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RESUMEN

Las moléculas codificadas por el complejo principal de histocompatibilidad de
clase II (MHC-II) son glicoprotefnas heterodiméricas expresadas en la superficie celular
que cumplen un papel fundamental en el proceso de presentacion de antfgeno durante la
respuesta inmune.

La expresién de las moIéculz.\s MHC-II estd controlada por un complejo
mecanismo de regulacién. La expresién constitutiva de las moléculas MHC-II esta
restringuida a células profesionales presentadoras de antigenos. Sin embargo, en células
endoteliales, epiteliales y fibroblastos, la expresiéon de estas moléculas puede ser
inducida por interferén gamma (IFN-y).

La utilizacién de células mutantes para la expresion de las moléculas MHC-II y
de células provenientes de pacientes que sufren de una enferm::dad de inmunodeficiencia
primaria (sindrome de linfocitos desnudos o BLS) caracterizadas por la carencia de
expresién de estas moléculas, ha contribuido a la identificacién de varios factores
involucrados en la regulacién de la expresion de las moléculas MHC-II. Estudios de
complementacion génica realizados con las células mutantes ha demostrado la existencia
de cinco grupos de complementacién. Actualmente, se han identificado los fuclores
mutados en tres de estos grupos, los que corresponden a los [aclores transcripcionales
RFX-5, RFX-AP y CIITA. Numerosos antecedentes indican que CIITA, una molécula

que también es regulada transcripcionalmente, es el principal regulador de la expresién

de las moléculas MHC-II.
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El interés principal de esta tesis es estudiar los mecanismos de regulacién de la
expresién de las moléculas MHC-II. Para esto, se utilizaron las células L{tk-) como
modelo de estudio. Las células L(tk-) corresponden a un fibrosarcoma murino que
presentan un defecto que las hace incapaces de expresar moléculas MHC-II después del
tratamiento con IFN-y, a pesar de que expresan otras moléculas reguladas por esta
citoquina.

A partir de un panel de hibridos somdticos, obtenidos mediante la fusién de las
células L(tk-) con células humanas que expresan constitutivamente moléculas MHC-II,
se estudi6 el defecto de las células L(tk-), analizindose la complemqntacién de la
expresiéon de las moléculas MHC-II murinas inducida por IFN-y. Los resuitados
mostraron que en algunos de éstos hibridos somdticos, el defecto de las células L(tk-)
puede ser complementado en frans por las células humanas.

Estudios de complementacién génica mostraron que las células BLS-2, mutadas
en la regién C-terminal de CITA, restauran la expresién constitutiva e inducible por
IFN-y de las moléculas MHC-II en las células L(tk-).

Sin embargo, el andlisis por PCR del DNA obtenido del panel de hibridos
sométicos, mostrd una correlacion positiva entre la complementacion de las células L
(tk-) y la presencia del gen para CIITA humano. Ademds, no se encontré relacidn con
los factores RFX-5 y RFX-AP. Estos resultados sugerian que el defecto de las células
L(tk-) podria corresponder a CIITA.

Con el fin de comprobar estas observaciones, se analizé la expresion del mRNA

de CIITA en células L(tk-) mediante RT-PCR. Los resultados mostraron que en las
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células L(tk-) tratadas con IFN-y, se expresa un mRNA de CIITA mds pequefio que el
mRNA encontrado en células que expresan normalmente moléculas MHC-II.  Este
mRNA carece de dos dominios de la regién N-terminal de CIITA, esenciales para su
funcién transactivadora. Estos resultados podrian explicar la complementacién
observada entre las células L(tk-) y BLS-2, mediante un evento de o-complementacion.
Se descarté la posibilidad de que la expresion de este mRNA mads pequefio de CIITA se
deba a un salto de exén.

Experimentos de RACE-PCR demostraron que el inicio de la transcripcién del
mRNA. de CITA de las células L(tk-) no ocurre en el sitio previamente descrito para
células que expresan normalmente moléculas MHC-II. El establecimiento de la
ubicacién aproximada de los intrones y exones del gen de CIITA, nos permiti6
determinar que el inicio de la transcripcién del gen de CIITA en las células L(tk-) estarla
localizado aproximadamente 18 kb rio abajo del promotor ciue regula la expresion de
CIITA inducible por IFN-y (promotor IV).

El anélisis de la secuencia del promotor IV de CIITA en las células L(tk-), mostr6
una mutacién puntual heterocigota en la secuencia de consenso que une al factor
trancripcional IRF-1.

El conjunto de estos resultados muestra que las células L{tk-) expresan una forma
diferente del mRNA de CIITA, el cual podria tener un efecto dominante negativo sobre
la expresi6én de moléculas MHC-II, explicando asi el defecto de las células L(tk-).
Ademds, proponemos la existencia de un promotor intragénico que podria regular la

expresién inducible por IFN-y de esta forma mas corta del mRNA de CIITA. Todo esto
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sugiere la posibilidad de un nuevo mecanismo de regulacion de la expresién de las

moléculas MHC-II basado en la expresién de una forma dominante negativa de CIITA.
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SUMMARY

The molecules coded by the Class II Mayor Iistocompatibility Complex (MHC-
II) are heterodimeric glycoproteins expressed in the cell surface which play an essential
role in the process of antigen presentation during the immune response.

The expression of MHC-II molecules is controlled by a complex regulatory
mechanism. The constitutive expression of MHC-II molecules is restricted to
professional antigen presenting cells. However, in endothelial, epithelial and fibroblastic
cells, the expression of these molecules can be induced by interferon gamma (IFN-y).

The use of cells mutant for the expression of MHC-II molecules as well as cells
from patients that suffer from a primary immunodeficiency disease characterized by the
lack of expression of these molecules, has contributed {o the identification of several
factors involved in the regulation of MHC-II expression. Genetic complementation
studies carried out with these cells, demonstrated the existence of five groups of
complementation. At present, mutated factors have been identified in three of these
groups, corresponding to the transcriptional factors RFX-5, RFX-AP and CIITA. The
evidence indicates that CIITA, a molecule which is also transcriptionally regulated, is the
main regulator of MIC-II expression.

The main goal of this thesis is to study the mechanisms regulating the expression
of MHC-II molecules. For this, we used L(tk-) cells as a model. L(tk-) cells correspond

to a mouse fibrosarcoma cell line which have a defect which makes them unable to

e
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express MHC-II molecples after treatment with IFN-y, although they express other
molecules regulated by this cytokine.

To study the defect present in L(tk-) cells, we analyzed the complementation of
the expression of murine MHC-II molecules induced by IFN-y in a panel of somatic
hybrids obtained by the fusion of L(tk-) cells with human cells that express MHC-II
molecules constitutively, The results show that in some of these somatic hybrids, the
human cells complement in trans the defect of L(tk-) cells.

Genetic complemen};ltion studies showed that BLS-2 cells, which are mutated in
the C-terminal region of CﬁTA, restore the constitutive and IFN-y inducible expression
of MHC-II molecules of L(tk-) cells.

However, PCR analysis of th'e DNA obtained from the somatic cell hybrids,
showed a positive correlation between the complementation of the L(tk-) cells and the
presence of the human CIITA gen. Moreover, we found no relationship with factors
RFX-5 and RFX-AP. These results'suggest that the defect found on L(tk-) could
correspond to CIITA,

In order to confirm these observations, we analyzed by RT-PCR the expression of
CITA mRNA in L(tk-) cells. The results showed that L(tk-) cells treated with IFN-y
express a CIITA mRI\gIA smaller than the wild type CIITA mRNA. This mRNA lacks
the two N-terminal doPmains of CIITA, which are essential for its transactivator function,
This result could explailz the complementation observed between L(tk-) and BLS-2 cells
through an a-compleméﬂtation event. The possibility that this smaller mRNA of CHTA

could be penerated through exon skipping was excluded.

xvi




RACE-PCR experiments demonstrated that the initiation of transcription of
. CIITA mRNA in L(tk-) cells did not'occur normally. The approximate localization of
the introns and exons of the CHTA gen, allowed us to situate the beginning of the
transcription around 18 kb down stream of the promoter that regulates_ the inducible

expression of CIITA (promoter IV).

Ana%!ysis of the sequence of promoter IV in L(tk-) cells, show a heterocygotic
point mutaiion in the consensus sequence that binds the transcriptional factor IRF-1.

These results show L(tk-) cells express a different form of CIITA mRNA, which
could act as a‘negative dominant factor on the expression of MHC-II molecules, thus
explaining the inability of L{tk-) cells to express these molecules. Moreover, we propose
the existence of a intragenic promoter which could regulate the IFN-y inducible
expression of this shorter form of CIITA mRNA. This suggests the possibility of a new

mechanism for the regulation of the expression of MHC-II molecules based on the

expression of a negative dominant form of CIITA.
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INTRODUCCION

Las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad o MHC (Mayor
Histocompatibility Complex), son glicoproteinas heterodiméricas que se expresan en la
superficie celular y que cumplen un papel fundamental en la respuesta inmune (Glimcher
y Kara, 1992). El objetivo de esta tesis es el estudio de los mecanismos que regulan la
expresion de las moléculas de histocompatibilidad de clase II (MHC-IT).

El sistema inmune es el encargado de reconocer y eliminar cualquier elemento
extrafio al organismo. Las moléculas de histocompatibilidad participan en el
reconocimiento tanto de elementos propios como extrafios del organismo. En la
respuesta inmune adaptable, el antigeno es reconocido por receptores del tipo de las
inmunoglobulinas que se encuentran en la superficie de los linfocitos B (B Cell Receptor
o BCR) o por un receptor especifico para el antigeno presente en los linfocitos T (T Cell
Receptor o TCR). Los linfocitos B activados secretan inmunoglobulinas, las cuales se
unen, en el medio extracelular, a los agentes patdgenos o a las téxinas producidas por
ellos, neutralizdndolos o elimindndolos mediante fagocitosis o destruccién directa por
activacion de la cascada del complemento. Por otro lado, los microorganismos que se
reproducen en el interior de las células, son reconocidos por los linfocitos T a través del
TCR, el cual reconoce productos del agente infeccioso expresados en la superficie de las
células infectadas. Sin embargo, los linfocitos T reconocen péptidos derivados de

proteinas provenientes del patégeno s6lo si estos estdn unidos a moléculas de




histocompatibilidad. Este proceso se conoce como presentacién antigénica. La unidn
del péptido a la molécula MHC forma parte esencial del mecanismo de expresion de las
moléculas de histocompatibilidad, ya que la expresion estable de estas moléculas en la
superficie celular necesita de la presencia de un péptido (Germain, 1994). Este proceso
se conoce como procesamiento antigénico.

Existen dos tipos de moléculas de histocompatibilidad [lamadas moléculas de
histocompatibilidad de clase I (MHC-I) y moléculas de histocompatibilidad de clase 11
(MHC-II). Péptidos derivados de proteinas provenientes de patégenos como virus y
bacterias, que crecen y proliferan en el citoplasma de las células, se unen a moléculas
MHC-I y son reconocidos por linfocitos T citotéxicos (Germain, 1994). En cambio,
péptidos generados proteoliticamente a partir de proteinas extracelulares provenientes de
hongos, protozoos, pardsitos y bacterias extracelulares, o péptidos provenientes de
proteinas de microorganismos tales como micobacterias y parasitos que se replican en
vesiculas intracelulares, son presentados a los linfocitos T de ayuda en el contexto de las®
moléculas MHC-II (Pieters, 1997).

El objetivo de esta tesis es el estudio de la regulacién de las moléculas MHC-II,
por lo que se pondré especial enfésis en este tipo de moléculas, Numerosos antecedentes
indican que la expresién de las moléculas MHC-II estd controlada por un complejo
mccanis?lo de regulacién (Boss, 1997; Ting y Baldwin, 1993). De hecho, cualquier
anomalia que afecte a la expresién de las moléculas MHC-II trae como consecuencia
alteraciones de la respuesta inmune. Asi, una carencia en la expresién de éstas

moléculas es causa de graves inmunodeficiencias, mientras que su sobreexpresién




patolégica y ectdpica ha sido relacionada con ciertas enfermedades autoinmunes
(Glimcher y Kara, 1992; Mach y col., 1996).

En las secciones siguientes se presentard con mayor detalle el complejo principal
de histocompatibilidad, el proceso de presentacién de antigeno, la estructura, expresion y

regulacion de la expresion de las moléculas MHC-IL. N

1.0 EL COMPLEJO PRINCIPAL DE
HISTOCOMPATIBILIDAD

Los primeros estudios dedicados a estudiar el rechazo de trasplantes de tejidos
mediante experimentos de gcnética clasica de cruzamiento de ratones singéneicos
(genéticamente idénticos) y alogéneicos (genéticamente distintos), llevd a identificar un
grupo de genes altamente polimérficos (multiples alelos en ;:ada locus) cuya expresién
aparecia como responsable del reconocimiento de lo extrafio. Este grupo de genes fue
denominado Complejo Principal de Histocompatibilidad (MIIC) (I1ansen y col., 1993).
La principal caracteristica del MHC, es la existencia de miiltiples genes con un extenso

grado de polimorfismo alélico.

1.1 ORGANIZACION GENOMICA DEL COMPLEJO
PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

El complejo principal de histocompatibilidad murino, se denominé complejo H-2

y corresponde a una regién de aproximadamente 2.000 kb localizada en el cromosoma




17, mientras que en humanos, este complejo es llamado HLA (Human Leucocyte
Antigens) y estid localizado en el brazo corto del cromosoma 6 abarcando
aproximadamente 3.500 kb. La organizacién cromosdmica de los genes MHC es similar
en ambas especies. En el complejo H-2 se han diferenciado cinco regiones denominadas
K, A, E, D y L, ordenadas linealmente con respecto al centromero. Las regiones K, Dy
L contienen los genes MHC-I y las regiones A y I corresponden a los genes MHC-II. En
humanos, el MHC est4 ordenado linealmente con respecto al centrémero de la siguiente
manera; DP, DQ, DR, B, A y C. Los genes MHC-I estan contenidos en las regiones A,
B y C, mientras que DP, DQ y DR corresponden a los genes MHC-II. En la regién
correspondiente a los genes MHC-II, también se encuentran otros genes relacionados con
los procesos de procesamiento y presentacién de antigeno (Janeway y Travers, 1994;

Abbas y col., 1997).

2.0 ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS MHC

Las moléculas MHC-II estdn formadas por dos glicoproteinas de transmembrana
(o y B) de pesos moleculares 34 y 29 kDa respectivamente, unidas no covalentemente y
codificadas por genes localizados en el MHC. La porcién extracelular de cada cadena
posee dos dominios estructurales: o 1, @ 2 y B1, B2. Los dominios o 2 y 2 cercanos a

la membrana plasmédtica forman un dominio semejante al de las inmunoglobulinas,
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mientras que la interaccién de los dominios distales o 1 y B 1 correspondientes a la

region hipervariable de la molécula estructuran un sitio de unién al péptido.

3.0 EXPRESION DE LAS MOLECULAS MHC

La expresién de las moléculas MIC es regulada en forma especifica en
diferentes células y tejidos, durante la diferenciacién celular y en respuesta a estimulos
inmunes extrinsecos. Las moléculas MHC-I son expresadas constitutivamente por todas
las células nucleadas, mientras que la expresién constitutiva de las moléculas MHC-II
esta restringida a células profesionales presentadoras de antigenos tales como linfocitos
B, macr6fagos, fagocitos mononucleares, células dendrfticas y células del epitelio timico
(Glimcher y Kara, 1992; Germain, 1994; Pieters, 1997). " Sin embargo, otros tipos
celulares pueden ser inducidos a expresar moléculas MHC por accién de ciertas
citoquinas . La mayoria de estas citoquinas son secretadas por los mismos linfocitos T
efectores, lo que representa un importante mecanismo de amplificacién del proceso d?‘
presentacién de antigenos. En la gran mayorfa de las células, citoquinas tales como 10,;?
interferones o, } y v, Factor de Necrosis Tumoral y Linfot6xina pueden aumentar el
nivel de expresion de las moléculas MHC-1. Sin embargo, en otros tipos celulares tales
como células endoteliales, epiteliales, células del linaje macréfago-monocitos,

fibroblastos y células musculares, la expresién de las moléculas MHC-II es inducida

principalmente por el IFN-y, que es el inductor fisiologico mds potente de la expresion




de estas moléculas (Glimcher y Kara, 1992; Mach y col., 1996). Otro punto importante
de destacar es la expresién diferencial de las moléculas MHC-II durante la ontogenia de
los linfocitos B, ya que estas células pasan por estadios sucesivos en los cuales estas
moléculas se expresan, se extingen o se reexpresan dependiendo del estado de

diferenciacién del linfocito B (Glimcher y Kara, 1992; Mach y col.,1996).

4.0 PRESENTACION DE ANTIGENO

El paso inicial en el proceso de presentacién de antigeno por moléculas MHC-II
es la internalizacién de proteinas extracelulares hacia endosomas. Esta internalizacion
puede se mediada por fagocitosis, pinocitosis o endocitosis mediada por vesiculas
cubiertas con clatrinas, Luego, las proteinas internalizadas son procesadas hacia
fragmentos peptidicos de 12 a 24 aminodcidos de largo (Rudensky y col., 1991; Hunt y
col., 1992), Esta etapa puede ocurrir en endosomas o lisosomas, donde el ambiente
acidico de estos compartimentos activa a las proteasas catepsinas B y D y leupeptina,
Posteriormente, ocurre la convergencia y fusién de vesiculas endosomales que contienen
los péptidos generados por protedlisis con vesfculas exocllicas que: {ransporlan
moléculas MHC-II hacia la superficie celular. Las subunidades o y B de las moléculas
MHC-II son sintetizadas de manera coordinada y asociadas en el RE. Estos

heterodimeros se encuentran transitoriamente asociados con otras dos protefnas no

codificadas en el MHC: calnexina y la cadena Invariante (Ii). La calnexina, funciona
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como una proteina chaperona que asegura el correcto plegamiento y ensamblaje de Ia
molécula MHC-II. La li corresponde a un homotrimero y cada subunidad es capaz de
unir a un heterodimero o /B de molécula MHC-II recién sintetizada. Una vez que i une
a la molécula MHC-II, calnexina es liberada, Ii se une a la molécula MHC-II de tal
forma que impide que péptidos o proteinas nacientes, presentes en el limen del RE,
puedan unirse a las moléculas MHC-II. In el RE, las moléculas MHC-II son
glicosiladas, luego Ii dirige las moléculas MIIC-II hacfa el aparato de Golgi donde
ocurren nuevos eventos de glicosilacion. Posteriormente, las moléculas MHC-II
maduras son dirigidas hacia la via endocitica donde ocurre la fusién de las vesiculas
exociticas con vesiculas endosomales, En este compartimento, las mismas proteasas que
degradaron las proteinas internalizadas actian sobre Ii (Blum y Cresswell, 1988),
dejando un pequefio péptido llamado CLIP (Class II-Associated Invariant Chain Peptide)
en el interior de la cavidad de las moléculas MHC-II donde posteriormente se produce el
intercambio de CLIP por un péptido propio o extrafio. La remocién de CLIP y la
posterior unién de los péptidos es catalizada por la proteina denominada H-2M en raton
(Miyazaki y col., 1996; Martin y col., 1996) y HLA-DM en humanos (Fling y col., 1994;
Morris y col., 1994), de estructura similar a las moléculas MHC-II y cuyos genes se
encuentran también localizados en el MIHC. TFinalmente, las vesiculas exociticas que
contienen a las moléculas MHC-II unidas a un péptido, son transportadas hacia la

superficie celular.




5.0 MECANISMOS MOLECULARES DE LA REGULACION
DE LA EXPRESION DE ANTIGENOS MHC-II

5.1 ELEMENTOS REGULADORES EN CIS

Se ha descrito que el grado de expresion de las moléculas MHC-II en la
superficie celular estd relacionado con el grado de expresién de sus RNA mensajeros
(Fertsch y col., 1987), de modo que la expresion de estas moléculas estd modulada
transcripcionalmente. El andlisis de la secuencia de los genes MHC-II, de experimentos
de mutagénesis in vitro y de estudios funcionales realizados mediante fusién de la region
promotora de los genes MHC-II con genes reporteros, han permitido identificar varios
elementos reguladores en cis -presentes en las regiones promotoras de los genes MHC-IL,
Estos elementos estin contenidos dentro de una regién compacta de 150 pb, conservada
en todas las especies analizadas. Se han distinguido cuatro secuencias conservadas de
DNA denominadas cajas X1, X2 (agrupadas dentro de una Unica caja X), Y y S
(contenida dentro de una caja mayor W/Z) (Glimcher y Kara,1992; Boss, 1997) (Fig.1).
Estos elementos estdn involucrados tanto en Ia expresion constitutiva como inducible
por IFN-y de moléculas MIIC-II y han sido ademds encontrados en los promotores de los
genes de la cadena invariante y de las proteinas H2-M, lo que permitirfa que el proceso
de presentacion de antigenos sea un evento coordinadamente regulado.

La caja Y corresponde a una secuencia de 10 pares de bases ubicada

aproximadamente 60 pares de bases rio arriba del sitio de iniciacién de la transcripcién




(-60 pb). Una corta secuencia no conservada de 18 6 20 pares de bases separa la caja Y
de la caja X2, la que incluye elementos de respuesta a cAMP (CREs) y al ester de forbol
conocido como TPA (TREs). Sobreponiéndose a la caja X2, se encuentra la caja X1
compuesta de 14 pares de bases. Mas arriba y separada por 15 a 17 pares de bases se
encuentra la caja descrita como S en humanos y H en raton, cuya secuencia consiste de 7
pares de bases (Glimcher y Kara, 1992). Se ha descrito que el espaciamiento que existe
entre las cajas Y y X es imprescindible para la correcta funcién del promotor del gen
MHC-II humano DRa. La interrupcion del espaciamiento que existe entre las cajas S y

X provoca un desmedro de la expresion constitutiva e inducible por IFN-y de las

Figura 1. Representacién esquemsitica de las principales secuencias de unién de factores
de transcripcion en el promotor de las moléculas MHC-II. Los complejos proteicos RFX
(RFX-5, RFX-AP y p4l1), X2BP y NF-Y se unen a las secuencias de consenso de DNA,
conocidas como cajas S, X1, X2 e Y, localizadas en la region promotora del gen MHC-II. La
union del factor NF-Y induce la curvatuta del DNA. Estos factores transcripcionales regulan la
expresion de moléculas MHC-II tanto constitutiva como inducible por interferén gamma. En el
caso del gen humano DRa se ha encontrado ademas, la presencia de la caja OBS que une al
factor Oct-2.
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moléculas MHC-II (Ting y Baldwin, 1993). Estos resultados sugieren la formacion de
una unidad transcripcional espacial y estructuralmente organizada. Otra caja importante
descrita Ginicamente en la regién promotora de! gen MHC-II humano DRo, corresponde
al sitio de union a Octamero u OBS (Octamer Binding Site). Esta secuencia se encuentra
localizada rio abajo de la caja Y y fue inicialmente descrita en los geI{es de las
inmunoglobulinas de las células B. La caja OBS une a los factores Oct-2 (de origen
linfoide) y Oct-1 (ubiquo) que actiian como activadores transcripcionales mediante su
interaccién con otra proteina que no se une directamente al DNA, llamado Factor de

Unio6n al Octdmero 1 (OBF-1) o Bob-1 ( Glimcher y Kara, 1992; Ting y Baldwin, 1993;

Boss, 1997).

5.2 FACTORES QUE SE UNEN AL PROMOTOR DE LOS

GENES MHC-II

Un gran niimero de protefnas que se unen a secuencias de DNA especificas de los
promotores de los genes MIIC-II han sido identificadas mediante experimentos de
EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) (Glimcher y Kara,1992, Ting y Baldwin,
1993; Mach y col. 1996; Boss, 1997). De estas, RFX, X2BP y NI*-Y son los complejos
proteicos més relevantes que se unen al promotor de los genes MHC-II. El complejo
denominado en humanos como RFX (y su homélogo murino NF-X), pertenece a una
familia de proteinas nucleares que comparten un sitio homélogo de unién a DNA (Emery

y col., 1996a y b). Este complejo, que se une a la caja X1, es expresado ubicuamente y
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estd compuesto por al menos tres proteinas: RFX-5 (75 kDa), RFX-AP (36 kDa) y p4l
(41 kDa) (Durand y col., 1994). El complejo nuclear X2BP se une a la caja X2 y
corresponde a un heterodimero cuyas subunidades atin no han sido identificadas. Estos
dos complejos, RFX y X2BP, se unen cooperativamente a la caja X (X1 y X2)
aumentando la estabilidad de la unién en 10 veces (Reith y col., 1994a). A su vez, RFX
establece una interaccién cooperativa con NF-Y (Reith y col,, 1994b) permitiendo la
formacién de un complejo RFX-X2BP-NF-Y (Louis-Plence y col., 1997). La unién de
NF-Y a la caja Y provoca una distorsién del DNA y la formacién de un complejo estable
que permite la iniciacién de la transcripcion, En este modelo RFX probablemente actia
como un “factor de accesibilidad” que promueve la ocupacién estable del promotor
reclutando a los factores X2BP y NF-Y a través de interacciones proteina-proteina
cooperativas (Riley y col., 1995; Mach y col.,, 1996). Estos resultados indican que los
distintos factores que se unen a la regién promotora de los genes que codifican para las
moléculas MHC-II acttian como una unidad funcional en la regulacién de la expresién de

estas moléculas (Boss, 1997) (Fig. 1).

6.0 SINDROME DE LINFOCITOS DESNUDOS (BLS)

La enfermedad denominada por la Organizacién Mundial de la Salud como
Deficiencia de Clase II, pero méds conocida como Sindrome de Linfocitos Desnudos 6

Bare Lymphocyte Syndrome en inglés (BLS) pertenece al grupo clinico de
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inmunodeficiencias primarias combinadas severas, BLS es una enfermedad congénita,
recesiva y autosomal que afecta la expresién de las moléculas MHC. Las células de
pacientes BLS no expresan los mRNA y por lo tanto no sintetizan las proteinas de los
genes MHC-II y son incapaces de llevar a cabo el proceso de presentacién de antigeno
(Kovats y col., 1995). En la mayoria de los casos el tratamiento con II'N-y no restaura la
expresion de las moléculas MHC-II. Esto trae como consecuencias una extremada
susceptibilidad a infecciones virales, bacterianas, hongos y protozoos. Los sintomas
aparecen en los primeros afios de vida e incluyen infecciones recurrentes
gastrointestinales y pulmonares, diarreas y problemas de crecimiento. A pesar del
tratamiento proﬁiétctico y sintomético, no es posible prevenir la disfuncién de algunos
érganos y los pacientes mueren antes de los 18 afios (Villard y col.,1997), a menos que
pueda efectuarse un trasplante de médula ésea.

Varias evidencias condujeron a demostrar que BLS es una enfermedad de
regulacién génica involucrando a factores reguladores que actdan en frans. Estos
argumentos se pueden resumir de la siguiente forma (Glimcher y Kara, 1992; Mach y
col,, 1996): i) no se han encontrado mutaciones en los genes estructurales MHC, ii)
estudios de familias afectadas por la enfermedad mostraron que los genes MHC y el gen
de la enfermedad segregaban independientemente, y iii) la expresion de las moléculas
MHC-II de células B de pacientes BLS pudo ser restablecida por fusién con células B

normales.
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6.1 GRUPOS DE COMPLEMENTACION BLS

Estudios de complementacién génica realizados mediante la fusidn entre lineas
celulares obtenidas de pacientes BLS han sido muy utiles en el andlisis de los
mecanismos moleculares que controlan la transcripcion de los genes MIHC-II. Estos
estudios de complementacion consisten en fusionar dos lincas celulares defectuosas en la
expresiéon de moléculas MHC-II y determinar en el hibrido resultante si se reestablece la
expresion de estas moléculas. Si esto ocurre, significa que el defecto de cada célula
parental es distinto y que éste ha sido complementado en trans. Luego, cada linea
celular formaria parte de un grupo de complementacion génico diferente. A estos
trabajos se han sumado estudios realizados con otras lineas celulares deficientes en la
expresién de MHC-II. Actualmente, se han descrito cinco grupos de complementacién
génica, denominados con las letras A, B, C, D y E (Tabla 1) (Bénichou y Strominger,
1991; Lennon y col., 1996)..

Andlisis in vivo de Sitios Hipersensibles a DNasa [ y de Patrén de Huellas
(Footprinting) mostraron que las células de los grupos de complementacién B, C y D
presentan una ausencia de unién del complejo RIFX al promotor de los genes MHC-II
(Kara y Glimcher, 1991; Kara y Glimcher, 1993; Reith y col., 1988), impidiéndose a su
vez, la interaccién de los otros factores con sus respectivas ;:ajas (Kara y Glimcher,
1991; Chin y col., 1994). Experimentos de purificacién por cromatografia de afinidad

del complejo RFX (Durand y col., 1994) y ensayos de complementacién génica con una

1




Tabla 1. Grupos de complementacion génica BLS.

GRUPO BLS LINEA CELULAR'  DEFECTO CROMOSOMA
MOLECULAR
BLS-2
A BCH CIITA 16
RJ2.2.5
B BLS-1 (p41) ? ?
C THF RFX-5 (p75) 1
SJO
D 6.1.6 RFX-AP (p36) 13
E RAG F-16 16

1 Se muestran algunas lineas celulares representativas (Mach y col., 1996; Boss, 1997)

genoteca de expresion de cDNA permitié identificar el gen de la subunidad de 75 kDa,
denominado RFX-5, como el factor defectuoso en el grupo BLS C (Steimle y col.,
1995). El gen de RFX-5 ha sido localizado en el cromosoma 1 (1q) (Mach y col., 1996)
habiéndose descrito en tres pacientes BLS la mutacion que afecta al gen RFX-5. En un
caso, una mutacion puntual genera un codén de término prematuro, mientras que los
otros dos pacientes presentaron mutaciones en el sitio de procesamiento alternativo
produciendo un corrimiento en el marco de lectura y la aparicion de un codén de término
prematuro (Mach y col., 1996). La purificacion de la otra subunidad de 36 kDa,
denominada RFX-AP y el aislamiento de un clon de ¢cDNA que codifica para esta
proteina, permitié realizar experimentos de transfeccion génica en las células llamadas

6.1.6 del grupo BLS D. Los resultados de estos experimentos mostraron que el gen para
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RFX-AP seria el factor defectuoso en este grupo, ya que su transfeccién complementd el
defecto de éstas células (Durand y col., 1997). El gen de RFX-AP estd localizado en el
cromosoma 13 (13q) y el estudio de tres lineas celulares de pacientes BLS pertenecientes
al grupo BLS D permitié establecer la existencia de mutaciones puntuales en este gen
(Villard y col., 1997). En todos los casos las mutaciones conducirfan a la sintesis de una
proteina truncada. Se ha sugerido que el factor defectuosc en el grupo BLS B
corresponderia a alguna otra subunidad, posiblemente la de 41 kDa, del complejo RFX
(Durand y col., 1994; Steimle y col., comunicacién personal,1998).

Estos resultados indican que la formacién del complejo RFX es esencial para la
expresién de moléculas MHC-II y que los defectos encontrados en los grupos BLS Cy D
llevan a la imposibilidad de ensamblaje de un complejo RFX normal (Moreno y col.,
1997). Debido a que RFX actuarfa como un elemento “reclutador” de los factores X2BP
y NF-Y (mencionado més arriba), éstos resultados explican por qué los otros factores de
transcripcién tampoco se unen al promotor de los genes MHC-II de células de los grupos
BLS B,CyD.

A diferencia de los grupos BLS B, C y D, células del grupo BLS A mostraron una
unién normal del complejg RFX y una ocupacién normal del promotor. Estudios de
complementacién f'uncion;l;-mediante la transfeccidn de una genoteca de expresién de
¢DNA de mamiferos y la posterior seleccion de las células complementadas permitié la
identificacién del factor defectuoso de las células BLS A (Steimle y col., 1993). Este

factor fue llamado Class II TransActivator (CIITA). E! gen de CIITA humano y murino

ha sido localizado en el cromosoma 16 (16p) y en todas las lineas celulares del grupo




BLS A se han encontrado mutaciones en este gen (Fig. 2). Los dos alelos de las células
BLS-2 y el alelo 1 de las células BCH presentan una mutacion en el sitio de
procesamiento alternativo del mRNA de CIITA, provocando un salto de exon (exon
skipping) y la pérdida de 23 aminoécidos en la region C-terminal de la proteina (Steimle
y col., 1993; Bontron y col., 1997). El segundo alelo de las células BCH posee una
mutacion puntual que resulta en la generacion de un codén de término prematuro

(Bontron y col., 1997). El alelo 1 de las células RJ2.2.5 presenta una gran delecion

Addico PST ATP/GTP C terminal
A B
SILVESTRE E B
BLS-2 (homoz) V
BCH (Alelo 1) v.
BCH (Alelo 2)
RJ 2.2.5 (Alelo 1) \/.
RJ 2.2.5 (Alelo 2) PERDIDO

Figura 2. Mutaciones de CIITA en células del grupo de complementacion génica BLS-A.
CIITA posee cuatro importantes dominios: un dominio acidico, relacionado con la activacion
transcripcional; una region denominada PST, rica en aminoacidos prolina, serina y treonina; un
dominio de unién a ATP/GTP y un dominio C-terminal que determina la especificidad de los
genes que son regulados. Las células humanas BLS-2, BCH y RJ 2.2.5 tienen una mutacion en
el gen de CIITA, lo que les impide expresar las moléculas MHC-II. Todas las mutaciones
descritas afectan a la region C-terminal de la proteina. A excepcion de las células BLS-2, en
todos los otros casos las mutaciones son heterocigotas.
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gendmica mientras que el segundo alelo estd totalmente ausente (Brown y col., 1995;
Bontron y col., 1997). Es necesario seiialar que todas las mutaciones encontradas en las
células del grupo BLS A afectan a la regién C-terminal de la proteina de CIITA y que las
mutaciones que afectan a cada alelo del gen de CIITA no siempre ocurren en ¢l mismo
sitio ni son del mismo tipo (Fig. 2).

Resultados de nuestro laboratorio han mostrado que la linea celular murina RAG
conforma un nuevo grupo de complementacién BLS (grupo E). RAG es deficiente en la
expresion constitutiva e inducible por IFN-y de moléculas MHC-II, cadena invariante y
los genes DM, aunque responde normalmente a IFN-y para la expresion de las moléculas
MHC-I (Lennon y col., 1996). La fusién de las células RAG con varias otras células
humanas normales restaurd la expresion de las moléculas MHC-II murinos siempre y
cuando en los hibridos somdticos estuviese presente el cromosoma 16 humano (Bono y
col., 1991b), por lo que el factor defectuoso fue llamado F-16. Estudios de
complementacién génica mostraron que F-16 no corresponde a ninguno de los factores
va descritos en los otros grupos BLS (Lennon y col., 1996). F-16 no ha sido identificado

ain.

7.0 EL FACTOR TRANSACTIVADOR CIITA

En los tltimos afios se han realizado una gran cantidad de trabajos en relacién a

la estructura, expresién y funcién de CIITA. El conjunto de estos resultados han llevado
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a la conclusién que CIITA es el factor regulador maestro de la expresién de moléculas
MHC-II. En relacién a esto, se ha mostrado que CIITA se detecta sélo en células y

tejidos que expresan moléculas MHC-II (Steimle y col., 1993) y que su expresién in vivo

e in vitro es inducida por IFN-y en un curso temporal que precede a la induccién de los

genes MHC-II (Ramassar y col., 1996; Steimle y col., 1994). Ademads, se ha mostrado
que en homogenizados celulares de rifibn de ratones tratados con estimulos pro-
inflamatorios (células alogénicas y LPS) que inducen la produccién de IFN-y, se induce
también la expresion de CIITA y de moléculas MHC-II (Ramassar y col.,1996). Por otro
lado, se ha demostrado que existe una correlacién cuantitativa entre los niveles de
expresion de mRNA de CIITA y de las moléculas MHC-II, y que CHTA regula la
aciividad del promotor de los genes MHC-II (Otten y col.,, 1998). Otras evidencias
provienen del estudio de lineas celulares deficientes en la expresién de moléculas MIHC-
Il y de lineas cielulares de pacientes del grupo BLS A, en las cuales la transfeccién del
cDNA de CIITA restablece la expresion constitutiva de moléculas MIHC-II (Steimle y
col., 1994; Chin y col., 1994; Chang y col., 1994). Asi mismo, ratones knock out para
CIITA presentan una deficiencia generalizada en la expresion constitutiva de moléculas
MHC-II en las células B, células dendriticas y macréfagos, con excepcién del epitelio
timico (Chang y col,, 1996). Ademds, sc ha demostrado que CHTA no sélo regula la
expresion de las moléculas MHC-II, sino que también regula la expresion de ‘los genes
de la cadena invariante y de H2-M implicados, al igual que las moléculas MHC-II, en el

proceso de presentacion de antigeno (Kern y col., 1995; Chang y Flavell, 1995a; Chang y

col., 1996), sugiriendo que CIITA es la proteina responsable de la expresion coordinada
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de los genes Ii, H-2M y MIC-II. Por otra parte, se sabe que células B plasméticas
inmaduras asi como células B diferenciadas terminalmente como los plasmocitos, no
expresan moléculas MHC-II (Glimcher }; Kara, 1992). Trabajos recientes han
demostrado que estas células B no expresan CIITA, pero q-ue la transfeccidn del.ﬂcDNA
de CIITA restituye la expresién de las moléculas MHC-II (Silacci y col., 1994; Sartoris y
col., 1996). Estos resultados sugieren que la extincidn de la expresion de las moléculas
MEHC-II, fendmeno que ocurre normalmente en células B plasméticas es mediada por%n
mecanismo represor de la expresion de CIITA. Del mismo modo, el silenciamiento de la
expresion constitutiva de las :‘noléculas MHC-II en hibridos celulares obtenidos
mediante la fusién de células epi;eliales y células B es debido a una represién activa del
promotor constitutivo de CIITA (Lennon y col., 1998). Finalmente, se ha relacionado la
imposibilidad de los linfocitos T murinos activados para expresar moléculas MHC-II con
la ausencia de CIITA en estas células ( Chang y col., 1995b). A

Recientemente, se ha publicado la secuencia completa del ¢cDNA de CIITA
murino y la secuencia de aminoécidos de la proteina ha sido deducida de estos resultados
(Sims y col., 1997a). La secuencia corresponde a 5.178 pares de bases que contiene un
marco de lectura abierto de 3.236 pares de bases, codificando para una protefna de 1.078
aminodcidos. La proteina CHTA no muestra sitios de union a DNA, Estudios realizados
con el ¢cDNA de CITA humano han mostrado la existencia de cuatro dominios
importantes en la actividad de la proteina de CIITA (Fig. 2): un dominio N-terminal rico

en aminodcidos acidicos que actiia como un fuerte dominio de activacién transcripcional

(Riley y col., 1995); un. dominio estructural PST rico en los aminoécidos prolina, serina
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y treonina que junto con un dominio de unién a ATP/GTP son necesarios para la
actividad 6ptima de CIITA (Chin y col., 1997b); y un dominio C-terminal ;ue determina
la especificidad de activacién de CIITA (Zhou y Glimcher, 1995; Chin y col., 1997a).
Estos dominios estdn altamente conservados (80% de homologia) entre las especies

humanas y murinas (Sims y col., 1997a).
Se ha demostrado que la transfeccidn de células que expresan constitutivamente
MIHC-II con un ¢cDNA de CIITA carente del dominio acfdico de activacién N-terminal o
del dominio PST reprime la expresién tanto constitutiva como, inducible de las.

moléculas MHC-II indicando que esta forma de CIITA se comporta como un dominante

negativo (Chin y col., 1997b; Zhou y col., 1997).

.

7.1 FUNCION TRANSACTIVADORA DE CIITA_
Todos los antccedcntes% sefialados indican que CIITA serfa el regulador clave de

laﬁexpresién de las moléculas MHC-II. Sin embargo, CIITA no posce una secuencia de
uniér; a DNA, de modo que surge la pregunta de c6mo CIITA Heva a cabo su funcién
reguladora. Estudios in vitro de doble hibrido y bioquimicos mos;mron quezCHTA
interactiia directamente con la subunidad RIFX-5 del complejo RF}'.{K(Scholl y col,,
1997). Por otro lado, experimentos de unién_iaft vitro inostr:aron ‘;ma interaccion directa

entre CIITA y el Factor Bob 1 (Fontes y col.,, 1996). La proteina Bob 1 fue descrita

inicialmente como coactivador en la activacién de genes de inmunoglobulinas de células
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B mediante su interaccidn con la proteina Oct 2, la cual se une a la caja Octdmero. El
promotor del gen MHC-II humano DRa, es el tinico promotor MHC-II en el cual se ha
encontrado la presencia?de la caja Octdmero (rGlimcher y Kara, 1992; Mach y col,,
1996). Sin embargo, la interaccién entre CIITA y Bob 1 serfa independiente de la caja
Octamero, puesto que también se observé un efecto sinérgico de activacion entre estos
factores al usar una construccion que contenia al promotor del gen MHC-II humano DQ
(Fontes y col., 1996) (Fig.3).

También ha sido demostrado que el dominio N-terminal acidico de activacion de
CIITA interactiia con las subunidades TAF;32 (Fontes y col, 1997) y TAF;250
(Mahanta y col., 1997). Estas subunidades son parte de un complejo de proteinas
conocido como TAF, que interactita con la Proteina de Unidn a la caja TATA (TBP)
dentro de la maquinaria transcripcional asociada con la RNA polimerasa II (Fig. 3).
Inicialmente, se pensé que el dominio PST de CIITA tendria una funcién estructural
manteniendo una conformacién éptima de la proteina (Sims y col., 1997). Sin embargo,
este tipo de dominio ha sido encontrado en otros activadores transcripcionales, los cuales
aumentan la expresion génica mediante interacciones protefna-proteina con factores de la
maquinaria transcripcional que se unen a la caja TATA junto con la RNA polimerasa II
(Chin y col., 1997b; Zhou y col., 1997). Estas observaciones han llevado a proponer que
el dominio PST tendria una participacion directa en la activacién transcripcional,
interactuando con otras proteinas de union a DNA.

Por lo tanto, la pregunta inicial de cémo CIITA lleva a cabo su funcion

reguladora, puede responderse postulando que CIITA actuarfa como un transactivador de
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la expresién de las moléculas MEC-II a través de interacciones con algunas de las
proteinas del complejo que se une al promotor de los genes MHC-II y con algunas de las

subunidades que forman la maquinaria transcripcional.

72 REGULACION DE LA EXPRESION DE CITA

Al igual que los genes MHC-1I, Ia expresi6n constitutiva ¢ inducible de CIITA es
regulada positiva y negativamente por diversos estimulos (Steimle y col., 1994; Sims y
col., 1997b; Lee y col.,1997; Rohn y col, 1999). Recientemente se han realizado
numerosos trabajos con el interés de comprender los mecanismos moleculares por los
cuales se regula la expresién de CHTA. Piskurich y colaboradores (1998) demostraron
que una extensa region de DNA de 4 kb, localizada rio arriba del inicio de la
transcripcion del gen de CIITA, contenia los elementos reguladores nt;cesarios para la
expresion constitutiva e inducible por IFN-y de CIITA. Lennon y colaboradores (1997)
publicaron la secuencia de una region promotora de 1,8 kb responsable de la ex;:;resién
constitutiva de CIITA., Ademds, en este mismo trabajo se demostry que macréfagos
murinos y células L(tk-) provenientes de un {ibrosarcoma murino, translectadas con un
cosmidio que contiene el gen para CIITA humano sin la regién Ingomotora de 1,8 kb,
expresan CIITA en respuesta a IFN-y. Los autores propusierontla existencia de un
promotor intragénico en CIITA inducible por IFN-y, localizado 10 kb rio abajo de su

region promotora. En otro trabajo se describid que la expresion de CIITA esta bajo el
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control de cuatro promotores diferentes localizados en una regién genémica de 13 kb en
humanos y 10 kb en ratén (Muhlethaler-Mottet y col., 1997). Dos de estos promotores (I
y IIT) dirigen la expresién constitutiva de CIITA, mientras que la expresién inducible por
IFN-y es regulada por el promotor IV. La tinica diferencia entre los diferentes transcritos
obtenidos por la activacién de los distintos promotores es el primer exén. Los autores
demostraron que la expresion de CIITA en diferentes tejidos o tipos celulares es mediada
a través del uso diferencial de estos promotores. De esla manera, el mRNA de CIITA
expresado por accion del promotor I es expresado principalmente en células dendriticas,
mientras que lineas celulares B linfoblastoide y homogenizados celulares obtenidos de
bazo, amigdalas o timo expresan el mRNA de CIITA dirigido por el promotor III. Por
otra parte, el mRNA de CIITA expresado por la accién del promotor IV esté presente en
mayor grado en lineas celulares inducibles por IFN-y, tales como melanomas, monocitos,
células endoteliales y fibroblastos. -

El analisis de la secuencia de los cuatro promotores no mostré un significativo
grado de homologia entre ellos, pero si hubo una gran conservacién al comparar las
secuencias humanas y murinas, en especial en ciertas regiones donde se han reconocido
secuencias de consenso de unidén a factores de transcripcion. En particular, en el
promotor 1V se describi6 la conservacion de las cajas de unién del factor IRF 172, la
secuencia GAS de unién del complejo STAT1a (factor de transcripcidn citoplasmdtico
activado directamente por IFN-y) y la caja E que une a USF-1 (factor transcripcional de
la familia de factores de cierre de leucina bdsicos HLI) (Muhlethaler-Mottet y col.,

1997). Anilisis de mutagénesis in vifro y ensayos funcionales de EMSA demostraron la




unién cooperativa de los factores STAT1c y USF-1 a las secuencias GAS y caja E del
promotor IV de CIITA respectivamente (Muhlethaler-Mottet y col, 1998). La
interaccién de estos dos factores promueve la formacién de un complejo altamente
estable y la subsecuente activacién del promotor. También, se encontré que la secuencia
de unién del factor IRF-1 presente en el promotor IV de CIITA es funcionalmente
importante en la activacién por IFN-y (Muhlethaler-Mottet y col., 1997). Todo esto
indica que la expresion de CIITA es regulada por IFN-y mediante la accién conjunta de

varios factores de transcripeion.

8.0 INTERFERON GAMA Y TRANSDUCCION DE
SENALES

El interferén gamma es una proteina de secrecién perteneciente a la familia de las
citoquinas y capaz de inducir la expresion de las moléculas MHC-II (Trinchieri y
Perussia, 1985). El receptor de IFN-y corresponde a un receptor de membrana
plasmatica denominado cadena o y cuyo gen esté localizado en el cromosoma 6 humano
y en el 10 murino (Farrar y Schreiber, 1993). Estudios realizados con hibridos sométicos
obtenidos entre células humanas y células murinas o de hamster determinaron que el
receptor funcional del IFN-y, estd compuesto ademas de un factor especie-especifico.
Este factor fue localizado en el cromosoma 21 humano (Jung y col., 1987; Bono y col.,

1989) y codifica para la subunidad B del receptor, la cual es responsable de la
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transduccién de seflales atribuidas al IFN-y (Hemmi y col., 1994; Soh y col.,1994; Bono
y col., 1991a).

Una gran cantidad de trabajos realizados para comprender la activacidn
transcripcional inducida por IFN-a, condujo al descubrimiento de una nueva via de
transduccién de seiiales conocida como la via JAK-STAT de activacion de proteinas
tirosinas quinasas (Darnell y col., 1994). Posteriormente, se describié que muchas otras
citoquinas y ligandos mediaban sus efectos a través de esta misma via (Larner y col,,
1993; Sadowski y col., 1993; Ihle y col., 1994; Schindler, 1995). En el caso especifico
del IFN-y, la cadena o del receptor se encuentra asociada a la proteina tirosina quinasa
JAK-1, mientras que la cadena [} estd asociada a JAK-2 (Ziemiecki y éol., 1994), El
IFN-y acta como un homodimero de 34 kD (Farrar y Schreiber, 1993} uniéndose con
alta afinidad a la cadena o, de su receptor provocando la asociacién con otra cadena o.
Este complejo interactuaria con dos cadenas 3, lo cual condu;e a la transfosforilacion y
activacién reciproca de las proteinas tirosina quinasas JAK-1 y JAK-2 (Boehm y col,,
1997). A su vez la activacion de las JAKSs induce la fosforilacién del residuo tirosina
440 de la cadena o del receptor, creando dos sitios de unidén yuxtapuestos para los
dominios SH2 del factor transcripcional citosdlico STAT1a (p91) (Greenlund y col,,
1994)., La subsecuente fosforilacién de STAT 1o en el residuo tirosina 701 induce su
rapida disociacién del receptor y la homodimerizacion a través de sitios SH2

(Shuai, 1993; Shuai, 1994). El homodimero de STAT1o migra al nicleo y se une a

secuencias especificas de DNA denominadas GAS, presentes en el promotor de los
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que son regulados por IFN-y, entre ellos IRF-1 y CIITA. En restimen, la unién de IFN-y
a su receptor en la membrana plasmética inicia una cascada de eventos de transduccién
de seftales hacia el interior de la célula que llevan a la activacién de STATla, y a su
posterior migracién hacfa el niicleo, donde se une al promotor de los genes inducidos por

IFN-y (Fig. 3).

9.0 MODELO DE REGULACION DE LA EXPRESION
INDUCIBLE DE LAS MOLECULAS MHC-IT POR IFN-y

Numerosos estudios de las secuencias promotoras de los genes MHC-II han
establecido la ausencia de secuencias GAS en estos genes. Esto hizo dificil entender
cémo IFN-y regula_} la expresién de las moléculas MHC-II.  Sin embargo, el
descubrimiento de laf secuencias GAS en el promotor del gen de CIITA (Lennon y col.,
1997) permitié deducir que IFN-y induce la expresion de los genes MHC-II a través de la
induccion de CITA. Actualmente, se ha propuesto que STATlo interactia
cooperativamente con el factor de transcripciéon USF-1 para unirse a la secuencia GAS
del gen de CIITA. Ademds, STAT1a se une a la secuencia GAS presente en el gen IRT-
1 activando su transcripcién. La unién de STAT1o e IRF-1 daria inicio a una activacién
parcial del promotor de CIITA, pero seria la posterior unién de IRF-1 al promotor del

gen para CIITA el que determinaria su expresion total. Una vez que CIITA es

expresado, este factor establece una interaccién directa con la subunidad RFX-5 del
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Figura 3. Modelo de regulacion de la expresiéon de moléculas MHC-II por IFN-y. La unién
de IFN-y a su receptor inicia una cascada de sefiales que activa a las proteinas tirosinas quinasas
JAK 1 y 2, las que fosforilan al complejo transcripcional STATla que migra al nicleo.
STAT 1w induce la expresion de IRF-1 y se une, en conjunto con los factores USF-1 e IRF-1, al
promotor IV de CIITA induciendo su expresion. CIITA permite la formacién de un complejo
estable de union al DNA entre los factores de transcripcion RFX, X2BP y NF-Y. A su vez,
CIITA interactia con subunidades del complejo TBP que forman parte de la maquinaria
transcripcional bésica para la transcripcion del gen MHC-II. En el caso del gen humano DR,
esto se veria reforzado por la participacion del factor Bob 1 que se une a la secuencia Oct-2.
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complejo RFX. Consecutivamente, RFX interactia con las protefnas X2BP y NF-Y
conformando una unidad estructural estable que se une a las cajag X1, X2 e Y del
promotor de los genes MHC-II. La torsién del DNA producida por Tla unién del! factor
NF-Y, permitirfa la interaccién de CIITA con los factores unidos a la caja S
(posiblemente RFX). En el caso del gen DRa, CIITA se uniria ademds con el factor
transcripcional Bobl. Asi, a través de Bob 1 o bién a través de la unién directa de su

dominio acidico con subunidades de los complejos TAFs, CIITA estableceria

comunicacién con la maquinaria transcripcional unida al promotor de los genes MHC-II

(Fig. 3).

fr ]




ANTECEDENTES QUE FUNDAMENTAN LA HIPOTESIS

El interés de esta tesis es estudiar los mecanismos que regulan la expresion de las
moléculas MHC-II. Los antecedentes descritos anteriormente demuestran que la
expresion de estas moléculas es regulada por un mecanismo altamente complejo.

Se ha sefialado también la contribucién importante al estudio de la regulacion de
las moléculas MHC-II de lineas celulares mutantes incapaces de expresar moléculas
MHC-II y de lineas celulares obtenidas de pacientes que sufren de una enfermedad de
inmunodeficiencia (BLS). Del mismo modo, estudios realizados con hibridos celulares
inter e intraespecies han permitido establecer la participacién de factores reguladores
positivos y negativos de la expresion de las moléculas MHC-II (Stuart y col., 1989; Bono
y col., 1991b; Lennon y col., 1998).

Trabajos previos de nuestro laboratorio indicaban que la linea celular L(tk-)
representaria un buen modelo para el estudio de la regulacion de las moléculas MIIC-IL
A continuacién se discuten estos antecedentes. La linea celular L(tk-), corresponde a un
fibrosarcoma murino capaz de inducir la expresioén de las moléculas MHC-I en respuesta
a IFN-y (Bono y col.,, 1991a y Fig. 4A), pero incapaz de expresar moléculas MHC-II
(Fig. 4B) en respuesta a esta misma citoquina. As{ mismo, resultados preliminares de
Northern blot demostraron que las células L(tk-) expresan el mRNA del gen 2-5-A-
oligosintetasa en forma inducible por IFN-a e IFN-y (Iig. 5A), pero no expresan el

mRNA para moléculas MHC-II (Fig. 5B). Estos resultados demostraron que las células
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Figura 4. Expresion de las moléculas MHC-1 y MHC-II en las células L(tk-) e hibridos
somaticos. Las células L(tk-) (A y B), L.GES 4.3 (C) y R.GES 2.1 (D) se cultivaron en
ausencia (curva roja) o en presencia (curva blanca) de 100 U/ml de IFN-y murino durante 72
horas. Las células se marcaron con los anticuerpos 11.4.1, dirigido contra las moléculas MHC-I
murinas (A) y H 39.64.5, dirigido contra las moléculas MHC-II murinas (B, C y D). En los
histogramas se representa intensidad de fluorescencia media (eje de las abscisas) versus niimero
relativo de células (eje de las ordenadas).

L(tk-) poseen un defecto que les impide expresar moléculas MHC-II, aunque si expresan
otros genes regulados por IFN-y. Sin embargo, la fusion de células L(tk-) con las células
B humanas GES (hibrido L.GES 4.3) o con las células B murinas A-20 de diferente
haplotipo MHC que las células L(tk-) (Lennon y col.,1998) restauré la expresion

inducible por IFN-y tanto del mRNA (Fig. 5B) como de las proteinas MHC-II murinas

en la superficie de estas células (Fig. 4C). De esto, se deduce que las células L(tk-)
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L(tk-)

L.GES 4.3

L.GES 4.7

L(tk-)

L.GES 4.3

L.GES 4.7

Figura 5. Analisis de Northern blot de Ias células L(tk-) e hibridos celulares L.GES 4.3 y
L.GES 4.7. (A) Las células se cultivaron durante 8 horas en medio solo (no tratado) o en
medio que contenia IFN-o murino, IFN-y murino, o una mezcla de ambos, en las
concentraciones descritas en las figuras. Se preparé RNA total y se realiz6 el Northern blot con
una sonda que hibrida con el mRNA del gen (2°-57) oligoadenilato sintetasa. (B) Las células se
cultivaron durante 16 horas en medio solo (no tratado), en medio con 100 U/ml de IFN-y murino
o en medio que contenfa 250 U/ml de IFN-y humano. El Northern blot se realizé utilizando una
sonda que hibrida con el mRNA de la cadena o del gen MHC-II murino [-A¢,
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poseen un receptor funcional para IFN-y, puesto que unen y responden a IFN-y
expresando moléculas MHC-I y otros genes regulados por esta citoquina. Ademds, éstos
resultados demuestran que los genes estructurales de las moléculas MIC-II se
encuentran funcionales, ya que una vez que las células L(tk-) son complementadas por
las células B humanas o miurinas, los genes MHC-II murinos se expresan normalmente.
Estos resultados s}.lgieren que la falta de expresion de las moléculas MHC-II por parte de
las células L(tk-) en respuesta a II'N-y, se deberia a un defecto en un factor no especie-
especifico, difusible, y especifico de la regulaciéon de la expresiéon de las moléculas
MHC-IL

El andlisis de nuestros resultados preliminares, nos llevaron a concentrar nuestros
estudios en la investigacién del defecto que les impide a las células L(tk-) expresar
moléculas MHC-II en respuesta a IFN-y, como una manera de estudiar los mecanismos
que regulan la expresién de fr"c‘:stas moléculas. Los resuitados mostraron que la
incapacidad de las células L(tk-) de expresar en forma inducible por IFN-y moléculas
MHC-II es debida a una mutacién en el gen de CIITA. La mutacion en CIITA

encontrada en esta tesis es diferente a las detectadas anteriormente y sugiere mecanismos

alternativos de regulacién de la expresion de las moléculas MIC-II,
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El objetivo general de esta tesis es el estudio de los mecanismos de regulacion de

la expresién de moléculas MHC-II.

HIPOTESIS

En base a los antecedentes previamente descritos, planteamos como hipétesis de

trabajo que: El defecto de las células L(tk-) que impide la expresién inducible de

moléculas MHC-II por IFN-y, corresponderia a un factor no especie-especifico,

$
difusible, y especifico de la regulacion de la expresion de moléculas MHC-IL

-~

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos de esta tesis son:

1. Analizar la complementacién de la expresion inducible de las moléculas MHMC-II

murinos por IFN-y en hibridos celulares somdticos obtenidos entre células L(tk-) y

células que expresan normalmente dichas moléculas.
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2. Determinar si el defecto de las células L(tk-) que les impide expresar moléculas
MHC-II en respuesta a IFN-y, corresponde a alguna de las mutaciones ya descritas para

los distintos grupos de complementacion BLS o si representa una nueva mutacion.

3. Determinar la localizacién cromosomal del gen que codifica para el factor mutado en

las células L{tk-).

4. Caracterizacidn estructural y funcional del factor mutado de las células L(tk-).




MATERIALES Y METODOS

CULTIVO CELULAR

Las siguientes lineas celulares fueron obtenidas de la ATCC (American Type
Culture Collection, USA) : L(tk-) originada de un ﬁl?rosarcoma murino y deficiente en la
enzima timidina quinasa; RAG proveniente de un adenocarcinoma renal de ratén; RAW
264.7 una linea macréfago-monocitica murina; A-20 una linea linfoide B murina y
WISH, una linea celular humana de origen mesenquimatico. Las células humanas GES
y LM son lineas celulares B linfoblastoides transformadas con el virus EBV obtenidas de
dadores normales, La linea celular BLS-2 fue proporcionada por la Dra. Janet Lee
(Sloan-Kettering Institute, New York) (Hume y Lee, 1989). La linea celular BLS-2/Neo’
corresponde a células BLS-2 transfectadas con el plasmidio pSV2neo (Clontech, USA).
Los hibridos somdticos celulares L.GES, L.LM y L.W se obtuvieron anteriormente en
nuestro laboratorio mediante fusién entre células L{tk-) y lineas celulares humanas GES,
LM y WISH respectivamente.

Las células L(tk-) y RAG asi como los hibridos L.GIS, L.LM y L.W fueron
cultivadas en medio DMEM (Gibco-BRL, USA) suplementado con 10 % de SFB
(Gibco-BRL, USA) (DMEM -+ 10 % SFB), a 37 °C y en una atmésfera con 10 % de

CO;. Las células RAW 264.7, GES, LM, BLS-2 y A-20 se crecieron en medio RPMI
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suplementado con 10 % de SFB (Gibco-BRL, USA), a 37 °C y en una atmésfera de 5%
de CO,. Todos los medios de cultivo se suplementaron con 50 Ul/ml de penicilina, 50

mg/ml de estreptomicina y 50 mg/ml de L-glutamina.

ANTICUERPOS

Las moléculas MHC-I murinas del haplotipo H-2¥ se reconocieron con el
anticuerpo monoclonal 11.4.1 (IgG2a, ATCC TIB 95). Las moléculas MHC-II murinas
del haplotipo 1-A* se detectaron con el anticuerpo monoclonal 1H39.64.5 (Kapler y
col.,1981). En los experimentos de inmunofluorescencia indirecta se utilizé como
anticuerpo secundario el anticuerpo policlonal anti-IgG de ratén preparado en cabra

conjugado con FITC (Byosis, Francia).

PREPARACION DE HIBRIDOS SOMATICOS

La obtencién de hibridos sométicos celulares L.BLS-2 se realiz6 mediante la
fusién con polietilénglicol 4000 (PEG) (Merck, Alemania) de las células L{tk-) y BLS-2
neomicina resistentes (BLS-2/Neo"). Este método se esquematiza en la figura 9. El PEG
se prepard fundiendo en el autoclave una cantidad determinada del producto, agregando

luego un volimen de medio (sin suero) equivalente a la masa. Esto da una solucién 50
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% p/v de PEG. Previo a la fusién ambos tipos celulares se lavaron dos veces de manera
de eliminar todo el suero del medio de cultivo. Luego, se mezclaron las células L(tk-) y
BLS-2 en una proporcién de 1:10 y se centrifugaron para eliminar trazas de suero fetal.
Para fusionar las células, se agregéd gota a gota 0,5 ml de PEG 50 % p/v en | min a
temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla de células se incubé durante 2 min a
37 °C y se diluyé lentamente agregando 1 ml de medio DMEM sin suero en 30 seg.
Enseguida, se agregaron 3 ml de medio DMEM sin suero en 30 seg y finalmente se
agregaron 16 ml de este mismo medio en 1 min. Las células se dejaron reposar durante
5 min a temperatura ambiente, se Hevaron a un volimen final de 40 ml de medio de
cultivo, se centrifugaron a 500 x g durante 10 min a temperatura ambiente y se elimin6 el
sobrenadante. Las células se resuspendieron snavemente en 10 ml de medio DMEM +
10 % de SFB y se cultivaron a 37 °C y 10 % de CO,. Dos dias después de la fusién‘, se
cambié el medio de cultivo por medic DMEM + 10 % de §FB + neomicina 1 mg/ml
(medio de seleccidn). De este modo, las células L(tk-) son eliminadas al Icabo de una
semana, ya que no contienen el gen de resistencia a neomicina, Con el fin de eliminar
las células BLS-2/Neo' que crecen en forma no adherente, se realizaron cambios
sucesivos del medio de seleccidon cada dos o tres dias. Finalmente, se obtuvieron
hibridos somdticos como células adherentes capaces de prolilerar en presencia de

Neomicina,
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SELECCION MAGNETICA DE CELULAS

Vg

Este método permite enriquecer una poblacién heterégenea de células, utilizando
microesferas magnéticas acopladas con un anticuerpo anti-inmunoglobulinas de ratén
(Dynal, Dynabeads M-450, Noruega). En nuestro caso, la poblacién de células LW 7
inducible por IFN-y para la expresién de moléculas MHC-1I fue separada d;: la poblacién
no inducible.

Las células L.W 7 se lavaron dos veces con 5 mi de medio de lavado (medio de
cultivo + 2 % de SFB) y se resuspendieron a una concentracién de 10° células/100 pl.de
una dilucién del anticuerpo especifico, en este caso anti-MHC-II del haplotipo H-2F.
Los anticuerpos se titularon previamente con el fin de determinar la concentracién
6ptima para su uso. Luego de incubar durante 30 min a 4 ‘°C; las células se lavaron dos
veces en medio de lavado y se resuspendieron en 100 pl de este mismo medio.
Previamente, se lavé dos veces una cantidad de microesferas magnéticas equivalentes a 4
veces el nmiimero de células a seleccionar. Para esto, s¢ agregd a las microesferas 2 ml de
medio de lavado, se resuspendieron por agitacién en el vortex y de inmediato se coloco
el tubo conteniendo las microesferas contra el imdn de un concentrador de particulas
magnéticas (Dynal, MCP-1, Noruega) que separa el solvente de las microesferz}s. Se
mantuvo la solucién en contacto con el iman aproximadamente 1 min, y en seguida se
aspird el solvente y se retiré el tubo del imén. Esta operacidn se repitié en todos los

lavados subsecuentes., Una vez realizados los dos lavados de las microesferas, estas se
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mezclaron con las células que han sido previamente marcadas con el anticuerpo
]

especifico y resuspendidas en 100 pl de medio de lavado. La mezcla de células y

t

microesferas se incubaron en un rotador a 4 °C durante 30 min. Transcurrido este lapso

de tiempo, se les agreg(:S 2 ml de medio de lavado y se colocaron contra ¢l imdn por 2

min. Las células que no poseen las moléculas reconocidas por el anticuerpo especifico

pueden ser aisladas a partir del sobrenadante, mientras que las células que poseen el

I
marcador de seleccién quedan adosadas al imén mediante las esferas magnéticas que se

I
unieron al primer anticuerpo.
7

Con el fin de de:spegar las microesferas magnéticas de las células selecéionadas,
1
estas se resuspendieron en 95 pl de medio de lavado mas 5 pl de Detachbeads (Dynal,

Noruega) y se incubaro}n en el rotador por 1 hora a temperatura ambiente. Este paso
permite despegar las microesferas de las células por competencia. Finalmente, se les
agregd 2 ml de medio d:e lavado y se separaron las células de las microesferas utilizando
el imén, recuperando 1%15 células que quedan en el sobrenadante. Antes de poner las

I
células en cultivo, se lavaron una vez con 5 ml de medio de cultivo, centrifugédndolas a

400 x g por 7 min.

i o,
CLONAMIENTO POR DILUCION LiMITE

k

i
Con el fin de ob;tener una poblacién homogénea de células, estas se clonaron por

’ L
dilucién limite. Para esto, se preparé una solucién de células a aproximadamente 10°

|

|
!
1
|
1
t

!
t
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células/m! y se determind la concentracién lo mis, exactamente posible mediante
recuento repetido en 1111 hematocitémetro. Se tomason 1.000 células de esta solucién y
se llevaron a 1 ml con medio de cultivo. Luego, se tom;lrou 100 ul de esta solucién y se
diluyeron en 20 ml de medio completo. Se distribuyeron 260 ul de esta solucién en una
placa de 96 pocillos y se incubaron por una semana en el incubador de CO,. Pasada esta
semana se verificé en el microscopio invertido la presencia de colonias individuiies y se
amplificaron estos cultivos pasando las células primero a placas de 24 pozos y enseguida

%

a botellas de cultivo. Luego, se analizaron varios subclones y se seleccionaron aquellos

con ¢l fenotipo deseado.

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Cultivos subconfluentes de células se trataron con 100 U/ml de IFN-y
recombinante murino (Roussel-Uclaf, Francia) durante 72 horas. En el caso de células
adherentes, estas se tripsinizaron, y se mantuvieron en reposo durante 1 1101:21 antes de
realizar la inmunofluorescencia, para permitir la re-expresién de aquellas moléculas de

superficie que pudieran ser afectadas por el tratn}miento con la tripsina. Luego, 0,1-0,5 x

=
.

10° células por ensayo se lavaron con 1 ml de medio de lavado (medio de cultivo + 2 %
de SFB) y se centrifugaron a 500 x g durante 4 min a 4 °C. El sobrenadante se retiré por
aspiracién, las células se resuspendieron en 100 pl de la dilucién apropiada del

anticuerpo primario (determinada previamente por titulacién) y se incubaron durante 30



41

min a 4 °C. Después, las células se lavaron con 1 ml de medio de lavado, se
resuspendieron en 100 ! de una dilucién apropiada del anticuerpo secundario anti-IgG
de ratén conjugado con FITC (BioSys, Francia) y se incubaron durante 30 min a 4 °C,
Una vez finalizada la incubacién las células se lavaron con I ml de PBS + 2 % de SFB,
se resuspendieron a 1x10% células/ml en este mismo medio y se agregé yoduro de
propidio a una concentracién de 1 pg/ 1x10° células, El )éoduro de propidio marca los
niicleos de células muertas, lo que permite eliminarlas en la adquisicién de datos en el
citémetro de flujo. Las muestras se analizaron en un FACScan (Becton Dickinson, San

José, CA) usando el programa computacional Lysis II.

PREPARACION DE DNA

Se obtuvo DNA gendmico de cultivos semiconfluentes de células adherentes o de
107 células en suspensién, Para esto, se eliminé el medio de cultivo y las células se
lavaron dos veces con 5 m! de PBS. Luego, se agregaron 3 ml de solucién de lisis (Tris-
HCI 50 mM, pH=8; EDTA 50 mM, pH=8; Sarcosyl 1 %; RNasa 200 ng/ml) para una
placa de cultivo semiconfluente de 100 mm 6 10 ml de esta solucién por 107 células no
adherentes y se mantuvo en reposo por 10 min a temperatura ambiente. El lisado celular
se traspasd a un tubo Falcon de 50 ml (Falcon, USA) y se incubé durante 1 hora a 50 °C.
Luego, se agregd protefnasa K (0,2 mg /ml final) y se incub6 a 37 °C durante toda la

noche. Al dia siguiente, se agregd NaCl (2 M final) y se mezcl6 con dos voliimenes de



etanol 100 % frio. La fibra de DNA se aisl6 con una pipeta de 1 ml y se traspas6 a un
tubo Eppendorf de 1,5 ml. Se elimin6 el exceso de medio y el DNA se lavé primero con
200 pl de etanol 70 % frio y después con 200 pl de etanol 100 % frfo. El DNA se seco
al aire y se resuspendié en 100 ptl de agua estéril. Finalmente, la concentracion de DNA
se determiné midiendo la densidad 6ptica ( A = 260 nm) en un espectrofotémetro y la

integridad del DNA se visualiz6 en un gel de agarosa.

PCR

Se preparé una mezcla de reaccion que contenia tampén de PCR (Tris-HCI 20
mM, pH= 8,4, KCl 50 mM) (Gibco-BRL, USA); MgCl; 1,5 mM (Gibco-BRL, USA);
una mezcla de los cuatro dNTP 0,2 mM (Gibco-BRL, USA); 200 ng de los partidores en
direccién sentido y anti-sentido; taq DNA Polimerasa 2,5 unidades (Gi_bco-BRf,, USA);
100 ni; de DNA y agua nanopure estéril en un voliimen {inal de 50 pl. La mezcla se
incub6 en un termocicla'—dor (MJ Research PTC-150, USA) bajo las siguientes
condiciones: 1 ciclo de 95 °C durante 2 min; 3‘%0 ciclos de 95 °C durante 1 min, 60 °C
durante 1 min, 72 °C durante 2 min y 1 ciclo de 72 °C ‘durante 10 min. Para cada
reaccion, la temperatura de alineamiento se escogié de tal manera que fuese igual o

cercana (+/- 5 °C) a la temperatura de desnaturacién media (Ty) de la pareja de

partidores utilizada. El 10 % de la reaccién de amplificacién se mezclé con tampén de
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muestra 6X (azul de bromofenol 0,25 %; glicerol 30 % y agua nanopure estéril), se cargd
en un gel de agarosa al 1,4 % con 0,5 mg/ml de bromuro de etigiio y se corrié con
tampén TEA (Tris-acetato 40 mM, pH=8; EDTA 1mM, ApH;S). Como marcador de
tamafio molec;ﬂar se utilizd una escalera (ladder) de 100 pares de bﬂseé (pb) (Gibco-
BRL, USA) o de 1 kilo bases (kb) (Gibco-BRL, USA) a una concentracién de25 pg/ml
preparado en tampén TE ( Tris-Cl 10 mM, pH=8; EDTA 1 mM, pH=8) al cual se le
agregd tampdn de carga 6x, La secuencia de los parlidores (Biosource International,
USA) utilizados son :

CIITA humano sentido: 5’- CGCCCTATTTGAGCTGTC - 3’

CIITA humano anti-sentido: 5’- GGTCAATGCTAGGTACTG - 3’

RFX-5 humano sentido: 5°- CCAATCCCAGTCTCTCCAC - 3’

RFX-5 humano anti-sentido: 5’- CACCACCTATGCCTACCTCT - 3°

RFX-AP humano sentido: 5’ GTTCTCATCAAGGGTCAATT -3°

RFX-AP humano anti-sentido: 5°- TAGTTAATCCGTCAGGTTTT - 3?

PRM.I humano sentido: 5’- GCTTGGCACACTAGGAGCTATTAG -3* -
PRM.I humano anti-sentido: 5’- CCCTTGCCTTGCCTGTAAAGCATG - 3’
APRT humano sentido: 5’- GGTGCATGTCACTGGCCTTTCAGCT - 3’
APRT humano antisentido: 5°- TGTCTCAACCTCTCTGAGCTCCCAA - 3’
P1S:5- GGTTGGGCTGAGATAGAGTG - 3’

P1 AS: 5°- CTGTGCCCCTGTCTTCTGAG - 3’
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PREPARACION DE RNA

Luego de eliminar el medio de cultivo celular, ya sea por aspiracion en el caso de
c€lulas adherentes o por centrifugacién para el caso de células no adilerentes, se extrajo
el RNA total siguiendo el método descrito por Chomzynski y Sacchi (1987). Para ello, se
prepard una solucién de lisis stock disolviendo a 60 °C con agitacidn, los siguientes
reactivos: tiocianato de guanidina 4 M (Fluka, Suiza); citrato de sodio 53 mM, pH=7,0

(Merck, Alemania); sarcosil 1% y agua estéril nanopure tratada con dietilpirocarbonato

(Gibco-BRL, USA) (agua/DEPC) en un volimen final de 50 ml. En el momento de la
extraccion de RNA, se agregd 2-f-Mercaptoetanol 0,7 mM (Gibco-BRL, USA) por cada
I ml de solucién de lisis. Luego, se agregd directamente sobre las células 1 ml de la
solucién de lisis por cada 107 células y se resuspendié varias veces con una mic1;opipctn
hasta obtener un lisado homdgeneo el que se separd en dos tubos Eppendorf., A cada
tubo se agregaron 50 pl de acetato de sodio 2M, pH=4,0 (Merck, Alemania) y se mezcld
por inversién. Luego, se agregaron 500 pl de fenol-agua/DEPC (pH=5,2), se mezclé por
inversién y se adicionaron 100 pl de cloroformo: isoamilaicohol (49:1) (Merck,
Alemania) a cada tubo. Después de incubar durante 15 min en hiclo, los tubos se
centrifugaron a 10.000 x g durante 20 min a 4 °C y la fase acuosa, que contenia el RNA,
se traspasé a otro tuhbo Eppendorf. El RNA se incub6 con 500 pl de isopropanol 100 %
(Merck) durante 30 min a -20 °C y se centrifugd a 10.000 x g durante 10 min 2 4 °C, El

sobrenadante se decarté y el RNA se resuspendié en 300 pl de solucién de lisis final

I .
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juntando el producto de ambos tubos en uno solo. El RNA se precipité nuevamente con
isopropanol y se centrifugé tal como antes. El RNA se resuspendié con 1 ml de etanol
75 % (Merck, Alemania) agitando brevemente en un vortex, luego de lo cual, se incub6
por 15 min a temperatura ambiente. Después de centrifugar a 10,000 x g durante 5 min a
4 °C, se eliminé el sobrenadante, se sec6 el RNA al aire y se resuspendié en 100 pl de
agua/DEPC. La concentracién de RNA se determind midiendo su densidad dptica en un
espectrofotémetro. Solo se utilizaron preparaciones que tuvieran una proporcion de
densidad optica lefda en las longitudes de onda de 260 nm y 280 nm mayor que 1,8.

La integridad y pureza de la preparacion de RNA se comprobd mediante
electroforesis en un gel desnaturante de agarosa al 1,2 % preparado en formaldehido 2,2

M en agua/DEPC y tampdén MOPS 1X (Rosen y Villa-Komaroff, 1990). El tampé6n

MOPS stock 10X, pH=7,0 preparado con agua/DEPC contiene: MOPS 0,2 M (Gibco-
BRL, USA); Acetato de sodio 50 mM, pII=7,0 (Gibco-BRL, USA) y EDTA 10 mM
(Sigma, USA). Las muestras de RNA (2 pg) se mezclaron con 10 pl de tampén de carga
[formamida desi;nizada 65 % (Gibco-BRL, USA); formaldehido 7,7 % (Merck,
Alemania); tampén MOPS 1X y bromuro de etidio 0,13 mg/ml (Sigma, USA)], se
incubaron a 65 °C durante 10 min y luego se enfriaron en hiclo. Posteriormente, se
agreg6 1 pl de mezcla de tinei6n ( xilen-cianol 0,2 % v/v; azul de bromofenol 0,2 % v/v;
EDTA 10 mM (Sigma, USA) y glicerol 50 % v/v (Merck, Alemania) a cada tubo, se
mezclaron en el vortex, se centrifugaron brevemente y se cargaron en el gel. El tampén

de corrida utilizado fue MOPS 1X.

|
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RT-PCR

Dos microgramos de RNA total se desnaturaron a 70 °C durante 10 min, se
enfriaron répidamente en hielo y se incubaron durante 1 hora a 42 °C en el tampén de
reaccién del kit GeneAmp PCR (Tris-HCI 10 mM, pH= 8,3, KCI 50 mM) (Perkin Elmer,
USA); MgCl; 2,5 mM (Perkin Elmer, USA); 1mM de cada dNTP (Perkin Elmer, USA);
28 unidades de RNAsin (Promega, USA); 200 ng del partidor en direccién anti-sentido y
20 unidades de la enzima transcriptasa reversa AMV (TR) (Promega, USA) en un
volimen final de 20 pl. En todos los experimentos, se realizé una reaccién control sin la
enzima TR, Luego, todo el ¢cDNA obtenido se amplificd por PCR, mezclandolo con
tampén de reaccion del kit GeneAmp PCR (Perkin Elmer, USA); MgCl; 2,0 mM (Perkin
Elmer, USA); 200 ng del partidor en direccién sentido; 5 unidades de la enzima taq
DNA Polimerasa (Perkin Elmer, USA) y agua nanopure estéril en un voliimen final de
100 pul. Las condiciones de amplificacion fueron las ya descritas para la PCR. La
secuencia de los partidores (Genaxis Biotechnology, Francia) utilizados son:

CM 2-8: 5°- TCAAGCAGCCTCAGTAT -3

CM 2-AS: 5’- TCTAGGATGAGCAGAAC -3’

CM 5-LS: 5°- TGGCGTTGAGCCTTCTGGAC -3’
CM 5-LAS: 5’- CCGGCAGCCGTGAACTTGTT - 3’

CM 6-LS: 5’- GGAGCCAAGAGCCTGGCACA - ¥

CM 6-LAS: 5°- CCCTTAGCGTCTTCAGAGCC -3’




CM 10-S: 5’~- GGAGACTTCCGGCACGCCAG -3 *

CM 11-8: 5°- CGACCCCCTACATCTCTACC -3’

CM 12-AS: 5’- CTGAGGCTGCTTGAAGGGAG - ¥

CM 13-8: 5’- GCCAGACCGTGTTCTGCTCA - 3

CM 14-AS: 5°- CGGGAGGACTGTTCTGAGCT - 3’

CM 15-S: 5’- GGGCTGCCTTCCGTGGGTTC - 3’

CM 16-AS: 5°- CCCAGACAGCAACTTGTGTC - 3°

CM 20-AS: 5°- TGCTGAACTGGTCGCAGTTGATGG -3°
CM 21-AS 5" - AGGTAGCTGCCCTCTGGAGATCC - 3’
CM 22-8: 5°- GAGGCTGCACACTGCTCCTCAC - 3’
CM 22-AS: 5°- GAGCCTCCGTGGTCTCCAGGGT -3°
CM 23-8: 5°- CATCCGTGGAGGTGAAAACCTG - 3’
CM 23-AS: 5°- CTCCCTGCTGCTGAAGGGACTC - 3°
CM 24-S: 5’- GCTAGCCCACGGTGGTCTGGCA - 3’
CM 24-AS: 5°- CAGTAGCTTCCGCTGGAAGATC - 3’
CM 25-AS: 5’- GGGCCTCTAGCTCCTCGAAAGC - 3’
CM 27-S: 5’- ACACTCTGCATGCGCCCGTGTGC -3’
CM 27-AS: 5’- CCCTGAGCCCAAGGTCCTAAC - ¥
CM 30-S; 5°- ATCTCTAGATGTGACAGGGAGCC - ¥
CM 30-AS: 5’- GCACACGGGCGCATGCAGAGTGT - 3°

CM 32-AS8: 5’- CTGCAGTCACTGACAACCTG - 3°

47
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CM 43-S: 5°- CTCCCTTCAAGCAGCCTCAG - 3’
IRF-18: 5° - AAGCACGGCTGGGACATCAACAAG - 3° (Hobart y col., 1997)
IRF-1AS: 5'- GTGGTGTAACTGCTGTGGTCATCA - 3’ (Hobart y col., 1997)
B-Actina S: 5’- CACCCTGTGCTGCTCACCGAGGCC - 3' (Chang y col., 1994)

B-Actina AS: 5’- CCACACAGAGTACTTGCGCTCAGG - 3” (Chang y col., 1994).

¥

RT - PCR EXTENDIDO

La obtencién de ¢cDNA de gran tamaiio se realizd siguiendo las instrucciones del
$

kit Expand Reverse Transcriptase (Boehringer Mannheim, Alemania). Primero, una
solucién que contenfa 2 pg de RNA total, 200 ng del partidor en direccion an;isentido y
agua/DEPC en un volimen final de 4,5 pl se desnatur6 a 65 °C durante 10 min y se
enfri6 rdpidamente en hielo. Luego, el RNA desnaturado se mezclé con una solucién
que contenfa: tampén de reaccién ( Tris-IICI 50 mM , KCl 40 mM, MgCl> 5 mM,
Tween 20 0,5 % v/v, pH= 8,3), ditiotreitol (DTT) 10 mM, cada uno de los dNTPs 1 mM,
20 unidades de Inhibidor de RNasa y 50 unidades de la enzima Transcriptasa Reversa
Extendida en un volimen final de 20 pl y se incub6 durante 1 hr a 42 °C, La reaccién se
detuvo colocando el tubo en hielo y 10 pul del cDNA se usaron para ser amplificados por
PCR. En este caso, el partidor en direccién antisentido utilizado se localizé rio arriba con

respecto al partidor antisentido que fue usado en la reacci6n de obtencidn del cDNA, El

resto de las condiciones y el programa de ciclos de PCR fueron las ya descritas,
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PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE RT-PCR

Los productos de amplificacién obtenidos por PCR y RT-PCR se purificaron
desde un gel cortando con un bisturf el trozo de agarosa que contenia €l fragmento de
DNA especifico...Luego, el fragmento de agarosa se paso a través de una jeringa de%l ml
con una aguja delgada (25 G x 5/8”), se agregd una cantidad de fenol (Merck, Alemania)
(equilibrado con tampén Tris-HCI 0,1 M, pH=8) equivalente al volimen del trozo de
agarosa, se mezclé vigorosamente en un vortex y se sumergié en nitrégeno liquido
durante 5 min para ser en seguida descongelado a temperatura ambiente, La muestra se
centrifugé a 12.000 x g durante 15 min a temperatura ambiente y se recuperé la fase
superior. El DNA se mezclé con un volimen de fenolicloroformo:iscamilalcohol
(Merck, Alemania) (24:24:1) y se centrifugd a 12.000 x g durante 5 min a temperatura
ambiente. Se recuperé la fase acuosa y se extrajo nuevamente con fenol: cloroformo:
isoamilalcohol. Finalmente, se realizé6 una Wltima extraccién con un voliimen de
cloroformo:isoamilalcohol (24:1) y se centrifugd en las mismas condiciones. Ll DNA
obtenido, se precipité con etanol, incubéndolo durante toda la noche a -20 °C con 1/10
volimen de acetato de sodio 3M, pH= 5,2 (Merck, Alemania) y dos volimenes de etanol
100 %, Al dia siguiente, el DNA se centrifugé a 12.000 x g durante 30 min a 4 °C, el
pellet se lavd con 500 pl de etanol 70 % y se centrifugé a 12.000 x g durante 20 min a 4
°C. El pellet se dejé secar al aire y se resuspendié en 10 pl de agua nanopure estéril. La

pureza de la preparacién se comprob6 en un gel de agarosa cargando 1 pl de la muestra
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de DNA vy la concentracién de DNA se determiné en relacion al marcador de tamaiio

molecular de DNA (escalera de 1 kb, Gibco-BRL, USA).

SECUENCIACION DE DNA

Los fragmentos de DNA obtenidos por PCR y RT-PCR se marcaron con
desoxinucledtidos trifosfatos fluorescentes utilizando el kit ABI Prism Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin Elmer, USA). Una mezcla de reaccion

conteniendo 100 ng de cDNA; 3,2 pmoles del partidor en direccion sentido; 8 pl de la

pre-mezcla de reaccién proporcionada por el kit (INTPs terminadores fluorescentes, ‘- _

dNTPs no marcados y AmpliTaq DNA Polimerasa) y agua estéril para un volimen final
de 20 pl. La mezcla se incub6 en un termociclador (Perkin Elmer modelo 9600, USA)
utilizando el siguiente programa: 1 ciclo de 5 min a 94 °C y 25 ciclos de: 10 seg a 96 °C,
5 seg a 55 °C, 4 min a 60 °C. Luego, los productos de PCR se precipitaron con etanol,
tal como se describi6é previamente y se lavaron dos veces con etanol 70 %. El pellet se
secd al aire y se resuspendié en 4 pl de la mezcla EDTA 25 mM (Sigma, U"SA),
pH=8:formamida desionizada 100 % (1:5) (Sigma, USA). Las muestras de ¢cDNA
fluorescentes se desnaturaron por incubacién a 94 °C durante 5 min, se' enfriaron
ripidamente en hielo y se cargaron en un gel de secuencia [ urea 50 % (Gibco-BRL,
USA); acrilamida-bis-acrilamida (19:1) 6 % (Bio-Rad, USA); APS 0,05 % (Sigma,
USA); TEMED (Sigma, USA) y tamp6n TBE 1x (89 mM Tris borato, 2 mM EDTA) en

*
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un volimen final de 80 ml J. E! gel de secuencia se corrid en un secuenciador
automatico de DNA (Perkin Elmer 370 A, USA) usando tampén TBE 1X como tampén
de corrida y los resultados se analizaron con el programa computacional Edit View. Del
mismo modo, los fragmentos de ¢cDNA se secuenciaron en la direccién inversa

empleando los partidores antisentido.

RACE - PCR

Los productos de RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) se obtuvieron
segun las instrucciones del fabricante (kit 5>-RACE, Gibco-BRL, USA). El principio en
el cual se basa este método se describe en la figura 18. El ¢DNA de las células A-20,
RAW, RAG y L(tk-) se obtuvo utilizando el partidor en direc::ién antisentido CM 12AS
(nucleétidos 739-758) cercano al inicio del extremo 5° del mRNA de CIITA. Luego, el
hibrido RNA:DNA se incub6 con 1 pl de una mezcla de enzimas Rnasa H y Rnasa T1
(proporcionada por el kit) durante 30 min}a 37 °C. Luego, el cDNA se purificé del resto
de los componentes de RT-PCR y de los productos de RNA degradados mediante el uso
de columnas GlassMax (Gibco-BRL, USA) también proporcionadas por el kit. Para
ello, el cDNA se mezcld con 120 pl de la solucién de unién (Nal 6M) y se transfirié a
una columna GlassMax con un filtro en su interior. Las cgolumnas se centrifugaron a

13.000 x g durante 20 seg a temperatura ambiente. De esta manera, el cDNA quedd

retenido en el filtro y el resto de los componentes fueron eluidos. Luego, el cDNA se
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lavé cuatro veces en la columna con 400 pl de solucion de lavado (proporcionada por €l
kit) bajo las mismas condiciones de centrifugacion y tres veces con 400 pl de etanol 70
9% frio. Finalmente, el cDNA se recuperd desde el filtro de la columna agregando 50 pl
de agua estéril previamente calentada a 65 °C y centrifugando a 13.000 x g durante 20
seg a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadié un tallo homopolimérico de
dCTP a 10 pl del cDNA puro en una solucién que contenia dCTP 200 pM; tampén de
reaccion 1X (Tris-HCL 10 'mM, pH= 8,4; KCI 25 mM; MgCl; 1,5 mM) (Gibco-BRL,
USA); 1 ul de la enzima Desoxinucleotidil Terminal Transferasa (TdT) (Gibco-BRL,
USA) y agua nanopure estéril en un voltimen final de 25 pl. Se incub6 la mezcla durante
1 h en hielo. En todos los experimentos se realizé una reaccién control sin la enzima
TdT. En seguida, una muestra de 5 pl del cDNA-polidC se amplificé mediante PCR
seglin el protocolo descrito anteriormente usando el partidor adaptador 1 en direccion
sentido (5’- GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GG.I~ IGG GII GGG G - 3°,
proporcionado por el kit) y el partidor en direccidn antisentido CM 20AS (nucledtidos
308-331) localizado rio arriba del partidor antisentido CM 12AS utilizado en la reaccién
de RT-PCR. Un PCR anidado se realizé con una dilucién 1/50 (5 1l de DNA mds 45 pl
de agua nanopure estéril) del producto de PCR anterior, con el partidor adaptador 2 en
direccién sentido (5’-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3’, proporcionado por el kit)
y con el partidor antisentido CM 21AS (nucledtidos 175-197) ubicado rio arriba con

respecto al partidor antisentido CM 20 AS usado en la primera reaccién de PCR.

Finalmente, los productos de amplificacion se analizaron en un gel de agarosa al 1,4 %.




RESULTADOS

ANALISIS DE HIBRIDOS CELULARES

Tal como se menciond en la introduccion, antecedentes preliminares de nuestro
laboratorio demostraron que lasl células L(tk-) poseen un defecto que les impide
responder a IFN-y mediante la induccién de moléculas MHC-II. Sin embargo, estas
células son capaces de responder a IFN-y para otras de las actividades biolégicas
atribuidas a esta citoquina. Los siguientes experimentes se realizaron con la finalidad de
estudiar el defecto de est;ts células.

Se analiz6 mediante inmunofluorescencia indirecta la expresién de las moléculas
MHC-II de origen murino inducida por IFN-y murino en un panel de hibridos sométicos
preparados mediante la fusién de células L(tk-) con las lineas celulares humanas
normales B linfoblastoide GES y LM y con la linea celular de origen mesenquimatico
WISH. Los hibridos sométicos se denominaron L.GES, L.LM o L.W, respectivamente.
Los resultados, analizados mediante citometrfa de flujo, muestran que algunos de estos
hibridos (L.LM 5.3, L.GES 4.7 y L.W 14) son incapaces de expresar las moléculas
MHC-II después del tratamiento por 72 horas con IFN-y (Fig. 6), mientras que los

hibridos L.LM 3.10, L.LM 3.30, L.GES 4.3, LW2, LW I, LW 7, LW 10 y LW 6 si

expresan dichas moléculas en resﬁuesta a IFN-y (Fig. 6). En las figuras 7 y 8 se aprecia

que en los hibridos L.W 7 y L.W 10 solo un pequefio porcentaje de las células expresan
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Figura 12. Anailisis mediante RT-PCR de la expresién del mRNA de CIITA. Las células
A-20, RAW, RAG y L(tk-) se cultivaron en presencia o ausencia del00 U/ml de IFN-y murino
durante 6 horas y se analizo la expresion del mRNA de CIITA mediante RT-PCR utilizando los
siguientes partidores: (A) CM 10-12 (734 pb), CM 11-12 (539 pb) ,CM 28-AS (688 pb); (B)
CM 13-14 (493 pb), CM 225-AS (498 pb) CM 238-AS (669 pb).

se localizan en distintos exones, descartando la posibilidad de amplificar un fragmento

del tamafio esperado a partir de posibles frazas contaminantes de DNA. En los casos
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Figura 12. Continuacién de la figura anterior. (C) CM 58-A (665 pb), CM 6S-AS (671 pb),
CM 15-16 (673 pb); (D) CM 8S-AS (485 pb), CM 27S-AS (539 pb). Como control de Ia
cantidad de RNA, se utilizaron los partidores para $3-actina (650 pb) (D).

donde esto no ocurrid, la especificidad de la reaccién de RT-PCR a partir de mRNA y no
de DNA, fue comprobada mediante la ausencia de productos de amplificacién en la

reaccidn control sin la enzima Transcriptasa Reversa.




-

68

Con el fin de acotar ain mds la regién del mRNA"cIe CIITA transcrita en las
células L(tk-), se realizaron nuevos experimentos de RT-PCR usando partidores
localizados rio arriba del partidor CM13S (nucledtido 1.406) (Fig. 13). Los resultados
mgstraron que s6lo con los partidores CM24S-AS hay expresién inducible de un cDNA
dél tamafio esperado. Esto permitié limitar aproximadamente el sitio de inicio de la
transcripcién del mRNA de CIITA en las células L(tk-) en una region cercana al
nucleétido 1.110. El restimen de estos resultados estd graficado en la figura 14. En esta
representacion se muestra que las células A-20, RAW y RAG expresan un transcrito de
CIITA de tar;laﬁo normal mientras que las células L(tk-) expresan un mRNA de CIITA
inducible por IFN-y de aproximadamente 1,1 kb més pequefio que el normal.

Debido a que con algunas parejas de partidores la amplificacién obtenida por RT-
PCR en las células L(tk-) fué débil y con el fin de confirmar la expresién inducible por
IFN-y de un mRNA de CHITA miés pequeiio, se realizé un RT-PCR Extendido, que
permitié la amplificacién de un cDNA de gran tamafio (3,1 kb) usando los partidores
CM24 en direccién sentido y CM16 en direccién antisentido que incluyen la region
codificante del mRNA de CIITA (Fig.15). Los resuitados mostraron que al igual que las

células RAW y RAG, las células L(tk-) fueron inducidas por IFN-y a expresar un cDNA

de 3,1 kb de esta region 3’ del mRNA de CIITA.
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Figura 13. Delimitacién de la expresion del mRNA de CIITA en células L(tk-). Analisis
mediante RT-PCR del mRNA de CIITA en células RAG y L(tk-) cultivadas durante 6 horas en
la presencia o ausencia de 100 U/ml de IFN-y murino. Se utilizaron los siguientes partidores:
CM13-14 (493 pb), CM 24S-AS (441 pb), CM 15°-32 (208 pb) y CM 43-32 (422 pb). La
ubicacion de cada pareja de partidores dentro del mRNA de CIITA murino esté representada en
la parte superior de la figura.
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Figura 14. Esquema de la expresion del mRNA de CIITA. En la parte inferior de la figura
se representan los resultados obtenidos por RT-PCR. Las células A-20, RAW y RAG expresan
un mRNA de CIITA del tamafio esperado, mientras que las células L(tk-) expresan un mRNA de
CIITA mas pequefio cuyo inicio transcripcional estaria en la region comprendida entre los
partidores CM 2S y CM 24S. Las células L(tk-) expresarian un CIITA carente del dominio

acidico y PST imprescindibles para la funcién transactivadora.
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Figura 15. Expresion de la regién 3’ del mRNA de CIITA. Células RAG, RAW y L(tk-)
cultivadas durante 6 horas en presencia o ausencia de 100 U/ml de IFN-y murino, se analizaron

mediante RT-PCR Extendido utilizando los partidores CM 24S-CM 16AS (3.1 kb).
fragmento amplificado incluye la region codificante 3° del mRNA de CIITA.

El
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SECUENCIACION DE CIITA MURINO

Con el propésito de confirmar que todos los [ragmentos de ¢cDNA obtenidos por
RT-PCR en las cuatro lineas celulares (A-20, RAW, L(tk-) y RAG) (Fig. 12)
correspondian a CIITA, se corté la banda del gel que contenfa los cDNAs del tamafio
esperado y se secuencié el cDNA puriﬁc.ado. Se secuencié el CIITA completo d? todas
las células controles 'mient;as que en las células L(tk-) falté secuenciar 93 pb Ioca;izadas
en dos pequefias regiones del cDNA de CIITA ubicadas entre los nucledtidos 1.957 y
2.000 (49 pb) y entre los nucledtidos 2.550 y 2.594 (44 pb). El andlisis de las secuencias
mostré que todos los fragmentos de cDNA amplificados correspondieron a la secuencia
del cDNA de CIITA murino descrito en la literatura (Sims y col, 1997). Sin embargo,
las distintas lineas celulares exhibieron mutaciones puntuales en algunas de las bases

nucleotidicas. Sélo en el caso de las células L(tk-) algunos de éstos cambios de bases
E

Az
significaron un cambio en el aminoécido codificado. Estos cambios fueron: arginina por

glicina (aminodcido 818), glicina por glutamato (aminoAcido 851) y leucina por

metionina (aminoécido 852). El resto de las mutaciones son cambios conservativos.
LOCALIZACION DE INTRONES DE CIITA

Con el fin de determinar en las células L{tk-) la distancia entre el inicio de la

regién transcrita del mRNA y el prorn'otor IV de CIITA, fue necesario determinar la
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localizacién aproximada de los intrones del gen de CIITA, Para ello, se realizaron
experimentos de PCR con DNA gendémico de las lineas celulares LM, RAW, RAG y
L(tk-) utilizando los mismos partidores usados en los experimentos de RT-PCR (Ij;:lg
11). De esta manera, cuando el tamafio del fragmento de DNA obtenido por PEIR
genémico fue mayor que el tamafio del cDNA obtenido por RT-PCR, se infiridé la
presencia de un intrén dentro }de la regién amplificada. Los resultados de estos
cxperimentosfpermitieron determinar que entre el sitio normal de inicio de la
transcripcién del mRNA de CIITA y el sitio de inicio encontrado en las células L(tk-)
existen por lo menos tres intrones, algunos de ellos de gran tamafio. La distancia
encontrada entre el promotor IV y la regién transcrita del mRNA de CIITA en células
L(tk-) es mayor a 18 kb, El intrén 3 se localizé al amplificar DNA genémico con los
partidores CM 28-AS, localizados en la regién 5° del mRNA de CIITA, obteniencﬁ) un
fragmento de DNA de 2,6 kb en lugar de un producto esperado de 0,6 kb, lo que indicé
la presencia de un intrén de 2 kb (Fig. 16). Para comprobar que este fuera un producto
especifico de amplificacion, se secuenciaron los extremos 5° y 3° de este fragmento,
encontrando que ellos correspondian a la secuencia de CIITA murino. La ubicacion del

intrén 3 permitié determinar el sitio de inicio del exén 4 en el nucleétido 878 en la

secuencia del ¢cDNA cerca de la region de transcripcién del mRNA de CIITA de las

células L(tk-) (nucleétido 1.110).
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Figura 16. Determinacién de un intrén cerca de la regién transcrita del gen de CIITA en
células L(tk-). DNA genémico preparado de células LM, RAW y L(tk-) se amplificé mediante
PCR empleando los partidores CM 28-AS, obteniendo un fragmento de 2.6 kb (flecha).

; OCURRE UN SALTO DE EXON EN EL mRNA DE CIITA
DE LAS CELULAS Ltk-) ?

La expresion de un mRNA de.CIITA mas pequefio en células L(tk-) podria
explicarse mediante la pérdida de uno o mds de los exones que se encuentran entre el
promotor inducible IV de CIITA y el exdn 4 mediante un proceso de salto de exén (exén
skipping). Esta posibilidad se analiz6 experimentalmente usando el método de RT-PCR

Extendido y de partidores en direccion sentido localizados en los exones 1,2 y 3 en
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Figura 6. Induccién por IFN-y de la expresion de las moléculas MHC-II murinas en un
panel de hibridos somaiticos producidos entre células L(tk-) y diferentes lineas celulares
humanas. Inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo H.39.64.5, dirigido contra las
moléculas MHC-II murinas. En rojo, los histogramas de fluorescencia de células control
comparadas con células tratadas con 100 U/ml de IFN-y por 72 h (curvas blancas).

MHC-II en respuesta a IFN-y. Con el propésito de obtener lineas celulares que
respondan en forma homé6genea a IFN-y para la inducciéon de las moléculas MHC-II, los

hibridos celulares LW 7 y L.W 10 fueron sometidos a varios ciclos de seleccion
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utilizando particulas magnéticas conjugadas con un anticuerpo secundario dirigido
contra inmunoglobulinas de ratén. Asi, a partir de una poblacién de células L.W 7
donde s6lo el 7 % de la poblaci6n total expresa MHC-IT después del tratamiento con
IFN-y, al cabo de tres ciclos de seleccién un 98 % de las células expresaron MHC-II
(Fig. 7). Ademas, estas células, as{ mismo como las células L.W 10, fueron clonadas por,
dilucién limite de manera de obtener lineas celulares provenientes de una célula Gnica.
Los cultivos celulares de varios subclones se amplificaron y se analizaron por
inmunofluorescencia para la expresién de MHC-II después del tratamiento con IFN-y,
Se seleccionaron tanto clones positivos (L.W 7.1 H-10 y L.W 10.1 B1) como negativos
(LW 7.2 C-4 y LW 10.1 C-2) para la expresion de estas moléculas (Fig. 8). Con la
inclusién de estos clones, el panel de hibridos somaticos quedé constituido por 8 lineas
celulares positivas y cinco lineas celulares negativas para la expresion de MHC-II
inducida por IFN-y. Estos resultados muestran que el defectoﬁde las células L(tk-) puede
ser complementado en frans en hibridos sométicos producidos con diferentes lfneas
celulares humanas. Una observacién interesante de seiialar es que en todos los hibridos
en los cuales se induce la expresién MHC-II por IFN-y, la expresion de estas moléculas
es débil, es decir, presentan bajos niveles de expresién de MHC-II (Figs. 6, 7 y 8). Estos
resultados se contraponen con resultados obtenidos anteriormente en hibridos somdticos
preparados con la linea celular murina RAG, en los cuales se obtiene un alto nivel de
expresion de las moléculas MHC-II (comparar la Fig. 4C con la Fig. 4D). Este punto

ser4 tratado mds tarde en la Discusién.
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Figura 7. Seleccion magnética de células. Las células LW.7 presentan un 7% de células que
expresan heterogéneamente las moléculas MHC-II (panel superior) cuando son cultivadas con
100 U/ml de IFN-y murino (curva blanca) durante 72 horas. Las células fueron marcadas con el
anticuerpo  H39.64.5, que reconoce moléculas MHC-II murinos y seleccionadas
magnéticamente. Las células seleccionadas (LW.7 B1) se analizaron por inmunofluorescencia
indirecta y se sometieron a dos nuevos ciclos de seleccién (B2 y B3). En los histogramas se
representa intensidad relativa de fluorescencia media (eje de las abscisas) versus numero
relativo de células (eje de las ordenadas).
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Figura 8. Seleccién por dilucién limite. Las células LW. 7 y LW.10 tratadas con IFN-y
expresan las moléculas MHC-II en aproximadamente un 7 % de la poblacién total (panel
superior). El clonamiento de estas células por dilucién limite permitié seleccionar nuevos
hibridos completamente respondedores a IFN-y (L.W 7 H-10 y L.W 10 B-1), asi como hibridos
no respondedores a IFN-y (L.W 7 C-4 y L. W 10 C-2).
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COMPLEMENTACION DE LA EXPRESION DE LAS
MOLECULAS MHC-II EN LAS CELULAS L(tk-) POR
LINEAS CELULARES BLS

Una herramienta importante en la dilucidacién de los mecanismos que regulan las
moléculas MHC-II ha sido la utilizacion de lineas celulares obtenidas de pacientes con el
Sindrome de Linfocitos Desnudos o BLS. Esto ha permitido caracterizar varios factores
de franscripcién responsables de la regulacién tran:scripcional de las moléculas MHC-IL
Actualmente, han sido definidos 5 grupos de complementacién BLS, representando cada
uno de ellos un defecto especifico en factores o transactivadores transcripcionales.

Por lo tanto, como primera aproximacion decidimos determinar si el defecto de

las células L(tk-)} correspondia a algunos de los factores descritos para los distintos

grupos de complementacion BLS. Para esto, se realizaron experimentos de

cof;lplementacién génica mediante fusién celular. Nuestro objetivo fue obtener hibridos
estables entre la linea celular murina L{tk-) y lfpeas celulares humanas provenientes de
los diferentes grupos BLS. Se ha demostrado que en los hibridos somaéticos interespecie
murino x humano, el hibrido mantiene las caracterfsticas fenotipicas de las células
murinas y segrega los cromosomas humanos. Por lo tanto, en este caso los hibridos
resultantes deberian corresponder a células adherentes al igual que las células L(tk-), a
diferencia de las lineas BLS que crecen en suspension.

5

Generalmente, la eficiencia de fusién entre células es muy baja y se ha descrito

que solamente entre un 5y un 10 % de la poblacién total de células se fusionan (Baron y
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Maniatis, 1986; Kerkis y Zhdanova, 1991). Por lo ;anto, la obtencién de lineas celulares
estables necesita de la utilizacién de un método de seleccién de los hibridos. Para esto,
se disefié un sistema de seleccién de hibridos estables que consisitié en fusionar las
células L(tk-) con las células BLS resistentes al antibidtico neomicina (BLS-2/Neo®),
obtenidas mediante la transfecci6n del gen de resistencia a neomicina, Segiin este
protocolo, solo los hibridos somaticos tendrfan las caracteristicas de células adherentes y
resistentes a neomicina, permitiendo su seleccién por estas dos caracteristicas (Fig. 9).
La primera fusién que se realizé fue con la linea celular BLS-2, cuyo defecto ha sido
atribuido a una mutacién en el gen que codifica para la proteina transactivadora CIITA.
Los hibridos somaticos estables se obtuvieron después de un mes de realizada la fusién,
al cabo del cual, todas las células que permanecian en el cultivo presentaban las
caracteristicas de células fibroblastoides adherentes y resistentes a neomicina, Los
hibridos somdticos se analizaron por inmunofluorescencia indirecta utilizando
anticuerpos anti-MHC-II murino del haplotipo H-2* | después del tratamiento por 72
horas con 100 U/ml de IFN-y murino. Los resultados obtenidos son representados co%'no
graficos de puntos, donde el eje de las abcisas corresponde a tamafio celular (FSC) y el
€je de las ordenadas a intensidad relativa de fluorescencia (Fig. 10). Se observa que solo
un 2,6 % de la poblacién lotal expresa constitutivamente MHC-II, micntras que el
tratamiento con IFN-y induce la expresidén MHC-II en un 6,8 % del total de las células.

La complementacion de L{tk-) por las células BLS-2 las cuales presentan una mutacion

en el gen de CIITA, sugiere que las células L(tk-) exprésar{an normalmente este

transactivador.
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Figura 9. Estrategia de seleccion de hibridos celulares obtenidos entre las células L(tk-) y
BLS-2/Neo". Las células L(tk-) son células adherentes y sensibles a neomicina mientras que
las células BLS-2/Neo son células que crecen en suspension y resistentes a dicho antibiético.
Después de la fusion celular con polietilenglicol (PEG), la adicién de neomicina al medio de
cultivo y cambios sucesivos de medio de cultivo permite la seleccion de los hibridos (+) y la
eliminacion de las células parentales (-).

Sin embargo, esta interpretacion puede ser cuestionada por los resultados de
Chang y col. (1994), quienes demostraron que la transfecciéon de células L(tk-) con un
plasmidio que expresa el ¢cDNA de CIITA humano dirigido por un promotor

constitutivo fuerte, es suficiente para recuperar la expresion constitutiva de MHC-II.

Estos resultados indican que el defecto de la células L(tk-) puede corresponder a CIITA
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Figura 10. Expresion constitutiva e inducible por IFN-y de las moléculas MHC-II murinas
en hibridos celulares L.BLS-2. Las células se cultivaron durante 72 horas en ausencia
(paneles de la izquierda) o en presencia de 100 U/ml de [FN-y murino (paneles de la derecha).
Luego, las células se incubaron con el anticuerpo H39.64.5, dirigido contra moléculas MHC-II
murinas, y con un segundo anticuerpo conjugado con FITC (paneles inferiores) o solamente con
el segundo anticuerpo (paneles superiores). En los graficos de punto se representa intensidad de
fluorescencia media (eje de las abscisas) versus tamafio celular (eje de las ordenadas).

mismo o bien a algiin factor ubicado antes que CIITA en la cascada de transduccion de
sefiales inducida por IFN-y. Estos antecedentes y la débil expresion de las moléculas
MHC-II obtenida en los hibridos L.BLS-2, nos impulsaron a desarrollar una estrategia

experimental diferente con el fin de verificar las conclusiones alcanzadas previamente.
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CORRELACION ENTRE COMPLEMENTACION GENICA
Y LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION RFX-5, RFX-AP
Y CITA EN EL PANEL DE HiBRIDOS SOMATICOS.

Con el objetivo de determinar si existia una correlacién entre la complementacion
obtenida en hibridos sométicos y la presencia o ausencia de los factores de transcripcién
mutados en células de los distintos grupos BLS, se prepard DNA gendmico.de todos los
hibridos que componen el panel descrito anteriormente y se disefiaron partidores que
amplificaran especificamente los genes humanos de los factores RFX-5, RFX-AP y
CIITA. Ya que el gen de CIITA humano ha sido localizado en el cromosema 16,
ademas se incluyeron en el analisis dos genes marcadores del cromosoma 16 humano,
que no tienen participacién alguna en la regulacién de la expresién de las moléculas
MHC-II. Estos genes son: Protamina 1 (PRM1), ubicado en el brazo corto del
cromosoma 16 (16p13.13) cercano al gen de CHTA y Adenosina Fosforibosil
Transferasa (APRT) localizado en el brazo largo del cromosoma 16 (16q24.2). En la

y
tabla 2 se muestra que existe una correlacién positiva entre la presencia de los genes
CIITA humano y PRM.1 y la induccién de moléculas MHC-II por IFN-y. No se obtuvo
ninguna correlacién con la presencia o ausencia de los genes RIFX-5 o RIFX-AP,

Estos resultados sugieren que "CIITA o algiin otro gen localizado en el
cromosoma 16, cercano a CIITA y PRMI, serfa resonsable del defecto de las células
L(tk-). En base a estos resultados, se decidi6 estudia;' la expresion del mRNA de CIITA

en las células L(tk-).
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Tabla 2. Correlacion entre la induccién de las moléculas MHC-II murinas por IFN-y y la
presencia de los genes humanos CIITA, RFX-5, RFX-AP, Protamina 1 (PRM.1) y
adenosina fosforibosil transferasa (APRT) en hibridos celulares.

HIBRIDO INDUCCION CHTA;, PRMI, APRT, RFX-5, RFX-AP,
CELULAR MHC-I1

L.LM 3.30
L.LM3.10
L.GES 4.3
LW.2

LW 7(B3)
LW.6

|+
+ 1+ +
+ + + +

+ |1
+ |
+ 1

LW 10.1 Bl
LW.1

L.LM5.3
L.GES 4.7 - e - =
LW.14 = - - —
LW 10.1 C2 = = - -
LW7.2CH - = - = = +

+ 4+ + + 4+ + + 4+
++ + + + + + +
+ 4+ + + ++ + +

+
+ |
+ 1

+ 4+ 1
+

I
I

EXPRESION DEL mRNA DE CIITA EN LAS CELULAS L(tk-)

La expresion del mRNA de CIITA en las células L(tk-) se analizo por estudios de
RT-PCR. Para ello, células L(tk-) se trataron durante seis horas con IFN-y murino y
posteriormente se obtuvo su RNA total. El ¢cDNA se sintetizd usando la enzima
transcriptasa reversa y posteriormente se amplificé por PCR. En estas dos reacciones se
utilizaron una serie de partidores en direccion sentido y antisentido que amplificaron

fragmentos de 400 a 700 pares de bases pero que en su totalidad cubrieron la secuencia
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completa del cDNA de CIITA murino (Fig. 11 y Anexo). Como control de expresion se
utilizé la linea celular B murina A-20 que expresa en forma constitutiva moléculas
MHC-II murinas y la linea celular macréfago-monocitica murina RAW 264.7 que
expresa moléculas MHC-II en forma inducible por IFN-y. En estos experimentos se
incluyeron las células RAG que han sido el objeto de numerosos estudios en nuestro
laboratorio. Las células RAG provienen de un adenocarcinoma renal de ratén y al igual
que las células L(tk-) son deficientes en la expresién inducible por IFN%Y de moléculas
MHC-II, aunque responden normalmente a IFN-y para la expresion de moléculas MHC-I
(Bono y col., 1991b). Hibridos somdticos producidos entre células RAG y lineas
celulares humanas permitieron demostrar que la mulacién de células RAG era
complementada siempre y cuando estuviese presente el cromosoma 16 humano. Luego,
estudios de complementacién génica realizados con células de todos los grupos BLS,
mostraron que el factor defectuoso de las células RAG no cofrcsponde a ninguno de los
factores mutados descritos hasta ahora, es decir, representa un nuevo grupo de
complementacién génica (Lennon y col, 1996) (Tabla 2). Ya que RAG es
complementada por un gen presente en el cromosoma 16 humano, 'y que CIITA se
encuentra también en este cromosoma, decidimos incluir en este andlisis a las células
RAG de manera de confirmar la expresién normal de CIITA en estas célulns.

Los productos de amplificacién de la reaccién de RT-PCR se corrieron en geles
de agarosa al 1,4 % y los resultados obtenidos se muestran en la figura 12. Se observa
que con todos los partidores utilizados, las células A-20 expresaron en forma

constitutiva un fragmento de DNA del tamafio esperado y que las células RAW y RAG
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Acidico PST ATP/GTP C terminal
Proteina CIITA murina FNNE ]

mRNA CIITA 5’—_—3’
(cmio1z
CM 11-12
CM 2§8-AS
CM 13-14
CM 22S8-AS
Partidores < CM235:45
CM 58-AS
CM 6S-AS
CM 15-16
CM 8S-AS

CM 27S-AS

Figura 11. Esquema del mRNA de CIITA murino, principales dominios de su proteina y
la localizacion de partidores utilizados en estudios de RT-PCR.

expresaron los mismos fragmentos pero en forma inducible por IFN-y. En cambio, en
las células L(tk-) no se detecté amplificacion del cDNA de CIITA con tres de los pares
de partidores (CM10-12, CM11-12 y CM 28-AS) (Fig. 12 A). Sin embargo, con todos
los partidores restantes se encontrd expresion inducible por IFN-y del mRNA de CIITA
(Fig. 12 B, C y D). La expresion constitutiva de B-actina obtenida con todas las células,
indica que en todos los experimentos se utilizé la misma cantidad de RNA (Fig.12 D),
descartando la posibilidad de que la induccién en la expresion del mRNA de CIITA
observada después del tratamiento con IFN-y, sea producto de una diferencia en la

cantidad del RNA utilizado. Ademas, la mayoria de las parejas de partidores utilizados




75

Exonl-4 Exén2-4 Ex6n3-4 |

| u || ¢
RONE NS ‘&) &
W é\?
IFN-y
Exénl- 4 Exén2- 4
—
—1kb
0,5k, 0 :
I

Figura 17. Expresion de la region 5’ del mRNA de CHTA comprendida entre los exones 1
y 4. Células RAG y L(tk-) cultivadas durante 6 horas en medio con y sin 100 U/ml de IFN-y
murino, se analizaron mediante RT-PCR Extendido. Se utilizaron partidores en direccion
sentido y antisentido que amplificaron fragmentos de cDNA entre los exones 1 y 4 (CM 37S-
CM 25A8, 1.344 pb), 2'y 4 (CM 118-CM 25AS, 1.240 pb) y 3 y 4 (CM 42S-CM 25AS, 834 pb).
conjunto con un partidor en direccién antisentido ubicado en el exén 4. Si en las células
L(tk-) ha ocurrido un evento de salto de exdn, entonces al amplificar por RT-PCR entre
dos exones alejados, como por ejemplo entre los exones 1 y 4, se esperaria que las
células silvestres expresaran un fragmento de cDNA del tamafio equivalente a la suma
de los exones 1, 2, 3 y 4, mientras que en las células L(tk-) se obtendria un fragmento de

menor tamafio equivalente a la diferencia entre el tamafio del fragmento de cDNA

silvestre y el tamafio del exon perdido. Como control de estos experimentos se utilizé el




76

I3 i

¥
cDNA de la linea celular murina RAW. Los resultados muestran que las células RAW y

L(tk-) expresan en forma inducible por IFN-y un fragmento de ¢cDNA del tamafio
esperado con todos los partidores utilizados (Fig. 17), a pesar de que la expresion en las
células L(tk-) fue débil y variable entre diferentes experimentos. Sin embargo, tal como
se aprecia en la figura 17 el resultado més relevante es que no se observa e§presi6n
inducible de fragmentos de cDNA de menor tamafio en ninguna de las do; lineas
celulares, lo cual descarta la posibilidad de que en células L(tk-) haya ocurrido un evento

de salto de exodn.

; ES EL INICIO DE LA TRANSCRIPCION DEL mRNA
DE CIITA EN LAS CELULAS L(tk-) DISTINTO DEL
DESCRITO PARA OTRAS CELULAS ?

Los experimentos de RT-PCR mostraron que el mRNA de CIITA de las células
L(tk-) es aproximadamente 1,1 kb mds pequefio y que la regi6n transcrita esté lejos del
inicio de transcripcién normal y cercano al inicio del exén 4. Con el objetivo de
determinar mas precisamente el sitio de inicio de la transcripcién del mRNA de CIITA
se realizaron experimentos de 5° RACE-PCR (5’ Rapid Amplification ¢cDNA Ends -
Polymerase Chain Reaction). Este tipo de experimento permite la amplificacién y
determinacién del sitio de inicio de la transcripcién del mRNA de un determinado gen.
El procedimiento es explicado en la figura 18. Los resultados del PCR anidado usando

los partidores adaptador 2 y CM 21AS (nucledtidos 175-197) con las células A-20,
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Figura 18. Procedimiento RACE-PCR. La técnica de RACE-PCR utilizada para determinar el
extremo 5’ 6 3’ de un mRNA, consiste en amplificar RNA total mediante RT-PCR utilizando un partidor
en direccion antisentido (P1 AS), cercano al sitio que se presume es el inicio de la transcripcion. Después
de degradar el RNA con RNasa, el cDNA es purificado a través de columnas y en su extremo 5’
desconocido se le adiciona enzimaticamente (enzima TdT) un tallo homopolimérico poli-dCTP.
Posteriormente, el cDNA-dCTP es amplificado mediante PCR utilizando un partidor adaptador 1 en
direccién sentido (XXXXGGGG) y un segundo partidor en direccion antisentido (P2 AS) localizado rio
arriba con respecto al partidor P1 AS. Finalmente, mediante un PCR anidado el cDNA obtenido es re-
amplificado empleando un segundo partidor adaptador en direccion sentido (X’X’X’X’) y un tercer
partidor en direccion antisentido (P3 AS) ubicado rio arriba con respecto al partidor P2 AS. Los
productos de amplificacion son analizados en un gel de agarosa y secuenciados. Un experimento realizado
en paralelo sin la enzima TdT es usado como control de la especificidad de los productos amplificados.
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RAW y RAG se muestran en la figura 19A. Se observa, que las células A-20 expresan
constitutivamente un fragmento tnico de cDNA, las células RAW expresan varios
fragmentos de cDNA inducidos por IFN-y y las células RAG expresan un tnico
fragmento de ¢cDNA inducido por IFN-~y. Cada uno de estos fragmentos corresponde a
productos especificos de amplificacion, ya que no se detect6 ningin fragmento de
tamafio similar en los controles realizados sin la enzima TdT. Los resultados obtenidos
con las células L(tk-) se muestran en la figura 19B. En este experimento, se utilizaron
como control positivo las células RAW, las cuales expresaron un tnico fragmento
inducible por IFN-y, que coincide en tamaiio con el fragmento de mayor intensidad
obtenido con estas mismas células en la figura 19A. No se detecté amplificacion de
ningin fragmento de cDNA con las células L(tk-). Estos resultados son representativos
de dos experimentos independientes.

Posteriormente, en el caso de las células controles el frag_mentj de DNA
amplificado se purific desde la banda del gel y se secuencid. Los andlisis de secuencia
mostraron que el inicio de la transcripcion del mRNA de CHITA en las células A-20
corresponde al inicio de la transcripcién descrito para células que expresan
constitutivamente CIITA y que el exén 1 corresponde al expresado cuando la
transcripcién de CIITA es dirigida por el promotor 1II (Mulilethaler-Mottet y col, 1997 )
(Fig. 20 A). Los sitios de inicio de la transcripcién encontrados en células A-20 en dos
experimentc;s independientes (flechas rojas) coinciden con los sitios descritos en la
literatura (flechas azules). En las células RAW y RAG se encontrd que el sitio de inicio

de la transcripcién corresponde al descrito para células que expresan CIITA en forma
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Figura 19. Amplificacion del extremo 5° del mRNA de CIITA. A partir del RNA total de
células A-20, RAW, RAG y L(tk-) cultivadas en medio sin y con 100 U/ml de IFN-y murino
durante 6 horas, realicé experimentos de RACE-PCR con y sin la enzima TdT. El cDNA de
CIITA se obtuvo con el partidor CM 12AS. La amplificacién del cDNA mediante PCR, se
realizé con los partidores adaptador 1 y CM 20AS. Para realizar el PCR anidado se utilizaron
los partidores adaptador 2 y CM 21AS. Se muestran los productos finales de amplificacion
obtenidos con las células A-20, RAW, RAG (A) y L{tk-) (B).
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A IRF1/2

GTGTGGTCACCGAATTTGGCCCACAAGAAEQAAQIQAAAI_’I]AACA

1Y B/M)

TAAGAAGCTGTGGTGGCATGGGCAAATTAGAGGGTATCCAAAT_AC
AGGATATGAACTATTTGTCGAGAATTTTCAGGTGGTCCCTTGCTCTGTTICTTTG

EGCTAGCTGAGCTTGGTAGGTTCTGGGCTCCTAACTGA?T1AGAéhGAGGCATG
TGAGGGATGAGGCTGCCTGCTTCCCACCTGGGCATCTGAGGACCTTTTTGGAGA
CTTCCGGCACGCCAGGAGGGGCAGCTGGACTACAGACGTTACTGCATCACTCTG
CTCTCTAAATCATGCGCTGCCTGGTTCCTGGCCCTTCTGGGTGTTACCTGCCGGA
GTTGCAAG

NFGMa GAS

B
AAGACTCAGTCCAAGCAAAC TGGGTTGCANGTGGCAGATTCTGAGAAAG

E@GTGGATATCACTTTTCAGGGGAGGAGGGGTTCCTGCCTAGCTCTG
IRF L/2

CCTTTGGCCCAAAGCTGAAGGTGTAGACAGAAAGTGAAAGAGGGAAAAGC

GCCACAGATACTCCCTATTTGTGAGATAGCTGCCAGGAGACTGCCCGCCCC
+1

AAGCTCCTAGGAGCCACGGAGCTGGCGGCAGGGAGACTGCATGCAGGCAG
et Ly Lp Ly
CAC l CAGAAGCACGGGGCACAGCCACAGCCGCG

c NFGMa GAS

AAGACTCAGTCCAAGCAAACTIGGGITGCARGTGGCAGUTTCTGAGAAAG

mGTGGATATCACTTTTCAGGGGAGGAGGGGTTCCTGCCTAGCTCTG
IRF 1/2

CCTTTGGCCCAAAGCTGAAGGTGTAGACAGAAAGTGAAAGAGGGAAAAGC

GCCACAGATACTCCCTATTTGTGAGATAGCTGCCAGGAGACTGCCCGCCCC
+1
AAGCTCCTAGGAGCCACGGAGCTGGLE}GCAGGGAG ACTGCATGCAGGCAG

e
CACTCAGAAGCACGGGGCACAGCCACAGCCGCG

Figura 20. Secuencias de los productos de amplificacion obtenidos mediante RACE-PCR.
Se muestran las secuencias de los productos de RACE-PCR obtenidos en las células A-20 (A), RAG (B) y
RAW (C). La region promotora es graficada con fondo de color blanco y las secuencias de consenso de
unién a diversos factores de transcripcién es destacada con rectdngulos de color. La secuencia
correspondiente al exon 1 es representada con fondo punteado. El sitio de inicio de la transcripcion
determinado por RACE-PCR para las células A-20 (A), RAG (B) y RAW (C) es representado con una
flecha roja. El sitio de inicio de la transcripcion descrito en la literatura para otros tipos celulares es
sefialado con una flecha azul.
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inducible por IFN-y y que la secuencia del exén 1 en estas células corresponde al
expresado por la activacién de! promotor IV de CIITA (Fig. 20 B y C). Los sitios de
inicio de la transcripci6n encontrados en las células RAW y RAG en dos experimentos
indept::ndicntes (flechas rojas) estdn cercanos a los sitios descritos para otras células
inducibles (flechas azules) (Muhlethaler-Mottet y col, 1997). El andlisis de las
secuencias demostré que los experimentos cie RACE-PCR permitiergn determinar
inequfvocamenté el sitio de inicio de la transcripcion del mRNA de CIITA en las células
A-20, RAW y RAG los cuales corresponden conI lo descrito en la literatura para otras
células. Sin embargo, no fue posible detectar ningtin producto de amplificacién con las

células L(tk-), lo cual sugiere y confirma los resultados de RT-PCR en el sentido de que

el mMRNA de CHTA en estas células no es transcrito desde su punto de inicio normal.

ANALISIS DEL PROMOTOR IV DE CIITA EN LAS
CELULAS L(tk-)

Con el fin de determinar si en la secuencia del promotor IV de CHTA de las
dcélulas L(tk-) existia algin cambio que pudiera explicar que el mRNA de CIITA no
fuese transcrito desde f:l sitio de iniciacién normalmente descrito, se secuencid el
promotor IV. Como c;ntrol de estos experimentos se utilizaron las células RAW y
RAG. Para ello, se amplificé mediante PCR el promotor IV de CIITA utilizando los
partidores P1 S - P1 AS (417 pb), luego el DNA se purificé desde la banda del gel y se

secuencio en direccion sentido y antisentido. El andlisis de las secuencias mostré que la
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Figura 21. Secuencias de unién al factor transcripcional IRF-1 del promotor IV de
CIITA. Se muestra la secuencia de unién al factor IRF-1 del promotor IV de CIITA de las
células RAW (A), RAG (B) y L(tk-) (C). Se muestra un cambio de nucleétido adenina (curva
verde) por guanina (curva negra). Esta figura corresponde a la secuencia determinada en
direccion antisentido (3’ a 5°), de modo que, en direccién sentido (5” a 3”) el cambio de base
nucleotidica presentado por las células L(tk-) corresponde a una timina por una citosina.

secuencia del promotor IV de las células RAW y RAG corresponde a la secuencia
descrita en la literatura (Muhlethaler-Mottet y col, 1997), mientras que en las células
L(tk-) se encontr6 una unica mutacion puntual. Esta mutacién implica un cambio en una
base de timina por una citocina. Este cambio, presente s6lo en uno de los dos alelos, se

encuentra en la secuencia de consenso de union del factor IRF1/2 (Fig. 21) (Muhlethaler-

Mottet y col., 1997).
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ANALISIS DE EXPRESION DEL mRNA DEL FACTOR IRF 1

Debido a la importancia del factor de transcripcién IRF-1 en el proceso de

regulacién de expresion de CHTA y al cambio en una de las bases nucleotidicas de la

L
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—> —0,5kb

Figura 22. Expresién del mRNA de IRF-1. Células RAW y L(tk-) cultivadas en medio sin y
con 100 U/ml de IFN-y murino durante 6 horas, se analizaron mediante RT-PCR utilizando los
partidores IRF-18 e IRF-1AS (490 pb).

secuencia de consenso de unién a este factor en el promotor IV de CIITA en células

L(tk-), se analizé por RT-PCR la expresion del mRNA de IRF-1 en estas células. Los
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resultados mostraron que las células L(tk-) al igual que las células RAW expresan, en
forma inducible por IFN-y, un fragmento de cDNA del tamafio esperado para un

amplificado de IRF-1 (Fig. 22).



f DISCUSION

Las moléculas de histocompatibilidad de clase II, o MHC-II, son moléculas
expresadas en la superficie celular que cumplen un importante papel en el proceso de
presentacion de ant{genos a células T durante la respuesta inmune. Su expresién tanto
constitutiva como inducible es controlada mediante un complejo mecanismo de
regulaci6n (Glimcher y Kara, 1992; Mach y col., 1996; Boss, 1997).

Antecedentes previos obtenidos en nuestro laboratorio, mostraron que las células
L(tk-), deficientes en la expresién de moléculas MHC-II inducida por IFN-y, representan
un buen modelo para ¢l estudio de los mecanismos de regulacién de la expresion de
moléculas MHC-II. En esta seccion se analizan y discuten nuestros resultados obtenidos

con la linea celular L(tk-).

1.0 ANALISIS DE HIBRIDOS SOMATICOS

Los hibridos somdticos han sido ampliamente usados en la localizacién
cromosomal de genes, en el estudio de factores reguladores positivos y negativos de la
expresion génica y en experimentos de complementacion génica (Kennett, 1979; Barony
Maniatis, 1986; Stuart y col., 1989; Bono y col,, 1991b). Con el fin de estudiar el

defecto de las células L(tk-) se empled un panel de once hibridos sométicos preparados
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mediante la fusién de células L(tk-) con las lineas celulares humanas normales B
linfoblastoides G_!ES y LM y con la linea celular de origen mesenquimético WISH. Los
andlisis de citom?etria de flujo mostraron que en ocho de estos hibridos somdticos se
restablece la expresién de las moléculas MHC-IT murinas después del tratamiento con
IFN-y (Figs. 6, 7 y 8). Estos resultados y la descripcion en la literatura de células B
murinas (A-20) que complementan a las células L(tk-) (L.ennon y col., 1998}, confirman
que ¢l defecto de las células L(tk-) puede ser complementado en frans por algin factor
difusible no especie-especifico aportado por células humanas o murinas normales. La
ausencia de complementacién en algunos de los hibridos somdticos puede explicarse
mediante la pérdida del cromosoma humano que contiene el gen que complementa ¢l
defecto de las células L(tk-). Inicialmente, los hibridos celulares poseen un juego
completo de cromosomas de cada célula%parentai. Posteriormente, y debido en parte a
una desigual distribucién de cromosomas durante la mitosis, algunos cromosomas se
pierden azarosamente durante la proliferacién. Después de algin tiempo en cultivo,
estos hibridos llegan a ser més estables y las pérdidas de cromosomas son mds graduales
(Kennett, 1979). Se ha descrito que en el caso de hibridos preparados entre células de
raton y humano, los cromosomas humanos son segregados y prevalecen las
caracteristicas murinas (Kennett, 1979; Baron y Maniatis, 1986; Kerkis y Zhdanova,
1992).

Un andlisis mds detallado de la complementacion del defecto de las células L(tk-)

reveld que la expresién constitutiva de las moléculas MHC-II de las células B A-20,

GES y LM es reprimida luego de la fusidn con las células L(tk-) (Stuart y col., 1989;
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Lennon y col., 1998). Este mismo efecto fue anteriormente demostrado en hibridos
sométicos producidos con la linea celular murina RAG y las mismas células B utilizadas
en este trabajo (Bono y col., 1991; Lennon y col., 1998.). Esto sugiere que las células
L(tk-) y RAG poseen factores reguladores negativos de la expresion constitutiva de
moléculas MHC-II, los cuales pueden actvar en frans sobre células que expresan
normalmente estas moléculas. Esta represién podria llevarse a cabo mediante la
inactivacion del pr;omotor Il de CHTA. Serfa de gran interés poder determinar si estos
factores forman parte del mecanismo normal por el cual se reprime la expresion
constitutiva de moléculas MHC-II en células que normalmente no expresan MHC-II.

Por otro lado, los andlisis de citometria de flujo realizados en los hibridos
producidos entre L(tk-) y BLS-2 mostraron que estas células expresan constitutivamente
moléculas MHC-II murinas en un bajo porcentaje de la poblacién total (Fig. 10).
Ademas, en la figura 5 B, se observa que el hibrido L.GES 4.3 expresa constitutivamente
el mRNA de las moléculas MHC-II murinas. Por lo tanto, la fusidn de células L(tk-) con
células B linfoblastoides reprime la expresion constitutiva de las moléculas MHC-II en
las células B, pero permite la expresién constitutiva de estas moléculas en las células
L(tk-). Este es un fenémeno particular de las células L(tk-) y los antecedentes actuales

no permiten formular una hipétesis coherente.
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2.0 CIITA EN CELULAS L(tk-) : ; UN NUEVO MECANISMO
DE REGULACION 7.

2.1 EXPRESION DEL mRNA DE CHTA EN CELULAS L(tk-)

Los andlisis de la expresién del mRNA de CIITA en células L(tk-) se realizaron
mediante RT-PCR en lugar de Northern blot debido a la baja expresion del mRNA de
CIITA y la mayor sensibilidad del primero de estos métodos. Los resultados muestran
que las células A-20, RAW y RAG expresan un m‘RNA de CIITA del tamaiio esperado,
mientras que las células L(tk-) expresan un mRNA de CIITA mds pequefio (Figs. 12y
14). El mRNA de CIITA expresado en las células L(tk-) carece de los dominios acidico
y PST del extremo 5°. La especificidad de los productos amplificados con todos los
partidores en las cuatro lineas celulares fue confirmada por secuenciacién de cada
fragmento obtenido por RT-PCR. En estos anlisis, se encontré que sélo en el caso de
las células L(rt\k-) el cambio de una base nucleotidica significé el cambio en el
aminoacido codificado. Los cambios de aminodcidos ocurren en las posiciones 818, 851
y 852 y estdn localizados en la regién C-terminal de ia proteina. Desconocemos si estos
cambios ‘podrian alterar significativamente la funcién de especificidad del dominio de
activacién del extremo C-terminal de CIITA. El resto de los cambios en bases
nucleotidicas encontrados en el cDNA de las células L(tk-) y en las restantes lineas
celulares analizadas, no implican un cambio en el aminodcido codificado y pueden ser

atribuidos a polimorfismos las diferentes cepas de ratén de las cuales provienen las

células estudiadas.
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Se ha descrito que mutacione; en las secuencias de consenso localizadas en la
unién intrén/exén que determinan los sitios de corte del pre-mRNA durante el
procesamiento alternativo (splicing), pueden originar la éérdida de uno o varios exones.
Este evento es conocido como salto de exdn (exon skipping) y es la causa de varias
enfermedades (Krawczak y col. 1992) entre las que se incluyen casos de pacientes BLS
(Machy .col., 1996). El salto de exén puede generar un mRNA més pequefio que puede
ser traducido en una proteina trunca. Por esta razon, se investigé la posibilidad de que el
mRNA de CIITA mds pequefio encontrado en las células L(tk-) se debiera a un salto de
ex6n. Anélisis de los productos obtenidos por RT-PCR Extendido permitieron descartar
un salto de exén en el procesamiento del pre-mRNA de CIITA (Fig. 17). En algunos de
estos experimentos se detectd una expresion débil y variable de esta region 5° del mRNA
de CIITA, la que puede ser atribuida principalmente a una activacién basal del promotor
IV de CIITA. Esto sera discutido-en la seccién 2.3,

El conjunto de estos resultados sugiere que las células L(tk-) no expresan
moléculas MIIC-II debido a la expresién de un mRNA de CIITA més pequefio el cual
carece de los dominios acidicos y PST, fundamentales para la actividad funcional de
CIITA. Por otra parte, los resultados obtenidos en las células RAG demuestra que estas
células expresan un mRNA de CIITA similar al de las células control, confirmando los
resultados de complementacion génica que sugerfan que el defecto de éstas células es
distinto de CIITA (Lennon y col., 1997).

La expresion de un mRNA de CIITA més pequefio en L(tk-), permitirfa explicar

la complementacion encontrada en los hibridos L.BLS-2, a pesar de que las células BLS-
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2 expresen un CIITA mutado. Las células BLS-2 y todas las células del grupo BLS-A
poseen una mutacién en la regién 3° del cDNA de CIITA. La expresion de un mRNA de
CIITA carente de la regién 5° en células L{tk-) y la expresién de un mRNA de CIITA
mutado en la regi6n 3’ en las células BLS-2 sugiere la ocurrencia de un evento de o~
complementacién. La probabilidad de un evento de a-complementacién es baja y
explicarfa la baja frecuencia de obtencién de hibridos L.BLS-2 en los cuales se
complementa la expresién de’moléculas MHC-II. Resultados preliminares obtenidos
recientemente en nuesiro laboratorio, mostraron que células L(tk-) transfectadas con un
plasmidio que expresa el cDNA de CIITA obtenido a partir de células BLS-2 expresan
moléculas MHC-II en forma constitutiva en un débil porcentaje. Estos resultados

confirman nuestra hipétesis de una o-complementacion entre células L(tk-) y BLS-2.

2.2 CIITA COMO DOMINANTE NEGATIVO

La comparacién de la secuencia de cDNA y de la secuencia deducida de
amino#cidos en humano y en ratén mostré que los principales dominios funcionales de
CIITA est4n altamente conservados entre estas dos especies (Sims y col,, 1997). En la
region amino terminal de CIITA murino, entre los amino4cidos 30 y 160 se localiza una
regién rica en aminoacidos acidicos encontrada también en otros factores de

transcripcién acidicos ( Zhou y Glimcher, 1995; Fontes y col., 1997) y que funciona

como activador transcripcional (Riley y col., 1995). Luego, entre los aminoécidos 162 y
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776 existe un dominio rico en los aminodcidos prolina/serina/treonina (PST) que
funcionaria comg un dominio estructural y también como activador, mediante la
interaccién con factores de la maquinaria transcripcional (Chin y col., 1997b; Zhou y
col., 1997). Entre los aminodcidos 365 y 376 se encuentra un dominio de unién a ATP.
Los restantes dos tercios de la proteina (amino4cidos 376 al 1078) corresponden al
dominio carboxilo terminal que determina la activacion especifica de los genes MHC-IL

Anélisis de la secuencia primaria de CITA revelé que los primeros 125
amino4cidos de la regi6én N-terminal originan tres potenciales estructuras de o~hélices.
Anélisis moleculares y funcionales de mutagénesis in vifro de la secuencia del cDNA de
CHTA mostraron que dos de éstas o-hélices (aminodcidos 51-71 y 84-103) son
imprescindibles para la actividad transcripcional de CIITA y que una proteina carente de
éstas dos a-hélices presenta actividad de dominante negativo (Fontes y col., 1997). En
el mismo sentido, otros trabajos han mostrado que la transfeccion de células normales
con un cDNA de CIITA carente del dominio acidico de activacién N-terminal o del
dominio PST reprime la expresién constitutiva o inducible de la:‘E moléculas MHC-II
(Chin y col,, 1997b; Zhou y col,, 1997). En ambos trabajos se demostré mediante
Western blot que un ¢cDNA de CIITA murino carente de los dominios de la region amino
terminal es traducido en una proteina (Chin y col., 1997b; Zhou y col,, 1997).

Basados en estos antecedentes, planteamos que la expresién de un mRNA de
CIITA mas pequefio en células L(tk-), carente de su region 5°, seria traducido en una

proteina trunca sin sus dominios acidico y PST, lo cual tendria un efecto dominante
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negativo sobre la activacion transcripcional del promotor de las moléculas MHC-II
inducidas por IFN-y, explicando asi el defecto de las células L(tk-).

Todos los resultados de dominancia negativa se han obtenido utilizando
construcciones in vitro de un ¢cDNA de CIITA y no han sido observadas in vivo debido a
que todas las células mutadas en CIITA descritas hasta ahora poseen una mutacién que
afecta a la regién C-terminal de la proteina, sin que ellas tengan efectos represores sobre
la expresién de las moléculas MHC-II (Mach y col., 1996). Las células L(tk-) son las
primeras células en las que se encuentra un defecto en la region N-terminal de la proteina
de CIITA, lo que la convierte en una valiosa herramienta para estudiar los efectos de
dominancia negativa de CIITA frunco in vivo.

Una caracteristica de los hibridos somadticos obtenidos entre células L(tk-) y
células GES, LM y WISH fue la débil expresién de moléculas MHC-II murinas inducida
por IFN-y (Fig. 6). Incluso, en hibridos celulares donde la expresion de las moléculas
MHC-II murinas fue homogénea, debido a que las células se seleccionaron
magnéticamente o por dilucién limite, la expresion de estas moléculas sigui6 siendo
débil (Figs. 7 y 8). Esto contrasta con la fuerte expresién inducida por IFN-y de las
moléculas MHC-II murinas en hibridos producidos entre RAG y GES (Compare la Fig.
4C con las Figs. 4D y 6). ELstos resultados fueron reproducibles en varios clones
distintos, descartando que las diferencias observadas en la expresién de moléculas
MHC-II se deban solamente a variaciones experimentales. La posibilidad de que el
anticuerpo H39.64.5, que reconoce moléculas MHC-I del hap.lotipo MHC de las células

L(tk-), tenga menor afinidad que el anticuerpo MKD6 usado para reconocer las
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moléculas MHC-II de las células RAG puede ser eliminada en base a resultados previos
de nuestro laboratorio. En esos experimentos las células L(tk-) se transfectaron con

DNA genoémico de células B y se seleccionaron clones ‘de células que expresaron

moléculas MHC-II. El uso del anticuerpo H39.64.5 permi‘tié distinguir entre clones que
presentaban expresion débil y fuerte de moléculas MHC-II. }Basados en estos resultados,
proponemos que la expresién en las células L(tk-) de un CII’I;A trunco que actuaria como
un dominante negativo, explicaria la débil expresién de mo!c‘éculas MIHC-II observada en
los hibridos obtenidos con las células L(tk-). La ft}sién de las células L(tk-) con células
humana;s normales llevaria a que en el hibrido celular resultante, se encuentren presentes

la forma trunca y silvestre de CIITA. La complementacion de las céhulas L(tk-)

dependeria del balance que resulte entre los efectos posit‘ivos y negativos de ambas

formas de CIITA. Ya que en los experimentos de fusién rerélizados se utilizé una mayor
proporci6n de células B que de células L(tk-) y dadas las diferencias de tamafio celular,
es probable que se produzca la fusién de una célula L(tkT) con més de una célula B

humana. Esto implicarfa que algunos hibridos podr{anicontencr varias copias del
cromosoma 16 humano y por ende, un mayor niimero de cgpias del gen de CIITA. En
efecto, experimentos nuestros de hibridacién fluorescente in situ (FISH en inglés),
mostraron Ja presencia de varios cromosomas 16 humanos en placas mitéticas del
hibrido L.LM 3.30 al utilizar una sonda fluorescente que h‘ibrida con dicho cromosoma
(resultados no mostrados). La mayor expresién de CIITA| silvestre complementaria el

1

defecto de las células L(tk-), pero el efecto dominante negativo de la forma trunca de
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CIITA limitarfa la expresién de moléculas MHC-II.  Esto Ino ocurrirfa en las células'
RAG, ya que su defecto es distinto de CIITA. ;

Esta proposicién lleva implicita la nocién de que el efecto de dominancia
negativa de esta forma trunca del mRNA de CIITA de las células L(tk-) dependeria de la
dosis génica, es decir, serfa cuantitativamente dependiente del niimero de transcritos y
moléculas de CIITA y podria ser anulado por la sobreexpresion de un mRNA de CIITA
silvestre, En apoyo a esta hipdtesis se encuentiran los resultados de Chang y
colaboradores (1994), quienes mostraron que la expresion en las células L(tk-) del cDNA
de CIITA normal dirigida por un promotor constitutivo fuerie, restituye en estas células
la éxpresién constitutiva de moléculas MHC-IL

Otra proposicién es que la expresion de un mliNA de CIITA més pequefio por
parte de las células L(tk-) podria formar parte de algin proceso fisiolégico celular, La
hibridacién de una genoteca de cDNA, obtenida de células B, con sondas de ¢cDNA de la
regién 5’ del mRNA de CIITA, revel6 la presencia de varios clones de cDNA de CIITA
de diferentes tamafios, productos del procesamiento alternativo (Riley y col., 1995).
Esto sugiere que las células B expresan normalmente varias formas del mRNA de
CIITA. Por otro lado, las células B expresan moléculas MHC-II en forma diferencial a
lo largo de su proceso normal de diferenciacion (Glimcher y Kara, 1992). Asi, células
pre-B inmaduras no expresan moléculas MHC-II en su suf)erﬁcie celular. En cambio,
células B maduras si expresan éstas moléculas, las que cumplen un papel importante

durante el proceso de presentacién de péptidos a células T. Finalmente, las células B se

diferencian en células B plasmaticas o plasmocitos secretores de inmunoglobulinas, que
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dejan de expresar moléculas MHC-II. Estudios con hibridos celulares mostré que el
silenciamiento de la expresién de moléculas MHC-II en plasmocitos se debe a un
mecanismo represor dominante (Latron y colaboradores, 1988; Dellabona y col., 1989).
Posteriormente, analisis moleculares encontraron que el promotor de las moléculas
MHC-II de plasmocitos estd desocupado, aunque todos los factores que se unen a las
distintas secuencias de este promotor se encuentran normalmente presentes en extractos
nucleares y pueden unirse a sus respectivas cajas de secuencia de consenso in vitro
(Silacci y col., 1994). Experimentos de proteccién a RNasa mostraron que los
plasmocitos, a diferencia de células B maduras, no expresan el mRNA de CHTA. La
transfeccién de plasmocitos con un plasmidio que expresa el cDNA completo de CIITA
restaurd la expresion de moléculas MHC-II (Silacci y col., 1994; Sartoris y col., 1996).
Esto llevo a proponer que el proceso normal de extincién de la expresién de moléculas
MHC-II en plasmocitos es producto de un mecanismo de represién de la expresién de
CIITA, impidiendo la formacién del complejo multiproteico necesario para la activacién
transcripcional de los genes MIC-II (Silacci y col., 1994; Sartoris y col., 1996). No se
ha identificado hasta ahora cual serfa el factor represor de CIITA. Dado que se ha
determinado la existencia de variadas formas de mRNAs de CIITA producto del
procesamiento- alternativo del pre-mRNA, es posible postular que a medida que estas
células se diferencian a células plasméticas expresarfan un mRNA de CHTA similar al
encontrado en células L(tk-), el cual mediante un efecto de dominante negativo
reprimiria la expresién de las moléculas MHC-I1 y la expresiéh del mRNA de CIITA de

largo total. La pregunta que surge es: ;Cémo se regularia la expresion de esta nueva

E

aparalv
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forma de mRNA de CIITA?. La respuesta a esta pregunta, seré discutida en la seccién

2.4.

2.3 PROMOTOR IV DE CIITA

La secuencia del promotor IV de CIITA en las células L(lkl) muestra que estas
células poseen una mutacién puntual que cambia una timina por una citocina en la
secuencia de consenso de union del factor IRF 1/2,

La presencia de secuencias de consenso de unién para los factores
transcripcionales:STAT1o e IRF-1 en el promotor IV de CIITA (Muhlethaler-Mottet y
col., 1997) llevé a proponer que la expresién de CHTA inducible por IFN-y, seria
regulada a través de la activacion de STATlo (Lee y Benv;niste, 1996; Muhlethaler-
Mottet y col., 1998) y de la inducci6n de la expresion del gen de IRF-1 (Hobart y col,,
1997, Muhlethaler-Mottet y col., 1998) (ver Introduccién y Fig. 3). La sintesis de IRT-1
en respuesta a IFN-y, explicarfa por qué la expresion de CIITA depende parcialmente de
la sintesis de protefnas (Steimle y col., 1994; I1obart y col., 1997).

IRF-1 es un factor transcripcional que participa en la regulacion de la expresion
inducible por IFN-y de las moléculas MHC-I, MHC-1I y de CIITA (Hobart y col., 1997,

Muhlethaler-Mottet y col., 1998). IFN-y induce la expresién de IRT-1 a través de la

activacion de STAT I, el cual se une a la secuencia GAS del promotor del gen de IRF-
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FN-y de las moléculas MIC-I en las células L(tk-) (Stuart y col,

1989; Bono y col.,1991a; Fig. 4A } y los resultados de RT-PCR mostrados en esta tesis

(Fig. 20) demuestran que el factor IRF-1 se expresa normalmente en éstas células y que

no es la causa del defe
1 en la regulacién de

para IRF-1 muestran

&
cto de las células L(tk-). Consecuente con la participacién de IRE-
la expresién de CIITA, se ha demostrado que ratones knock out

una expresién disminuida del mRNA de CIITA, equivalente

A

]
aproximadamente al 30% de la expresién normal (Hobart y col, 1997). Ademds,

estudios funcionales y

nucleotidicas de la sec

de mutagénesis in vitro, mostraron que el cambio de cuatro bases

uencia de consenso de unién de IRF-1 en el promotor IV de CIITA

reduce en un 23 % la actividad inducible del promotor (Muhlethaler-Mottet y col,,

1998). Una de estas

[
cuatro mutaciones estudiadas ocurre en el mismo sitio y es del

mismo tipo (cambio de timina por citocina) que la encontrada en las células L(tk-).

Estos resultados indican que un defecto en la unién del factor IRF-1 al promotor IV de

CIITA resulta en una
explicar la débil y var

L(tk-) observada en al

reducci6n parcial de la expresion de CIITA. Lo anterior, podria
iable expresién de la region 5° del cDNA de CIITA de las células

guiaos experimentos de RT-PCR Extendido (Fig. 16). Esto podria

significar que Ja mutacién puntual encontrada en la secuencia de unién del factor IRF-1

en el promotor IV de

basal y variable de la

CIITA en las células L(tk-) serla capaz de inducir una expresion

expresion del mRNA de CIITA de tamafio normal, pero que esta

expresién no seria suficiente para sobrepasar el efecto dominante negativo de la forma

del mRNA de CIITA mas pequefia.
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En estos momentos se estan realizando nuevos experimentos dirigidos a
determinar en qué medida la mutacién en la secuencia de consenso del factor IRF-1/2
encontrada en las células L(tk-), afecta la actividad del promotor 1V, de CIITA (ver
seccién Perspectivas). Si estos experimentos muestran que esto asi ocurre, entonces las
células L(tk-) serian las primeras células en las cuales se describe una mutacion a nivel
de la region promotora del gen de CIITA.

La mutacién puntual encontrada en la secuencia de unidn al factor IRT-1 en
células L(tk-) es heterocigota, es decir, el gen de s6lo uno de los dos alelos posee este
tipo de defecto. Sin embargo, la ausencia de expresién significativa de un mRNA de
CIITA de tamafio completo, sugiere que el gen de CIITA del segundo alelo posee una
mutacidn, distinta a la del primer alelo. Esto no seria extrafio, ya que se han informado
varios casos de células de pacientes BLS en los cuales las mutaciones encontradas son
heterocigotas (Fig. 2). Las mutaciones que afectan al gen de CIITA de las células RJ
2.2.5 (Brown y col., 1995) y BCH (Bontron y col., 1997) y las mutaciones del gen del
factor RFX-5 encontradas en las células SJO (Mach y col., 1996) son un ejemplo de ésto.
En estos momentos, se estan llevando a cabo experimentos de Southern blot utilizando
sondas que hibridan con la regién 5° del gen de CIITA de células L(tk-), para determinar

si en el gen de CIITA existe algiin tipo de mutacidn, como por ejemplo una delecidn.
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2.4 EXISTENCIA DE UN PROMOTOR INTRAGENICO DE CIITA

Los resultados de RT-PCR mostraron que las células L(tk-) expresan un mRNA
de CIITA que es 1,1 kb mas pequefio que el mRNA silvestre, cuyo inicio de
transcripeién estarfa cercano al comienzo del cuarto exén. Por otro lado, los
experimentos de RACE -PCR mostraron que esta nueva forma de mRNA no tiene el
inicio de transcripci6n en el sitio descrito para células inducibles. Experimentos de PCR
genémico determinaron la ubicacién aproximada de intrones y exones, lo que permiti6
inferir que en células L(tk-), la transcripcion del mRNA de CIITA comenzaria cerca del
inicio del cuarto ex6n. A nivel genomico, este exdn estaria ubicado aproximadamente
18 kb rio abajo del promotor IV de CIITA. Todos éstos resultados nos hacen proponer la
existencia de un nuevo promotor intragénico inducible por IFN-y, localizado
probablemente en el tercer intrén. En el caso de las células L(tk-), el promotor
intragénico inducible podria ser activado como consecuencia de la mutacién en la
secuencia de unién del factor IRF-1 en el promotor 1V, lo que silenciarln su actividad.
Este promotor intragénico regularia la expresién de esta nueva forma de transcrito de
CIITA que actuarfa como un dominante negativo sobre la expresién de las moléculas
MHC-II. A pesar de la presencia de todos los otros factores de transcripcién necesarios

para iniciar la. transcripcién de los genes de las moléculas MHC-II, CHITA no podria

cumplir con su funcién activadora sin sus dominios acidicos y PST (Fig. 23).
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Figura 23. Representacién esquematica del defecto de las células L(tk-) que les impide
expresar moléculas MHC-II. La mutacion encontrada en la secuencia de unién del factor
IRF-1 en el promotor IV de CIITA de las células L(tk-), provocaria una inactivacion de este
promotor y la consecuente ausencia de expresion de un mRNA de CIITA de tamaifio
completo. La activacion de un promotor intragénico de CIITA, inducible por IFN-y,
conduciria a la expresion de una forma trunca de CIITA, carente de sus dominios acidico y
PST, que actuaria como un dominante negativo sobre la expresion de moléculas MHC-IL.
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La existencia de un promotor intragénico de CIITA inducible por IFN-y, esta
apoyada por los resultados del trabajo de Lennon y colaboradores (1997), en el cual se
demostré que la transfeccion en las células L(tk-) y RAW 264.7 de un cosmidio humano
que contiene el gen de CIITA sin sus regiones promotoras, induce la expresién de un
cDNA de CIITA después del tratamiento con IFN-y. Los autores sugieren la presencia
de un promotor intragénico en el gen de CIITA, inducible por IFN-y, localizado a una
distancia mayor a 10 kb del promotor HI de CIITA. Ademds, se han publicado
resultados que indican que el gen de la cadena invariante, una protefna intracelular
importante en la expresién de las moléculas MHC-II en la superficie celular (ver
Introduccién), posee en el primer intrén un elemento amplificador (enhancer) de su
expresién constitutiva e inducible por IFN-y (Beilue y col.,, 1998). Este promotor
intragénico, que posee secuencias homoélogas a las cajas X1, X2 e Y del promotor de las
moléculas MHC-II, actuaria aumentando (enhancer) la transcripcién del gen de la cadena

invariante,
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PERSPECTIVAS

Las moléculas MHC-II juegan un papel critico en el proceso de presentacién de
antigenos y su expresién estd sometida a un estricto mecanismo de regulacion. El
estudio de nuevos moduladores que puedan controlar la expresién de las moléculas
MHC-II ha despertado un gran interés por su potencial uso como inmunoterapia. Desde
este punto de vista, la continuacién de esta tesis y posteriores experimentos que
demuestren fehacientemente que el mRNA de CIITA de las células L(tk-) posee
funciones de dominante negativo sobre la expresioén de las moléculas MHC-II in vivo,
abrird una nueva perspectiva en este campo de investigacion.

Con la finalidad de demostrar inequivocamente el efecto dominante negativo del
mRNA de Ias células L(tk-), se propone clonar el mRNA de CIITA de las células L(tk-)
en un vector de expresién eucarionte, para luego mediante experimentos de transfeccién
introducirlo en células que expresen normalmente moléculas MHC-II.  Estos
experimentos deberian mostrar que esta forma més pequefia del mRNA de CIITA,
extingue la expresién de las moléculas MIIC-IL

Por otra parte, serfa interesante clonar el promotor IV mutado de CIITA de las
células L{tk-) en un vector que contenga un gen reportero de manera de poder determinar
en que magnitud la mutacién encontrada en la secuencia de unién de IRF-1 afecta la

funcionalidad del promotor IV,
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Ya que los resultados de esta tesis y resultados anteriores de nuestro grupo de
investigacion, sugieren la existencia de un promotor intragénico en el intrén 3, se
propone clonar este intrén en un vector que contenga un gen reportero de manera de
demostrar la actividad promotora de la transcripcion. Posteriormente, las regiones
promotoras serian delimitadas por andlisis de diferentes fragmentos del intrén obtenidos
con distintas enzimas de restriccién y secuenciados con el fin de identificar secuencias
de consenso de unioén a diversos factores de transcripcion.

ﬁ' Por otro lado, seria interesante poder determinar si esta forma trunca del mRNA
de CIITA de las células L(tk-) es traducido en una proteina. Para ello, se propone la
produ%cién de anticuerpos que reconozcan epitopos de la regién amino y carboxilo
terminal de la proteina de CIITA. Estos anticuerpos serian posteriormente utilizados en
experimentos de Wester blot, empleando lisados celulares de células }‘L(tk-) y células
controI;s "pultivadas en ausencia o presencia de IFN-y. Se esperaria encontrar que las

%

células L(tk-) expresarian en forma inducible por IFN-y una proteina de CIITA de menor

s
X

peso molecular, reconocida tinicamente por el anticuerpo dirigido contra la region C-
terminal de la proteina, En cambio, las células controles expresarfan la proteina de
CIITA del peso molecular descrito para células normales y seria reconocida por ambos

anticuerpos.



CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

1. Las células L{tk-) expresan una forma distinta del mRNA de CIITA, inducible por

IFN-y. Esta nueva forma es aproximadamente I,1 kb mds pequefia y carece de la region

5

2. El sitio de inicio de la transcripcién del mRNA de CIITA en células L(tk-) es distinto
al sitio encontrado en células que expresan normalmente CIITA por accion de IFN-y. El
sitio de inicio de la transcripcion estaria cercano al comienzo del exén 4, sugiriendo la

existencia de un promotor intragénico inducible por IFN-y.

3. La mutacién encontrada en la secuencia de unién del factor transcripcional IRF-1 en
el promotor IV de CITA explicaria en parte, el impedimento de las células L(tk-) para
expresar un mRNA completo de CIITA.

4. La proteina codificada por esta forma méds pequefia de CIITA, de ser expresada en las
células L(tk-) careceria de los dominios N-terminal acidicos szST, lo que segiin

antecedentes de la literatura podria actuar como un dominante negativo sobre la

expresion de moléculas MHC-II, explicando asf el defecto de las células L(tk-).
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%
5. Las células L(tk-) corresponderian a las primeras células descritas que expresan un
mRNA de CITA con una deficiencia en la expresion de su regién 5°, lo que las
convierte en una valiosa herramienta para estudiar in vivo los efectos dominantes
negativos de CIITA sobre la expresién de las moléculas MHC-IL

<
Py

6. Aunque este trabajo estuvo centrado principalmente en ‘el estudio de las células
L(tk-), se obtuvieron ademas resultados importantes con la linea celularzmurina RAG,
que representa también un mutante de regulacién de las moléculas MHC-IL " Se
demostré que en las células RAG el mRNA de CIITA corresponde al descrito para
células que expresan normalmente moléculas MHC-II en forma inducible por IFN-y. El
sitio de inicio de la transcripcion es el normalmente descrito para otras células inducibles

y se encuentra bajo la accién del promotor IV de CIITA, Esto, descarta a CIITA como el

factor defectuoso en las células RAG.
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ANEXO

SECUENCIA DEL ¢DNA DE CIITA MURINO Y LOCALIZACION
DE PARTIDORES UTILIZADOS EN EXPERIMENTOS DE RT-PCR.

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

acctgggcatctgaggactttttggagacttccggca_cgccaggaggggc 50

CM 108
agctgngctacagacgttactgcatcactctgctctctaaatcatgcgct

100

geetggttectggeccettetgggtcttacctgecggagtigecaagaccat 150

agtctgtgtgccaccatggatctgggatctccagagggcagcectacetigga 200

250

actccttaacagtgatgccgacccectacatcictaccacctctatgace
CM 118 g

agatggacctggetggggaggaggagatcgaacteagetcagagecagae ™

acagataccatcaactgcgaccagttcagcaagcetgttgcaggacatgga 350

actggatgaagagacccgggaggcecctatgccaacattgeggaactgpgatce 400

agtacgtgttccaggatacccagcectcgagggcctgagcaaggacctcite 450

atagagcacattggagcagaggaaggctttggigagaacatagagatcce 300

tgtagaagecaggacagaagcctcagaagagacgcelicceggaagageatg 550

ctatggactcaaagcacaggaagctagtgcccacctctaggacctcactg 600

aactatttggatctccccactgggcecacatccagatcttcaccactctgec 650

ccagggactctggcaaatctcaggggctggecacaggtctcteccagtgtcce 700

115




116

750

...........

A0
=
o~ e
s
0]

800

CM 12AS CMZS,
801 cagccccttcaca'ccatctgcagctgacctgcccagcatgcccgaacctg

850

851 cgetgacctcccgtgtaaatgagacagaggacacatctceetccccatge 900

3

¥ ’
caagagggtcccgagtcttccatcaagcttccaaaatggccagaggctgt 930

90t

951 1000

ggagcpgattccapgeacteccetacaggacaaatacaaggeatigeccccaga
CM 15°S g

gcccaaggggtcctctggtggccgtggagctggtacgggccaggctggaa 1050

1001

1051 1100

agaggcagcaacaagagccaggaaagggagctggccactcccgactgga
c

agagcgccagctagcccacggtggtctg_gg!gaggtacttgaggttgtca
CM 248 CM 32AS8

gigactgcaggcgaccaggagagacacaggtggtegetgtgetgggeaa
g CM 32AS.

getggecagggaaagagecactgggecaggacagtgagtcacaccetggg
c

atgtggccagttgctacaatatgactttgtcttctatgtcccctgtcatt

1ol 1150

1151 1200

1201 1250

1251 1300

1301 1350

gcttggatcgtccecggggacacctaccacctgegggatctgetetgtecce

1351 1400

ccgagectgcageccactiggecatgpatgacgaggicetigatiatategt

1401 1450

gaggcagccagaccgtgttctgctcgtcctagatgctttcgaggagctag
CM 138 ~ CM24AS

aggcccaagatggectectgecacggaccctgtggatetetgtecccagag

1451 1500

1501 1550

ccctgeteccctecgaggactgetggetgpggatetteenpgegegaagetact
N CM 24AS

_g_cgiggctgcacactgctcctcac}agcccggccccggggccgcctggct
c CM 228

agagcctgagcaaggcagatgccatctttgaggtgeccagettctctace

1551 1600

1601 1650

1651 1700

aagcaggccaagacttacatgaggcactactttgagaactcagggacage
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1701 1750

ggggaaccaagacaaggccctgggcctcctggaggé‘ccagcctcttctct

1751 1800

gcagctatagtcacageccctgtigtgtgcagggetgtgtgecagetctcee

1801 1850

aaggccctgctagaacagggcacagaggcccagctaccttgtacacttac
|

1851 1900

aggactctatgtcagcctgc_taggtcctgca,gctcagaacngtcctcccg
: N CM 14AS

gagccttagtcgagctggccaagctggcctgggagctgg"‘gacgaagacac 1950

1901

1951 2000

caaagcaccttgcaagaaacccggtittcatecgtggapggtgaanacels
CM 238 -

ggcagtgacccaaggcttgatgcagcagg,ccctggagaccacggaggct
c - CM 22AS

aactggccttctccagttttctgetacagtgtttcectggptgetgtgtigg

2001 2050

2051 2100

2101 2150

ctggcacagtgcaatgaaatcaaagacaaggagcetgeccacagtacctgge

2151 2200

cttgactccgaggaagaagagaccctatgacaactggetggagggtgtac

220 2250

cacgctttctggetggattagttttccagectecgageccactgectggga

2251 2300

getctggtggagectgeagtggetgecagtggepggataggaaacagaaggt

230 2350

tcttaccaggtacctigaagcgectgaagetggggacacticecgggeaggga

2351 2400

ggctgetpggagetgetccactgtgecccacgagacacagcecaacctgggata

2401 2450

tgggagcecatgttgcacaccagetccetggecacctictecttcetgggpgeac

2451 2500

ccggctcacacccccagatgtgtatgtgetgggecagggecttggagacag

2501 2550

ccageccaggacttctecttggaccttcgtcagactgpgegttgagecttet
CM 58

ggactgggaaacctegtgggacticagetgtgtcaccagtttcagggcecte 2600
CM 5

2551

260t 2650

cttgagtgatacaatggcattatgg,&agtcccttcagcagcagggagaag
CM 23AS

cccagctactccaggeggeagaggagaagttcaccatigagccatitaaa

2651 2700
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2701 gccaaatccccaaaggatgiggaagacctggatcgtctegigecagacccea 2150
2751 2800
gaggctgagaaacccctcagaagatgcagccaaggatcttcctgccatcc
2801 2850
gggaccttaagaagectagagittgegtigggecccoatetitgggeccccag

2851 2900
gctttcceccacactggcaaagatccttccagectictettctctgeaaca

2901 2950
cctggacctggactcacttagtgagaacaagatcggagacaagggigtgt

2951 ‘ 3000
cgaagctctcageccacctteccetcagetgaaggecctggagacgetcaac

3001 4 ¢ 3050

gtcccaaaacaacatcactgatgtgggtgeectgecaagettgecagaage

3051 3100
tctgccagccotageccaagtceccctcctaaggetgagcetigtacaataact

3101 3150
gcatctgtgacaaaggagccaagagcctggcaQaagtacuccggacatg

CM 68 -
3151gtgtccctgcgtgtgatggatgtccagttc_aacaagttcacggctgccgg 3200
N i CMS5AS ;

320ltgcccagcaactggcctccagccttcaga‘agtgccctcaggtggaaacac 3250-

3251 3300
tggcaatgtggacacccactatccccetitggggttcaggaacacctgceag

3301 3350
cagctggatgccaggatcapgtectgagatgaccctgetgtactctggacaa

3351 3400
gaatgtactctgggaacacigaccatgctgpgaccttgaactgggtactgt

3401 ggactcagcettttetgtgggecatageccataagagtcaacatcccatca 3450

3451 3500
ccetgeecctgecaggctcagagttgggccetgecctacacgaggaaaggac

3504 . 3550
acaaglcttgetcttictganagpgccccaagaccagetcengpecctitacag

3551 3600
caccaggtacaaagacagccccactctgeggecgtgagegetggtagaca

3601 3650
gaactggggetgecttecgtggottcacccgggaggacaaaggecttcte

CM 158 - :
3651ttcgacactccaggacagaacgaggaacagaagcatccaagtgcctgctt 3700



3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

410¢

4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

4501

4551

4601

4651

119

gtccagaccagggccagcctggtgagaaagcatgtcttecectgetgetcee

aacagggccacctagaggctctgaagacgctaagggcaacactggcctg
c CM 6AS

aaatctctagatgtgacagggagcctatggtagetctitctacttgtgge

actgtttccataaactttaggtcaaagctgagtcgggcctggcccagacc
ctgggtgtgaaccaaaaggcecagggagtggtctgetteggggetgiggegg
ggagttcttectggettcaccttcacggtcactacacttaanaatgcatecag
ctacgttcactgaagctctggggettggtttatcccacaagtcccatetg

gggacatcttctgecccatctaatgcaaaacaaaacaaaacgaaacaaaa

caaaacaaaacaaaacaaaacaaaacaaaacaaaaccaaaccaaaccagc

cgaactataataacttgaaacaatccacactccgetggecaggecaggete
agcagtgcccaccaacccagaagtcaggetggaatcatcttgagtgtggg
tctagcatgtgacacaagttgctgtctgggagccctgagtccttaatggg

CM 16AS cM8s ~
acagctggectggggcttgecctecccgtageattatagttatgtiatagg

ggggacacccagagaggagaaagtgaggagecccggecagcagagacagte

tgtagactgctcagagecagpggctcaaageccacacaglaitgtttctacaa
CM 278

cactctgcatgcgcccgtgtgiccca@:catacagcccaccactgcctagat
CM 278

cctgtcttcactgcaaagatctttgtagettccanagatpcagigananag

ttcttactcctgecacccgaggactgaagcagtgaccactgtacagagtgg

agtgctetctecctactgeccetgetgeatectgggagecagttctgtatage

cacattggtcagccttggctacagectagcccaaaagggettggeagecace

-

3750

3800

3850

3900

3950

4000

4050

4100

4150

4200

4250

4300

4350

4400

4450

4500

4550

4600

4650

4700



4701

4751

4801

4851

4901

4951

5001

5051

5101

5151

120

agtgccgctgctcctgtttcctctgggacaccgcctttgagctcnggcac
N CM 8AS
cacccatccctccatcgagacagtgacagettgetttettgtettggeag
agggagcetgtgtggetccaccatgecagecctgatgecagecaggactgge
acatcctaggaagtgggagetgggctagagggecigggpgeegpgggtggtc
tgcatggetgetgggggegattcttaaagagacaggtccagetgeagcete
aggcttacattatgaactg,ttaggaccttgggctcagggtggcacatgga

CM 27AS
agtcccatttctgtggecaccagggacagecactgaggecactictccaagge

aggcatctgctgtacctgtcaggagaaaggcagatctgtatcgctcgctg

cctttggtctgtetggaaatgeccaaaaaatgtctcteattactetgtgtt
I

gfaaaaaaaaaaaanaananaaanaaaaaa

4750

4800

4850

4900

4950

5000

5050

5100

5150

5178




