma murino NSO/2 en proporcion
5:1. La mezcla de células se lavo una vez con 10 ml de RPMI a 1.200 rpm por 7 min.
Se elimind el sobrenadante y las células se centrifugaron por 2 min a 1.200 rpm para
retirar cualquier resto de medio y no diluir el PEG (PEG 4000, Sigma Chemical CO, St.
Louis, MO, EE.UU.). Se soltaron las células resultantes golpeando el tubo suavemente
en repetidas oportunidades y luego se agregé gota a gota, en un periodo de tiempo de
1 min y en agitacion, 0.5 ml de una solucion de polietilen glicol 50% preparado en
medio RPMI sin suero previamente entibiado a 37 °C. Se agité por 90 seg a 37 °C tras
lo cual se agreg6 1 ml de medio RPMI, agitando por 30 seg, a temperatura ambiente.
Luego 3 ml de RPMI, agitando por 30 seg, a temperatura ambiente y finalmente 16 ml
de RPMI, agitando por 60 seg, a temperatura ambiente. Se dejé reposar 5 min y se
completd a un volumen final de 40 ml con RPMI sin suero. La suspension se

centrifugé 7 min a 1.200 rpm y se resuspendieron las células suavemente en 10 ml de
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Plasmidio Inserto Tamano (kh) | Dosis intramuscular
pIRES CIITA 6.1 50 pg
pCMV Tag 2A CIITA 4.3 50 ug
_pcDNA 3.1 His B CIITA 5.5 50 pg
pcDNA 3.1 GM-CSF 55 50 g

Tabla 1.

Plasmidios utilizados para la inmunizacion genética.

Los plasmidios utilizados para la expresion estable de CIHITA y GM-CSF se muestran
en la tabla. El gen de CIITA utilizado en estos constructos fue clonado a partir de un
vector preexistente (Steimle y col., 1993) y corresponde a la isoforma proveniente del

promotor 3. El factor GM-CSF se administré como adyuvante de la respuesta inmune
(Donacién del Dr. Rosario Billetta, ICBM).
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medio selectivo que contenia RPMI + 10% FBS e hipoxantina, aminopterina y timidina
(HAT) (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, EE.UU.). En seguida se completé a 250 ml
de medio selectivo y la suspensién de células se distribuy6 en 12 placas de 96 pozos

de fondo plano (FALCON, Becton & Dickinson, San Diego, CA, EE.UU.).

2.8 Seleccion de hibridomas.

La seleccion se realizé en 2 etapas. En una primera seleccion se utilizé la técnica de
ELISA, segun se describe mas adelante. Enseguida los hibridomas seleccionados se
ensayaron por inmunoblot para determinar la capacidad de los anticuerpos para

reconocer la proteina CIITA expresada en forma transiente en células cos7.

2.8.1 ELISA

Para la realizacion de los ensayos de ELISA, cada pozo de una placa immuno-plate
maxisorp F96 (Nunc, Naperville, IL, EE.UU.) se cubrié con 100 L de una solucién de 6
g de proteina recombinante (CIITA M o CT) diluida en 10 ml de coating buffer
(NaHCO; 0.33 M, Na,CO; 0.66 M, pH 9.5). El antigeno se incubé toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente el antigeno no unido a la placa fue retirado y los sitios libres de la placa
se bloguearon por 1 hora a temperatura ambiente con una solucion de PBS + 0.1%
Tween 20 (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, EE.UU.) que denominamos en
adelante PBST. Luego del bloqueo se agregd a cada pocillo 50 uL de sobrenadante de
cultivo de los hibridomas y se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se lavd la placa 3 veces con PBST y se agregd a cada pozo
100 pL de anticuerpo de cabra anti-lg de ratdn conjugado con peroxidasa (BD
PharMingen, San Diego, CA, EE.UU.), diluido 1:1.000. Se incub6é a temperatura

ambiente por 1y se lavd 3 veces con PBST y 2 veces con agua destilada. La placa fue
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entonces incubada con 100 pL de substrato reactivo proveniente del kit TMB Substrate
Reagent Set (BD PharMingen, San Diego, CA, EE.UU.) que reacciona con la
peroxidasa dando una solucién coloreada. La reaccidén se detuvo después de
transcurridos 20 minutos agregando 50 L de H.PO, 1 M. La coloracién del ensayo de
ELISA fue cuantificada midiendo la absorbancia a 450 nm en un espectrofotometro
Emax Precission Microplate Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, California,
EE.UU.). La seleccién de los hibridomas de interés se hizo escogiendo aquellos en los
cuales el sobrenadante reconocia CIITA M o CIITA CT pero no ambas proteinas. De
este modo nos aseguramos que los anticuerpos no estaban reconociendo el fragmento
histidina mas otros aminoacidos adicionales que forman parte del sistema de

expresion.

2.8.2 Inmunoblot

Para realizar los ensayos de inmunoblot se lisaron las células Cos7 transfectadas en
forma transiente con CIITA o con el plasmidio sin inserto en un buffer de lisis completo
(10 mM hepes pH 7.9, 400 mM NaCl, 1.5 mM MgCL,, 0.1 mM EGTA, 5% glicerol y
0.5% NP40). El extracto total de proteinas obtenidas se centrifugd a 12.000 rom por 30
min a 4°C. Se recuperdé el sobrenadante y se cuantificé usando el kit DC Protein Assay
(Bio-Rad Hercules, EE.UU.} siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente
20 ug de los extractos celulares diluidos en buffer de muestra 5X caliente (Tris HCI pH
6.8 0.156 M, SDS 6.25%, 2-Beta MercaptoEtanol 12.5%, Glicerol 25% y azul de
bromofenol 0.05%) se hirvieron por 5 minutos a 100°C para luego ser cargados en un
gel de acrilamida al 6%. Luego de la electroforesis las proteinas del gel se transfirieron
desde el gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad Hercules,

EEUU.), se realizd por 2 horas a 100 V constantes en buffer de transferencia (Metanol
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20%, Tris 25 mM Glicina 0.2 M). Posteriormente se bloguearon los sitios libres con
PBST + 5% leche descremada por 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a
4°C. Una vez blogueada la membrana se corto en tiras, y cada una se incubd por 1
hora a temperatura ambiente con los sobrenadantes de los hibridomas sin diluir o un
anticuerpo anti-Flag diluido 1:8.000, el que fue utilizado como control positivo del
experimento. Luego de lavar las tiras 3 veces por 10 minutos con PBST, se incubé con
un anticuerpo policlonal de oveja acoplado con peroxidasa (Amersham Biosciences
AB, Little Chalfont .BuCkinghamshire, UK) a una dilucion 1:10.000 en PBST + 5% leche
descremada. La membrana se lavd para eliminar el anticuerpo libre y posteriormente
fue revelada en la oscuridad con un kit ECL Plus (Amersham Biosciences AB, Little

Chalfont Buckinghamshire, UK) siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.9 Subclonamiento de los Hibridomas.

Con el objeto de asegurarnos de que los anticuerpos obtenidos provienen de una sola
colonia, y también para seleccionar clones estables, los hibridomas seleccionados se
subclonaron. Para esto cada hibridoma escogido se crecié hasta obtener al menos
0.1x10° células. Se contaron las células al menos en 5 diluciones independientes de
modo de obtener un recuento preciso y posteriormente se diluyeron a una
concentracién final de 100 células por 20 ml de medio RPMI + 10% FCS y se
distribuyeron 200 yL por pozo en una placa de cultivo de 96 pozos con fondo plano. Al
cabo de 2 semanas los sobrenadantes de las colonias Unicas (determinado por
inspeccion en el microscopio) se ensayaron por ELISA y los hibridomas positivos

ensayados por western blot de modo de confirmar la especificidad hacia CIITA.
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2.10 Inmunoprecipitaciones
Los extractos proteicos para los experimentos de inmunoprecipitacion se prepararon de
la misma manera a la descrita en 2.8.2. Para detectar CIITA enddgeno se utilizaron 5
mg de proteina de extracto por cada experimento. Para detectar la proteina en células
Cos7 transfectadas transientemente sélo 150 pug de extracto fueron necesarios. En
todos estos experimentos al extracto proteico se le agregé un coctel de inhibidores de
proteasas consistente en (DTT 1 mM, PMSF 0.4 mM, Aprotinina 3 pg/ml, Leupeptina 3
hug/ml, Pepstatina 0.5 ug/ml) y para eliminar proteinas que se unen en forma
inespecifica a la proteina G los extractos proteicos se incubaron por 1 hora a 4°C con 5
UL de suero normal de conejo mas de 25 yL de proteina G 50% en PBS (Amersham
Biosciences AB, Uppsla, Suecia). Una vez transcurrido este tiempo se centrifugé el
extracto celular a 8.000 RPM por 5 minutos y se recuperé el sobrenadante, el cual se
incubd con 5 pL del anticuerpo de interés (suero o liquido ascitico) toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente se agregaron 20 pL de proteina G 50% preparada en PBS y se incubo
por 30 min a 4°C con agitacién. Transcurrido el tiempo se lavd 4 veces con buffer de
lisis completo, pero sin glicerol, centrifugando cada vez a 8.000 rpm por 8 min. Se
realizo un lavado final con PBS, se descarto la fraccién soluble y el inmunoprecipitado
se hirvié con buffer de muestra 5X por 5 min a 100°C. Después de hervir las muestras,
estas fueron centrifugadas a 8.000 rpm por 5 min para luego recuperar el sobrenadante
y cargarlo en geles de acrilamida al 6%. Las proteinas se transfirieron a nitrocelulosa y

el western blot se desarrollé siguiendo el protocolo descrito en la seccién 2.8.2.
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3. RESULTADOS

3.1 Preparacion de proteinas de fusion.

Para realizar las inmunizaciones se prepararon dos proteinas de fusién pertenecientes
a la region media (CIITA M) y carboxilo terminal (CIITA CT) de la proteina CIITA las
cuales fueron clonadas en el vector pHisB. Se usaron 2 fragmentos de la proteina
CIITA de modo de generar anticuerpos contra distintas regiones de la misma pero
ademas esto nos permitio disponer de un método especifico de seleccion de los
hibridomas. En la figura 1 se muestra un esquema de la ubicacién de los fragmentos

recombinantes producidos en el contexto de la proteina CIITA completa.

3.2 Aislamiento de CDs desde el bazo de ratones BALB/c.

Para la inmunizacién de ratones con CDs, éstas se aislaron a partir de bazos de
ratones BALB/c. Como la cantidad de CDs presentes normalmente en los distintos
tejidos es muy baja, éstas fueron expandidas in vivo utilizando un factor de crecimiento
de CDs, Flt3-ligando (FL), el que induce una proliferacién masiva de las DC maduras.
El posterior aislamiento se llevé a cabo mediante seleccién positiva con MACS anti-
CD11c (ver Materiales y Métodos).

La figura 2 muestra un analisis por citometria de flujo de la pureza y el estado de
madurez de las CDs aisladas de bazo de ratones BALB/c. La pureza es cercana al
95%, medida como porcentaje de células CD11c” y es representativa de todos los
aislamientos realizados. La figura muestra que la expresion de MHC-Il en las CDs
aisladas es heterogénea, lo que implica que las CDs se encuentran en distintos

estados de madurez. Cabe notar que la escala de fluorescencia es logaritmica y que
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por lo tanto se encuentran células con media de fluorescencia entre 100 y 1000

unidades arbitrarias para la expresién de MHC-II.
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Figura 1.

Esquema de las isoformas teéricas de CIITA y fragmentos recombinantes
utilizados.

En la figura A se muestran las isoformas teéricas de CITA generadas a partir de los tres
promotores de la proteina. La forma principal generada a partir del promotor 1 (P1) tiene un
largo de 1235 aa y se expresa en CDs, la generada a partir del promotor 2 (P2) esde 1130 aa y
se expresa en linfocitos T y B, y la generada a partir del promotor 4 (P4) tiene un largo de 1106
aa y se expresa en varios tipos celulares después de tratarlos con IFNy. En B se muestran los
fragmentos recombinantes utilizados para la generacion de los anticuerpos monoclonales anti-
CIITA. La region media de la proteina CHTA, con un largo de 321 aa y la regién carboxilo
terminal de CIITA, con un largo de 153 aa.
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Figura 2.

Caracterizacién de las CDs aisladas de bazo de ratones BALBI/c.

Células dendriticas aisladas desde el bazo de ratones BALB/c mediante seleccion positiva con
microesferas magnéticas CD11¢’ fueron analizadas mediante citometria de flujo. Las células se
tiieron con CD11c para verificar la pureza y con un anticuerpo anti-MHC-II (I-A/-E FIT C) para
determinar el estado de madurez. En A se muestra que la pureza de las CDs recién aisladas
(células CD11c”) es superior al 95% (86.5% + 10%), valor representativo de todos los aislamientos
realizados. Por otra parte se aprecia entre las CDs una distribucién heterogénea de las moléculas
de clase Il (I-A/I-E), lo que advierte sobre la presencia de células en distintos estados de madurez.
En B se muestran los controles de isotipo correspondientes a los anticuerpos usados en A. El
porcentaje de células se presenta en cada cuadrante.
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3.3 Comparacion de la respuesta inmune humoral anti-CIITA en ratones

inmunizados por diferentes métodos.

Se usaron varios métodos de inmunizacion para inmunizar los ratones, los que
comprenden métodos tradicionales, inmunizacién genética e inmunizacién con células
dendriticas cargadas in vitro con la proteina de fusion de CIITA.

Los sueros se analizaron por ELISA y western blot.

3.3.1 Comparacion de los sueros de ratones inmunizados con células

dendriticas con aquellos producidos por inmunizacién tradicional.

En la figura 3 se muestran los resultados obtenidos cuando se us6é como inmunégeno una
mezcla de las proteinas de fusion CIITA-M y CIITA-CT para pulsar las células dendriticas
o0 bien para ser emulsionadas en adyuvante completo de Freund. La Unica diferencia en
los protocolos de inmunizaciéon consistid en la inyeccion intravenosa adicional de CDs
pulsadas con la proteina de fusion a uno de los grupos de ratones. En esta figura se
muestra que despueés de 2 inyecciones de refuerzo los sueros de los ratones inmunizados
con CDs ﬁresentan un titulo de anticuerpos contra CIITA notablemente mayor que los

sueros de los ratones inmunizados solo intraperitonealmente con la proteina.
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Figura 3.

Comparacion por ELISA de sueros de ratones inmunizados con CDs o por los
métodos tradicionales.

En la figura se muestran los resultados de ensayos de ELISA de los sueros de ratones
inmunizados con el método fradicional versus los inmunizados con las CDs pulsadas con la
mezcla de proteinas recombinantes (CIITA M y CT). Después de 2 desafios intraperitoneales
con la mezcla de proteinas recombinantes, los sueros de los ratones inmunizados con las CDs
pulsadas (M) reconocen CIITA. Los suercs inmunes de los ratones inmunizados con las
proteinas sin CDs () presentan una baja respuesta contra la proteina. Como control se
muestra que los sueros preinmunes de ambos grupos de ratones (-DC O, +DC @) no
reconocen CIITA.
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3.3.2 Comparacion de los sueros de ratones inmunizados con células

dendriticas con aquellos producidos por inmunizacion genética.

Para corroborar la capacidad estimuladora de la respuesta inmune humoral especifica
contra CIITA se comparé la inmunizacion con CDs con la inmunizacién genética. Para
ello 3 grupos de ratones se inmunizaron con 3 plasmidios distintos que contenian el
gen completo CIITA. El protocolo consistié en inyectar los ratones intramuscularmente
cada 7 dias con los vectores que contenian el gen de CIITA. Esta inmunizacién fue
acompafada con una inyeccion, también intramuscular, de un plasmidio codificante
para el gen de GM-CSF, el que es utilizado como adyuvante para mejorar la respuesta
inmune en este tipo de inmunizaciones. Transcurridos 7 dias después del ultimo
desafio con los vectores de expresion, los ratones se sangraron y sus sueros se
ensayaron por ELISA para luego ser comparados con los sueros de ratones
inmunizados con CDs pulsadas con la mezcla de proteinas recombinantes CIITA-M y
CIITA-CT. En la figura 4 se muestran estos resultados. Para la inmunizacion genética
se muestra el resultado de solo un vector de expresion (pHIS B 2.1-CIITA), el cual es
representativo de los resultados obtenidos con los otros vectores utilizados. En la figura
se puede apreciar que solo la inmunizacién con CDs es capaz de generar una
respuesta inmune importante contra CIITA. Como controles se usaron los respectivos

SUEeros preinmunes.
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Figura 4.

Comparacion por ELISA de sueros de ratones inmunizados con CDs y con los
plasmidios.

En la figura se muestra la comparacion por ensayos de ELISA de los sueros de ratones
inmunizados genéticamente versus los inmunizados con las CDs pulsadas con la mezcla de
proteinas recombinantes (CIITA M y CT). Los sueros fueron analizados después de 2 desafios
intraperitoneales con la mezcla de proteinas recombinantes en el caso de la inmunizacién con
CDs, o con dosis intramusculares de los vectores de expresion codificantes para CIITA en el
caso de la inmunizacion genética. Sélo los sueros de los ratones inmunizados con las CDs
pulsadas (M) reconocen CIITA. Los sueros de los ratones inmunizados genéticamente (0J)
presentan una baja respuesta contra la proteina. Como control se usaron los sueros
preinmunes de ambos grupos de ratones (+DC O, genéticamente @) los cuales no reconocen
CIITA. El resultado es representativo de 3 grupos de ratones inmunizados con 3 plasmidios

distintos.
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3.3.3 Comparacion de los sueros de ratones inmunizados con CDs
cargadas con un péptido de CIITA o el péptido acoplado a una proteina

portadora.

Otros métodos de inmunizacién utilizados normalmente se basan en la utilizaciéon de
péptidos pequefios acoplados a proteinas inmunogénicas como BSA o KLH. Para esto
se acopld a hemocianina de loco (Blue Carrier®, Pierce, EE.UU.) un péptido de 16
aminoacidos perteneciente a la proteina CIITA (ver Materiales y Métodos), complejo
con el cual se inmunizaron ratones BALB/c. Otro grupo de ratones fue inmunizado con
CDs pulsadas con el péptido mas una inyeccién intraperitoneal del complejo Blue
Carrier®-péptido. Los 2 grupos de ratones recibieron dosis de refuerzo del complejo
proteico cada 7 dias y luego de 2 inyecciones se sangraron y sus sueros se analizaron
por ELISA. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5 confirmandose que los
ratones inmunizados con CDs presentan una mejor respuesta por ensayos de ELISA
contra el péptido comparado a los ratones inmunizados con el complejo Blue Carrier®-
péptido.

Para asegurarnos que la respuesta es efectivamente contra el péptido de CIITA, en los
ensayos de ELISA se utilizé el mismo péptido de CITA acoplado a otra proteina

portadora que fue BSA.
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Figura 5.

Comparacién por ELISA de sueros de ratones inmunizados con un péptido de
CIITA acoplado a una proteina portadora o cargado en CDs.

En la figura se muestran los ensayos de ELISA de los sueros de ratones inmunizados
intraperitonealmente con un complejo proteico Blue Carrier®-peptido de CIITA o, ademas de dicha
inmunizacién, con una dosis de CDs pulsadas con dicho péptido. Después de 2 desafios
intraperitoneales con el complejo Blue Carrier®-peptido sélo los sueros inmunes de los ratones
inmunizados con las CDs pulsadas (M) reconocen el péptido de CIITA (acoplado a BSA). Los
sueros inmunes de los ratones tratados sélo con inyecciones intraperitoneales ((J) no presentan
respuesta contra dicho péptido. Como control se usaron los sueros preinmunes de ambos grupos
de ratones (-DC O, +DC @) los cuales no reconocen el peptido de CIITA.
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3.4 Caracterizacion por western blot de los sueros de ratones

inmunizados con células dendriticas.

Puesto que CIITA se encuentra en muy baja cantidad en las células que lo expresan ya
sea en forma constitutiva o inducible, diseflamos como estrategia para visualizar la
proteina, la sobreexpresion de CIITA mediante experimentos de transfeccion en células
Cos7. Para controlar que efectivamente lo que se visualizd por western blot
correspondia a CIITA se usd una construccion del gen de CIITA humano fusionado a
un epitopo Flag, lo que permite visualizar CIITA con un anticuerpo anti-Flag. La
construccion Flag-ClITA se transfectdé en células Hela 7A para determinar su
funcionalidad. En la figura 6 se muestra que las células Hela 7A transfectadas con
Flag-ClITA expresan moléculas MHC-Il, lo que confirma la funcionalidad de la
construccion ya que las células Hela 7A no transfectadas o transfectadas con el vector
vacio no expresan MHC-II.

La figura 7 muestra un ensayo de western blot de los sueros de ratones inmunizados
con CDs pulsadas con CIITA o por el método tradicional, en ambos casos después de
2 inyecciones de refuerzo. Los extractos celulares para realizar este experimento se
obtuvieron de células Cos7 transfectadas transientemente con el plasmidio pFlag-
CIITA (ver Materiales y Métodos). Como control positivo se utilizé un anticuerpo
comercial anti-epitopo Flag. El peso molecular, determinado por comparacion a
marcadores de peso molecular, corresponde al esperado para la construccion utilizada
(~130 KDa). En la misma figura 6 se aprecia que los sueros de ratones inmunizados
con CDs reaccionan con una banda del mismo peso molecular que la que reconoce el

anticuerpo anti-Flag. Sélo los sueros de los ratones inmunizados con CDs son capaces
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3.5

de reconocer CIITA, lo que se correlaciona con los datos obtenidos por ensayos de

ELISA (figuras 3 y 4).

La inmunizacién con células dendriticas pulsadas con CIITA induce
la produccion de anticuerpos especificos contra la proteina de
isotipos IgG1, IgG2a e 1gG2b.

Puesto que la inmunizacion con CDs produce anticuerpos de isotipos bien definidos, se
caracterizo el perfil de isotipos de anticuerpos producidos en forma especifica contra
CIITA por esta inmunizacion. Para ello los sueros de los ratones inmunizados con CDs
se ensayaron utilizando un kit Sigma de determinacién isotipica basado en ensayos de
ELISA. La figura 8 muestra el patrén isotipico contra CIITA M (figura 8a) y CIITA CT
(figura 8b) y en ellos se aprecia un aumento de los isotipos IgG1, 1gG2a e 1gG2b

comparados con los sueros preinmunes de los mismos ratones.
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Figura 6.

Induccion de MHC-Il en células Hela 7A transfectadas con el gen de CIITA.

Las células Hela 7A fueron transfectadas para determinar la funcionalidad del constructo. Las
células Hela 7A transfectadas con el vector codificante para CHITA fueron analizadas mediante
citometria de flujo para la expresion de MHC-I utilizando un anticuerpo anti MHC-I1. En la figura
se muestra que las células transfectadas con CIITA expresan MHC-II (histograma rojo)
comparadas a las células transfectadas con el vector vacio, las cuales no expresan MHC-I|
(histograma blanco).
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Figura 7.

Comparacioén por Inmunoblot de sueros de ratones inmunizados con o sin CDs.
En la figura se compara por ensayos de inmunoblot los sueros de ratones inmunizados
intraperitonealmente con la mezcla de proteinas recombinantes (CITA M y CT) con o sin CDs
pulzadas con el antigeno. Para la realizacion de este experimento células Cos7 fueron
transfectadas con un plasmidio que tiene clonado el gen de CIITA fusionado a un epitopo Flag o
con el plasmidio pFlag sin inserto. Después de 2 desafios intraperitoneales con la mezcla de
proteinas recombinantes sélo los sueros inmunes de los ratones inmunizados con las CDs
pulsadas (sueros 1y 2) reconocen CIITA. Los sueros inmunes de los ratones tratados solo con
inyecciones intraperitoneales del antigeno (sueros 3 y 4) no son capaces de reconocer CIITA al
igual que los controles con extractos de celulas Cos7 transfectadas con el vector vacio (sin
CITA).
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Determinacién de los isotipos de anticuerpos inducidos por la inmunizacién con
células dendriticas.

La figura muestra la determinacién, mediante ELISA, de los isotipos de los anticuerpos inducidos
por la inmunizacién con CDs utilizando una mezcla de CIITA M y CT como inmunégeno. En el
grafico A se muestran los isotipos de los anticuerpos que reconocen la proteina CIITA My en B se
muestran los resultados obtenidos contra CITA CT. Como control se muestran los sueros
preinmunes de los ratones los cuales no presentan respuesta especifica contra CIITA de ningin

isotipo.
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3.6 Produccidon de anticuerpos monoclonales contra CIITA.

Ya que solo los sueros de los ratones inmunizados con CDs presentan reactividad
contra CIITA, estos ratones fueron seleccionados para generar anticuerpos
monoclonales. Los ratones recibieron una Ultima inyeccién de refuerzo por via
intravenosa de la proteina recombinante antes de realizar la fusién (ver Materiales y
Métodos). La selecciéon de los hibridomas se realizé mediante ELISA en un primer
ensayo y enseguida por inmunoblot. Se utilizaron los ratones inmunizados con soélo una
de las construcciones (CIITA M o CIITA CT) de manera de poder utilizar estas mismas
proteinas recombinantes como controles positivo y negativo de los ensayos. Se
consideraron como positivos aqguellos hibridomas que reconocieron una sola region de
CIITA por ELISA y que posteriormente se seleccionaron solo aquellos capaces de
reconocer la proteina CIITA completa en extractos de células Cos7 transfectadas con
Flag-ClITA. Cada hibridoma positivo fue subclonado y los clones obtenidos crecidos e
inyectados a ratones BALB/c sensibilizados con pristano para asi generar liquido
ascitico. De 4 fusiones realizadas se obtuvieron cerca de 1200 hibridomas (300
hibridomas por fusién) de los cuales sélo 3 reconocen CIITA-M y 5 reconocen CIITA-

CT.

3.7 Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales anti-CIITA.

Se determiné el isotipo de los anticuerpos monoclonales obtenidos como se describe
previamente. Todos los ensayos se realizaron usando los liquidos asciticos generados
a partir de los hibridomas positivos. Los resultados se resumen en la tabla 2. Estos

resultados sefalan que todos los anticuerpos son de isotipo 1gG1 o IgG2a, lo que se
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correlaciona con los datos obtenidos de la caracterizacion isotipica de los anticuerpos
contenidos en los sueros de los ratones inmunizados con CDs (figura 8).

Ademas se analizd la capacidad de los anticuerpos monoclonales generados de
inmunoprecipitar CIITA. Para esto se utilizaron extractos de células Cos7 Flag-CIITA
que fueron inmunoprecipitados con los distintos liquidos asciticos obtenidos de los
hibridomas correspondientes. Como control positivo se utilizé un suero policlonal de
conejo producido en el laboratorio que inmunoprecipita CIITA. La figura 9 muestra que
los anticuerpos monoclonales obtenidos son capaces de inmunoprecipitar la proteina

CIITA sobreexpresada en esta linea celular.

3.8 Utilizacion de los distintos anticuerpos monoclonales para visualizar

las diferentes formas de la proteina CIITA.

A pesar de que los anticuerpos monoclonales producidos son capaces de
inmunoprecipitar el antigeno, su afinidad es baja comparada a sueros policlonales
producidos en conejo, razén por la cual los monoclonales se usaron en combinacién con
estos sueros policlonales para detectar las formas endégenas de CIITA. Para esto
primero se inmunoprecipité CIITA endégeno de varias lineas celulares utilizando el suero
policlonal de conejo. Enseguida las proteinas inmunoprecipitadas se separaron en un gel
y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa que fue revelada con los distintos
monoclonales anti-CIITA. Este ultimo resultado se muestra en la figura 10 y sefiala que
los anticuerpos monoclonales generados en este proyecto son capaces de reconocer las

distintas isoformas de |a proteina CIITA enddgena.
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Hibridoma Inmundégeno Isotipo
1B5 CIITA-M lgG2a
7D3 CIITA-M IgG1
7G8 CIITA-M 1gG1
9D5 CIITA-CT 1gG1
6H7 CITA-CT IgG1

3H12 CIITA-CT 1gG1

Tabla 2.

Isotipo de los anticuerpos monoclonales anti-ClITA generados.

En la tabla se muestran los isotipos de los anticuerpos monoclonales generados por la
inmunizacién con células dendriticas determinados por ensayos de ELISA. Los isotipos
fueron obtenidos a partir de los liquidos asciticos generados a partir de los hibridomas

correspondientes.
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Figura 9.

Inmunoprecipitacion de CIITA con los anticuerpos monoclonales generados
mediante inmunizacion con CDs.

En la figura se muestra que el anticuerpo monoclonal 7G8 (anti-ClITA-M) es capaz de
inmunoprecipitar CIITA expresado en células Cos7 transfectadas con el constructo pFlag-CIITA.
Para realizar este experimento lisados de células Cos7 transfectadas fueron inmunoprecipitados
utilizando un liquido ascitico generado a partir del hibridoma 7G8. Las muestras se sometieron a
electroforesis y electroblotting y se revelaron utilizando un suero policlonal de conejo anti-CIITA.
Carril 1; Extracto de células Cos7-pFlag inmunoprecipitado con suero inmune de conejo anti-CIITA.
Carril 2; Extracto de células Cos7-pFlag-ClITA inmunoprecipitado con suero inmune de conejo anti-
CIITA. Carril 3: Extracto de células Cos7-pFlag inmunoprecipitado con liquido ascitico anti-CHITA
(clon 7G8). Carril 4: Extracto de células Cos7-pFlag-ClITA inmunoprecipitado con liquido ascitico
anti-CIITA (clon 7G8). En cada punto del experimento se inmunoprecipitaron 200 pg de proteina.
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Figura 10.

Deteccion de las diferentes isoformas de la proteina CIITA endégena con un
anticuerpo monoclonal generado mediante inmunizacién con CDs.

En la figura se muestra que el anticuerpo monoclonal 7G8 (anti-CIITA-M), generado por la
inmunizacion con CDs, reconoce distintas isoformas de la proteina CIITA enddgena mediante
inmunoblot. Para realizar este experimento se inmunoprecipitd CIITA a partir de distintos extractos
celulares con un suero de conejo anti-ClITA y se detectod la presencia de la proteina revelando con
el anticuerpc monoclonal 7G8. Carril 1: Control positivo, extracto de células Cos7 transfectadas con
el gen completo de CIITA (150 ug). Carril 2: 5§ mg de extracto de células Hela, linea fibroblastoide
que no expresa CIITA constitutivamente. Carril 3: 5 mg de extracto de células Hela tratadas con
IFN-y (250 U/ml), el cual induce la expresién de CIITA. Carril 4: 5 mg de extracto de células RJ
2.2.5, linea linfoblastoide que tiene una delecién cromosomal del gen de CIITA. Carril 5: 5§ mg de
extracto de células BLS-2, linea linfoblastoide que expresa constitutivamente una forma trunca de
la proteina CIITA.
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4. DISCUSION

Actualmente CI//TA es considerado el gen maestro de la expresion de las moléculas
MHC-II. Debido a esto en los ultimos afios se ha generado un creciente interés por el
estudio tanto de la regulacién de la expresion de CIITA como en el modo en la proteina
regula la expresion de los genes del MHC-Il. A pesar de esto aun no se han
desarrollado anticuerpos monoclonales contra CIITA. Una de las principales razones
de esto es la baja inmunogenicidad de la proteina, ya que la produccién de anticuerpos
monoclonales depende, en gran medida, de la capacidad de los ratones de producir
clones de linfocitos B que respondan al inmunogeno. Los experimentos realizados en
este trabajo estan orientados a la generacién de anticuerpos monoclonales contra
CIITA mediante la inmunizacion con CDs, las que ayudarian a estimular la respuesta
in,mune humoral especifica. Para esto se utilizaron CDs aisladas desde el bazo de
ratones BALB/c, mediante un protocolo previamente descrito (lwasaki y Kelsall, 1999)
que utiliza la citoquina FIt3-L para expandir las CDs en los diferentes tejidos del ratén.
Los datos de la literatura indican que esta citoguina expande las CDs uniformemente,
sin alterar la composicion o funcionalidad de éstas células en los diferentes érganos
linfoides secundarios (Maraskovsky y col., 1996, 2000; Pulendran y col., 1997, 1999,
2000; Maldonado-Lopez y col., 1999). Ademas, el tratamiento con la citoquina Flt3-L
produce principalmente una expansion de las CDs maduras in vivo (Maraskovsky y
col., 1996), las cuales presentan una baja capacidad para procesar antigenos, pero
una alta capacidad para presentarlos a las células T. En cambio, las CDs inmaduras
presentan una alta capacidad de procesamiento antigénico y una baja capacidad de

presentacién.
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En los resultados de purificacion de CDs obtenidos en este trabajo se aisld una
poblacién de CDs con una distribucion heterogénea en cuanto a su estado de
madurez, lo que se aprecia por la expresion de las moléculas de MHC-II en la
superficie (figura 2). La gran mayoria de las células (alrededor de un 86%) presentaban
un estado maduro (CD11c+ y MHC-II+) mientras que soélo el 10% de la poblacién
presentd un estado mas inmaduro (CD11c+ y MHC-II-). Esta poblacién menor de CDs
inmaduras podria ser la responsable de la alta respuesta inmune humoral especifica
contra CIITA, ya que puede procesar eficientemente los fragmentos proteicos del
antigeno para luego presentarlos en el contexto de MHC-Il a los linfocitos T CD4+. A
pesar del bajo porcentaje de CDs inmaduras que se obtienen por este protocolo, la
eficiencia que adquieren estas células al madurar, donde una sola DC puede activar
entre 100 y 3.000 linfocitos T, puede dar cuenta de la alta respuesta humoral (Klagge y
Schneider-Schaulies, 1999).

La respuesta inmune humoral especifica de los ratones inmunizados con CDs es
notablemente mayor que la respuesta de los ratones inmunizados con el método
tradicional (inmunizacién con proteina recombinante emulsionada en un coadyuvante)
o con inmunizacion genética (figuras 3 y 4). Esto porque la inmunizacion con CDs
asegura la activacion de los LT CD4+ de ayuda, lo que a su vez permite una eficiente
activacion de linfocitos B. Por otro lado, hay evidencias recientes que sefialan que las
CDs podrian activar directamente a células B, independientemente de LT CD4+,
estimulando la produccién de anticuerpos (Dubois y col., 1997, 1998). El mismo efecto
potenciador de las CDs se observo en la respuesta inmune humoral especifica que se
obtuvo al comparar la inmunizacion utilizando CDs pulsadas con un péptido de la
proteina CIITA con la inmunizacion del péptido acoplado a una proteina portadora

altamente inmunogénica (Blue Carrier®) (figura 5). Estos datos muestran que este
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método puede también ser utilizado para dirigir la respuesta inmune contra péptidos,
uno de los sistemas mas utilizados en la produccién de anticuerpos monoclonales,
pero donde no siempre la utilizaciéon de proteinas portadora tiene buenos resultados.
Ademas la inmunizacion con CDs ha permitido generar, en nuestro laboratorio,
anticuerpos monoclonales contra otras proteinas de interés biolégico como son las
catepsinas (datos no mostrados). Estos antecedentes confirman la eficacia y las
potencialidades de este método de inmunizacion, sugiriendo su uso como una
estrategia en la obtencién de anticuerpos monoclonales contra proteinas poco
inmunogeénicas.

En relacion a la inmunizacion genética hay que resaltar algunos aspectos relevantes
del protocolo. Esta inmunizacién se llevd a cabo intramuscularmente utilizando 3
plasmidios de expresion eucarionte distintos donde todos contenian el gen que codifica
para la proteina CIITA completa y todos aquellos capaces de complementar la
expresion de MHC-Il en células deficientes de estas moléculas (datos no mostrados).
Aparte de la inmunizacion con estos plasmidios se suministraron dosis, también
intramusculares, con un vector de expresién eucarionte codificante para GM-CSF,
factor que, segun datos de la literatura, aumenta la eficacia en este tipo de
inmunizaciones (Stampfli y col., 1998; Wang y col., 2000; Parker y col., 2001). A pesar
de esto no se obtuvo ninguna respuesta inmune contra CIITA con ninguno de los 3
vectores utilizados, lo que sumado a los datos de la inmunizacién tradicional,
demuestran la poca inmunogenicidad de la proteina y resaltan alin mas los resultados
obtenidos en la inmunizacion con CDs. Para una mayor facilidad en los anélisis de los
resultados, en esta memoria sélo se muestran los resultados obtenidos con uno de los

plasmidios, el mas utilizado para desarrollar inmunizaciones genéticas (Figura 4).
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Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la inmunizacion con CDs
pulsadas induce un aumento de los isotipos 1gG1, IgG2a e IgG2b en la respuesta
humoral especifica contra CIITA (figuras 8a y 8b). Estos datos se correlacionan con
resultados obtenidos en otros experimentos de inmunizacion con CDs (Sornasse y col.,
1992) o inmunizaciéon de ratones tratados con la citoquina que expande CDs, FIt3-L
(Pulendran y col., 1998), que muestran una induccion especifica de los isotipos 1gG1 e
lgG2a.

Es importante sefalar que una de las ventajas que presenta la inmunizacion con CDs
pulsadas ex vivo con el antigeno de interés versus otros métodos de inmunizacién
como la genética o la tradicional es la posibilidad de generar una respuesta inmune,
incluso si el antigeno es poco inmunogenico. In vivo ha sido documentada
recientemente la induccién de tolerancia de células T por CDs, asi como una
ignorancia frente a ciertos antigenos provocada por las CDs, lo que limita la respuesta
inmune contra ciertos antigenos. Al incubar ex vivo las CDs con el antigeno estas
maduran fuera del animal y al parecer en estas condiciones las CDs no presentarian el
putativo efecto tolerogénico, provocando una activacion de los linfocitos T DC4. Si al
mismo tiempo se administra el antigeno soluble, este podria preactivar las células B e
inducir al sistema inmune a una respuesta humoral, sobrepasando algunas de las
limitaciones naturales. Este Ultimo punto seria interesante de investigar, sobre todo que
las CDs estan siendo utilizadas actualmente en tratamiento de pacientes con
melanoma, los cuales son estimulados mediante protocolos que utilizan las CDs
cargadas con proteinas del tumor

En nuestro laboratorio hemos demostrado (manuscrito enviado a Traspl. Proc., 2003)
que las DC producen muy tempranamente bajas cantidades de IL-2, lo que podria

tener un papel tolerogénico o en la polarizacion de los LT CD4+, lo que en nuestro
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protocolo de inmunizacion podria producirse durante la activacién in vitro. Este punto
también necesita un analisis mas profundo ya que la produccién de IL-2 por las CDs
podria depender del estimulo.

Numerosos intentos realizados en nuestro laboratorio para generar anticuerpos
monoclonales con ratones inmunizados por métodos tradicionales culminaron con la
obtencién de un alto numero de hibridomas, pero ninguno de ellos dio resultados
positivos contra CIITA. Sélo los ratones inmunizados con CDs pulsadas con diferentes
fragmentos de CIITA permitieron hibridomas positivos dirigidos contra la proteina. Los
anticuerpos monoclonales fueron caracterizados mediante varios ensayos. Estos
reconocieron por inmunoblot distintas isoformas de la proteina CIITA endégena como
se esperaba, ya que las proteinas recombinantes fueron producidas contra la regién
media o carboxilo terminal de la proteina. Las isoformas de CIITA se detectaron
después de inmunoprecipitar las muestras con anticuerpos policlonales anti-CIITA
generados en conejo, de manera de enriquecer el extracto celular en CIITA antes de
visualizar las proteinas por inmunoblot (figura 10). En células Hela estd descrita la
expresion de 2 isoformas principales del mRNA de CIITA (larga y corta) después del
tratamiento con IFNy, encontrandose en mayor proporcién la isoforma corta (Barbieri y
col., 2002). Estos datos son confirmados con los distintos anticuerpos monoclonales
producidos en este trabajo (figura 10). De la misma manera se pudo detectar CIITA en
células BLS-2, linea celular linfoblastoide humana, que expresa constitutivamente una
forma mutada de la proteina de menor tamafio, con una delecién de 27aa (figura 10).
En los ensayos realizados no se pudo detectar CIITA murino, pero este resultado no
indica que los anticuerpos no sean capaces de reconocer la proteina de ratén ya que
no se dispone de un control positivo funcional adecuado para el experimento. De todas

maneras seria importante verificar si estos anticuerpos monoclonales son capaces de
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reconocer la forma murina de CIITA pues permitiria estudiar la expresiéon de este factor
de transcripcion en el modelo de ratén, donde ademas se cuenta con ratones knock out
para factores con los que interactua CIITA.

Adicionalmente analizamos la capacidad de los anticuerpos de inmunoprecipitar CIITA,
observandose que estos anticuerpos inmunoprecipitan la proteina pero sélo desde
extractos celulares donde CIITA esta sobreexpresada (Figura 9). Una posible
explicacion para esto es que no seria posible detectar la forma endégena de CIITA
debido a la baja expresion de la proteina o bien que la afinidad de los anticuerpos
monoclonales sea muy baja. Se debe mencionar que en los resultados solo se
muestran los datos de un anticuerpo monoclonal, el 7G8, pero los mismos resultados
se obtuvieron para todos los anticuerpos monoclonales analizados. Una manera de
resolver el problema de la baja afinidad es usar una mezcla de diferentes anticuerpos,
por lo tanto se realizaron inmunoprecipitaciones usando una mezcla de todos los
anticuerpos monoclonales obtenidos en este trabajo, pero el resultado fue similar que
con los anticuerpos monoclonales en forma independiente. De cualgquier manera la
comparacion de la cantidad de proteina inmunoprecipitada con el suero de conejo y los
monoclonales sugiere que estos ultimos son de baja afinidad.

Finalmente los isotipos de los anticuerpos monoclonales son 1gG1 o IgG2a (ver tabla
2), lo que se correlaciona con los datos obtenidos al caracterizar los sueros de ratones
inmunizados con CDs (figura 8a y 8b).

La obtencidén de los anticuerpos monoclonales anti-CIITA permitira, entre otros, la
realizacion de estudios de localizacion de la proteina en células normales como
mutantes para la expresién de moléculas de clase Il. La importancia de tener una
bateria de anticuerpos monoclonales dirigidos contra distintos fragmentos de una

proteina, en este caso CIITA, pueden permitir el desarrollo de ensayos ELISA de

45



captura que permitan detectar y cuantificar la presencia de factores transcripcionales,
como CIITA, los cuales se encuentran en cantidades solamente detectables con
ensayos muy sensibles. Asimismo falta por realizar estudios que permitan identificar
los sitios de unién de los monoclonales como también determinar si son o no capaces
de bloguear la interaccion de CIITA con los factores transcripcionales que transactiva.

Finalmente, es importante hacer notar que la combinacién de 2 tecnologias como son
la inmunizacién con CDs pulsadas y la inmunizacién con proteina emulsionada en un
coadyuvante proporcionan, segun los resultados expuestos en este trabajo, un método
estimulador de la respuesta inmune humoral muy eficiente, como lo demuestra la
obtencion de anticuerpos monoclonales contra proteinas poco inmunogénicas como
CIITA o muy conservadas como las catepsinas. En relacion al método aqui
desarrollado se puede decir que no es un protocolo simple de realizar y tiene un costo
bastante alto ya que requiere de la implementacién de metodologias como la
purificacion de células dendriticas por medio de columnas magnéticas, de la citometria
de flujo y de la disposicion de proteinas recombinantes. Sin embargo, por su
efectividad proponemos que este método sea utilizado para la generacion de
anticuerpos monoclonales contra antigenos poco inmunogénicos o proteinas muy

conservadas entre especies.
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5. CONCLUSIONES

Los sueros de los ratones inmunizados con células dendriticas pulsadas con
fragmentos de CIITA humano recombinante reconocen CIITA, a diferencia de los
sueros de los ratones inmunizados con el método tradicional o inmunizacion genética.
Los sueros de los ratones inmunizados con DC pulsadas con un péptido de CITA
generan respuesta inmune anti-péptido, a diferencia de la sola inmunizacién con
complejo Blue Carrier®-péptido.

La inmunizaciéon con DC indujo sueros con los isotipos de anticuerpos 1gG1, 1gG2a e
IgG2b especificos contra la proteina CIITA.

Se generaron 8 anticuerpos monoclonales anti-ClITA a partir de ratones inmunizados
con DC. Intentos anteriores para producir estos anticuerpos, utilizando métodos
tradicionales de inmunizacion, no dieron resultados positivos.

Los anticuerpos monoclonales obtenidos mediante la inmunizacién con CDs son de
isotipos 19G1 e IgG2a.

Los anticuerpos monoclonales obtenidos son capaces de inmunoprecipitar CITA
desde extractos celulares que sobreexpresan la proteina pero no asi de extractos con
niveles endégenos CIITA.

A pesar de no ser capaces de inmunoprecipitar la proteina CIITA enddégena, los
anticuerpos monoclonales son capaces de reconocer la forma enddgena de la proteina

por inmunoblot.
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