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NOMENCLATURA

1. Especificidades de HLA-DP: DPw2, DPw4, etc.

2. Alelos de HLA-DP correspondientes a estas especificidades: DPA1*0103 (DPa) y
DPB1*02012 (DPR), de la especificidad DPw2; DPA1*01 (DPa) y DPB1*0401 (DPB),
de la especificidad DPw4.
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1. EL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) fue definido por
Gorer y Snell en 193", trabajando con distintas cepas de raton, como un
conjunto de genes cuyos productos eran responsables del rechazo de
injertos entre individuos de la misma especie genéticamente distintos. Esta
constituido por un grupo de genes estaechamente relacionados gue
codifican varios tipos de proteinas, las cuales desempeian un papel
fundamental en {a generacién y regulacion de la respuesta inmune
(Benacerraf, 1981). También se encuentran dentro del MHC genes no
relacionados, al menos aparentemente, con el Sistema Inmunitaric (Spies y
cols., 1989). Se ha demastrado la existencia del MHC en todos los
vertebrados superiores analizados (Danska y McDevitt, 1987) y ha sido
exhaustivamente estadiado en el raton: sistema H-2 (Carison, 1987) y en el
hombre: sistema HLA (Dausset, 1981).

2. EL SISTEMA DE HISTOCOMPATIBILIDAD HUMANO

Los genes que pertenecen al Complejo Principal de
Histocompatibilidad Humano o HLA, estan localizados en el brazo corto del
cromasoma 6, expandiéndose a lo largo de aproximadamente 3'00 kb
(Dunham y cols., 1987). Los genes que forman parte de esta compiejo, se
han clasificado en tres grupos teniendo en cuenta las caracteristicas
estructurales y funcionales de los productos que codifican, denominandose
clase [, clase [ y clase fil (Steinmetz y Hood, 1983". Los dos primeros
muestaan un elevado poiimorfismo y se extienden a lo largo de 1600 Kb en
el extremo telomeérico y 900 kb en el extremo centromérico, respectivamente,
det cromasoma 6. Entre los genes de clase | y clase Il, se localiza ia region
de clase |l a lo largo de 100 kb, cuyos genes son moderadamente
polimérficos {(Ziegler y cols., 1989). En la figura 1 se presenta el mapa
detallado del complejo con la localizacion, orientacion y distancia relativa
entre ios genes que o integran (Campbelt y Trowsdale, 1993

La regiébn mas centromérica, también conocida como HILA-D,
corresponde a fos genes de clase ||, como ya se ha mencionado. Incluye los
joci HLA-DP, DQ y DR, que codifican para las moiéculas del masmo nombre
(Trowsdale y cols., 1985  Estas moléculas se expresan en
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FIGURA 1. Mapa fisico del HLA (Campbell y Trowsdale, 1993’
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linfocitos B, monocitos, macrofagos, células dendriticas, células epiteliales y
linfocitos T activados. En ifinfocitos B, céluias dendriticas y células epiteliaies
de! timo, Ja expresion de estas moléculas es constitutiva; para el resto de las
células, la expresion es inducible por diferentes citoquinas. Ademas de los
genes clasicos de fa region HLA-D, varios foci han sido localizados en esta
misma zona, dos de ellos son HLA-DNA (Trowsdaie y Kelly, 1985 y DOB
(Tonelle v cols., 1985, si bien aun no han sido identificados sus productos
génicos.

Entre DNA y DOB, se encuentran los genes DMA y DMB (Kelly y
cols., 1991a), de limitado polimorfismo respecto a los genes de los otros loci
de dicha region (Sanderson y cols., 1994). Se postula que estas genes
tienen un papel importante en la generacion de los complejos péptido-
molécula de clase li, aunque se desconoce la funcidon precisa que realizan.
Las moléculas codificadas por estas genes, una cadena a y otra 3, podrian
formar un heterodimero que presentase una cavidad para la unién de un
reducido numero de péptidos (Fling y cols., 1984). También han sido
localizados en esta region dos grupos de genes cuya funcidn es la de
suministrar péptidos a las moléculas de clase | (DeMars y Spies, 1982). Uno
de los grupos esta integrado por los genes TAP1 y TAP2, que codifican
productos que estan relacionados con el transporte de peptidos ail interior del
reticulo endoplasmico dependiente de ATP. El segundo grupo esta
constituido por los genes LMP2 y LMP7 que parecen estar involucrados en
el procesamiento de antigenos de clase |.

La regién de clase Hi, situada en posicion telomérica respecto a la
region de clase Il, codifica para proteinas funcionalmente relacionadas con
el Sistema Inmune, como son los componentes del complemento C2, C4A,
C4B y factor B (Carrol y cols., 1984); genes de la 21-hidroxilasa, 21A y 21B;
factor de necrosis tumoral {TNFa y TNFp) (Carrol y cols., 1987), proteinas de
choque termico como HSP70-1 y HSP70-2 (Sargent y cois., 1989; Milner y
Campbeli, 1890) y numerosos genes que codifican proteinas de funcién aun
desconocida.

La region de clase | se encuentra en ia posicidon mas telomérica del
HLA. Los genes de clase | conocidos definen los foci HLA-A, B, C, E. F, G, H
y X. Los tres primeros codifican los productos de clase ! clasicos que se
expresan en la mayoria de las células nucleadas de los distintos tejidos del
organismo, aunque el nivel de expresion varia entre los diferentes tejidos.
Los antigenos HLA-E, F, G, H y X presentan un patron de expresion mas

4
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restoingido y no estan bien caracterizados desde el punto de vista funcional
(Shimizu y cols., 1988; Orr, 1989; Wei y Orr,1990). Once pseudogenes han
sido identificados en esta region (Koller y cols., 1989).

3. MOLECULAS DE CLASE |

Las moléculas de clase | estan constituidas por dos cadenas
polipeptidicas, una pesada de peso molécular aproximado de 44 kd y una
ligera, denominada B2-microglobulina, de 12 kd (Kimbal y Coligan, 1983
que no esta codificada por los genes del MHC (Goodfellow y cols., 1975’ La
cadena pesada consta de tres dominios extracélulares denominados a1, a2
y a3'(Ploegh y cols., 1981). Cada dominic extracélular esta compuesta por
aproximadamente 90 aminoacidos. En la posicidn Asn-86 del dominic a1
existe una unidad de carbohidrato unida a través de enlace N-glicosidico
(Barbosa y cols., 1987). Los dominios a2 y a3'presentan puentes disulfuro
intracatenarios. El dominio o3’'esta seguido de un segmento de
aproximadamente 25'aminoacidos hidrofobicos que forman la zona de
transmembrana. A continuacion se situa una cola citoplasmica integrada por
unos 3’ aminoacidos. La molécula p2-microglobulina, con un puente disulfuro
en su estructura, se encuentra asociada con ia porcidn extracélular de la
cadena pesada (figura 2A). Los dominios a1 y a2 de la cadena pesada son
muy polimorficos, contrastando con el dominio o3y con la cadena §2-
microgiobulina, que estan muy conservados. Estas dos dominios
conservados, presentan una gran semejanza con las regiones constantes de
las inmunogiobulinas (Bjorkman y Parham, 1990).

La estructura de los genes de clase | refleja ia organizacién en
dominios de la proteina (figura 3. En el extremo 5°, despues de la regidén que
inciuye las secuencias promotoras, se situan ios exones mas variables (1, 2
y 3' que codifican para el péptido sefal y para los dominios al y a2
respectivamente. El resto de los exones situados hacia el extremo 3,
codifican para el dominio de transmembrana, la cola citoplasmica y el
extremo 3’ no traducido (Strachan, 1987, Pontarotti y cols., 1989).

La cnistalizaciébn de la porcidén extracélular de la molécula HLA-AZ2
(Bjorkman y cols. 1987a, b) y posteriormente de HLA-AwWB8 (Garret y cols.,
1989) ha supuesta un avance fundamental para e! conocimiento de la
relacion estructura-funcion en estas proteinas. En la figura 4 se presenta la
estructura de HLA-AZ Los dominios a1 y o2 se disponen en la zona
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FIGURA 2. Estructura de las moléculas de clase | (A) y de clase Il (B) (Owen,
1991).

FIGURA 3. Esquema de la estructura exon-intron de los genes HLA de clase
| y de clase Il, con los dominios para los que codifican cada uno de los
exones.
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mas alejada de la membrana, formando una cavidad de 25 A de larga, 10 A
de ancha y 11 A de profundidad. Esté cavidad constituye el sitio de union de
los péptidos producidos por el procesamiento antigénico. Los lados de la
cavidad estan formados por las regiones de a-hélice de los dominios a1 y o
2, mientras que la base la forman Jas |aminas B de ambos dominios. Los
extremas de dicha cavidad estan cerrados por interacciones entre los
aminoacidos de las hélices o y aquellos situados en posiciones mas
extremas de las cadenas f3. Los residuos de la lamina 3, asi como los de {as
hélices a orientados hacia el interior de la cavidad, son ligandos hipotéticos
para los péptidos antigénicos, mientras que los residuos de las hélices o
orientados hacia la parte superior se unirian al receptor de la célula T (TCR).
En estas zonas es donde se concentra la mayor parte del polimorfismo de
las moléculas de clase | (Bjorkman y cols., 1987b).

El papel del péptidc es fundamentali en la estabilizaciéon de la
molécula de clase 1. Estadios de secuenciaciéon de los péptidos naturales
unidos a las moléculas de clase || revelan que la longitud de los mismas es
normalmente de 9 aminodacidos (Rotzschke y cols., 1980, Van Bleek y
Nathanson, 1990; Falk y cols., 1991; Hunt y cols., 1992a), aunque el tamarfo
varia entre 8 y 11 (Falk y cols., 1991; Jardeztky, 1991; Cho, 1992). Estadios
cristalogrificos de varias proteinas de clase |, tanto humanas como de ratén,
han permitido identificar un mecanismo comun para 1a unién del péptido a
dichas proteinas. Péptidos de diferentes secuencias se unen de forma
similar, con los extremos N y C terminales secuestdados por una red de
enlaces de hidrogeno a los residuos conservados de las proteinas de clase |
(Madden y cols., 1992) (figura 7A). Péptidos de diferente longitud, 8-11
residuos, se acomodan formando un bucle en la parte media (Zhang y cols.,
1992; Fremont y cols., 1992; Madden y cols., 1993 Young y cols., 1994}
Saper y cols. en 1991, identificaron una serie de cavidades que se extendian
a lo largo del sitio de union al péptido; se trata de seis cavidades conocidas
como A, B, C, D, EyF (figura 5. Dichas invaginaciones, son diferentes para
los distintos alelos de las moléculas de clase { y complementarios de las
caracteristicas comunes que presenta cada grupo de péptidos que se une a
un alelo concreto. Estas datos sugieren que las restoicciones impuestas por
la arquitectura de las depresiones varia entre los alelos de clase | y juega un
papel importante en la seleccibn de los péptidos (Carreno
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FIGURA 4. A) Representacion de la estructura tridimensional de la molécula
de clase | HLA-A2 con los dominios polimorficos ol y o2 onientados hacia el
exterior, y el dominio a3y la B2-microglobulina onentados hacia la
membrana ceélular. B) Representacion esquematica de la molécuia vista
desde la parte superior (Bjorkman y cois., 1987a).

FIGURA 5. Representacion de las seis cavidades (A, B, C, D E y F)
presentes en el sitio de unién al péptido de la molécula de clase | {(Hansen y
cols., 1993,
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y cols., 1990; Falk y cols., 1991; Matsumura y cols., 1992; Guo y cols., 1993".
La funciéon principal de las moléculas de clase | es la de presentar
péptidos antigénicos procedentes de proteinas sintetizadas por la célula o
gue se encuentran en el citosol, a los linfocitos T citotoxicos (Townsend y
Bodmer, 1989). Mientras que el TCR reconoce residuos polimérficos en los
dominios a1 y a2 de las moléculas de clase |, las molécutas CD8 reconocen
determinantes monomérficos del dominio a3'(Saper y cols., 1991).

4. MOLECULAS DE CLASE II

Las moléculas de clase I} son heterodimeras formados por dos
glicoproteinas transmembranales asociadas de forma no covalente: una
cadena o de peso molécular 3-3' kd y una cadena 3 de peso molécuiar 26-
28 kd (Kauffman y cols., 1984). Ambas cadenas, o y B, estan divididas en
dos dominios extracélulares de aproximadamente 90 aminoacidos (aa),
designados como al, a2 y 1, 2. La cadena o posee dos oligosacaridos
unidos a través de enlaces N-glicosidicos, situados uno en cada dominio
extracélular, y un enilace disulfuro en el dominio 2. La cadena B posee un
carbohidrato unido por eniace glicosidico, en el dominio 1, y dos puentes
disulfuro, uno en cada porcién extracélular (Crumpton y cols., 1984; Korman
y cols., 1985 Trowsdale y cols., 1985'. Ambas cadenas tienen un péptido de
conexion de unos 12 aa altamente hidrofilicos, que conecta los dominios
extracélulares con {a regidn transmembranal de 20-25aa y finaimente una
cola intracitoplasmica de 8-15'aa (figura 2B). En las moléculas de clase |i, el
polimorfismo se situa en los segmentos a1 y p1; los dominios o2 y B2 estan
muy conservados.

Como ocurre en los genes de clase |, la organizacidn génica es
reflejo de la estructura proteica. Segun se muestaa en la figura 3’ tanto en la
cadena o como en ia p el primer exén codifica la regidon 5 no traducida, el
péptido sefial y los primeros aminoacidos del dominio amino terminal. Ei
resto de dominios extracélulares estan codificados en el segundo y tercer
exon. La cadena o consta de cinco exones; el péptido de conexion. ia regién
transmembrana, la cola citopiasmica y parte del extremo 3’ no traducido
estan codificados en el cuarto exon. El quinto exén codifica el resto de la
region 3’ no traducida. Los genes P poseen un total de seis exones. El
péptido de conexién, la regién transmembrana y parte de la cola
citoplasmica estan codificadas en el exéon 4. otra zona de esta cola
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FIGURA 6. Representacion de la estructura tridimensional dimérica (dimero de heterodimeros
a/B) de la molécula de clase 1l HLA-DR1. Una molécula DR1 aparece en color rojo, otra en color

azul, y el péptido en color amarillo (Brown et al., 1993).



Introduccion

FIGURA 7. A ) Unién del péptido a la molécula HLA de clase |.
B ) Unio6n del peptido a la molecula HLA de clase Il. (Germain, 1994).
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citoplasmica esta codificada en el exén 5 mientras que el exon 6 codifica el
resto de la cola y ia region 3’ no traducida. Comparando las secuencias
nucleotidicas de los genes de las 5 familias de moléculas de clase Il (HLA-
DP, HLA-DN, HLA-DM, HLA-DQ y HLA-DR), se observa que los genes que
mas difieren del resto en cuanto a secuencias, posibles sitios de glicosilacion
y polimorfismo, son DMA y DMB (Radley y cols., 1994).

Combinando los datos de difraccion de rayos X obtenidos a partir de
tres preparaciones diferentes de cristales de Ja moiécula de clase |l HLA-
DR1, Brown y cols, (1993) han determinado la estructura tridimensional de
esta molécula (figura 6). Dicha estructura es semejante al modelo hipotético
de clase Il que fue descritc por Brown y cols. en 1988. Las molécuias HLA
de clase | y de clase |} presentan estructuras similares en la mayoria de los
dominios. Determinados aminoacidos que "cierran" los extremos de la
cavidad donde se une el péptido en las moléculas de clase |, no estan
presentes en las moléculas de clase 1l, lo que orgina un sitio de unidén al
péptidc de "extremos abiertos”, que permite que este se una en una
conformacion extendida a lo largo de la cavidad, proyectando los extremos
fuera de la misma (figura 7B) (Brown y cols., 1993). Este hecho concuerda
con la longitud de los péptidos purificados de las moléculas de clase |, que
varia entre 12-24 aminoacidos (Rudensky y cols., 1991; Hunt y cols., 1992b;
Chicz y cols., 1992; Chicz y cols., 1993). La distribucioén de las posiciones
conservadas y polimorficas en ef sitio de unidn ai péptido, sugiere que los
residuos conservados contactan con los atomos de la cadena principal del
péptido, y las cavidades de los residuos polimorficos, Io hacen con las
cadenas laterales de los péptidos. Recientemente, Stem y cols. (1984) han
cristalizado ia molécuia HLA-DR1 con un péptido antigénico muy bien
caracterizado: HA306-318 (Rothbard y Gefter, 1991) de |la hemaglutinina del
virus de la influenza, con el objetivo de interpretar con detalle las
interacciones que tienen lugar en el sitio de unidén al peptido. El peptido HA
se une a la cavidad en una conformacién extendida con los extremos Ny C-
terminaies proyectados fuera de la misma; por tanto, dichos extremos no
parecen ser criticos ni en la unién a la molécula HLA-DR1, ni en la unidén a
TCR. Los surcos de la molécula de clase il acomodan 5 de 13 cadenas
laterales aminoacidicas del peéptidc y, como en clase |, parece existir
especificidad de alelos para los
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diferentes péptidos. Hay 15 puentes de hidrogeno entre la molécula HLA-
DR1 y la cadena principal del péptido HA. En 12 de los 15 enlaces de
hidrogeno estan implicados atomos conservados de HLA-DR1 en la mayoria
de ias moléculas de clase I, tanto humanas como de raton, o que sugiere
un modo comun de union del péptido distinto a la estrategia usada por las
moléculas de clase | (Brown y cois., 1993).

4.1 CADENA INVARIABLE

Junto a las cadenas o y B codificadas por genes del MHC, se une de
forma transitoria otra molécula conocida como cadena invariable y que no
esta codificada por ningun gen del MHC. La cadena invariable es una
glicoproteina de transmembrana no polimorfica de tipo 1i, es decir, con el
extremo -NH2 situado en el citoplasma y el extremo -COOH situado en el
lumen del reticulo endoplasmico (RE). Fue descrita inicialmente por Jones y
cols., en 1978. y su gen se localiza en el cromasoma 5. En el RE, la cadena
invariable (li) parece formar un homotrimero (Roche y cols., 1991). Este
trimero se une a tres dimeros o/f, formando un multimero de 9 cadenas.
Esta proceso de ensamblaje parece estar mediado por interacciones
transitorias con chaperoninas (Cresswelll, 1994). La asociacion de la cadena
invariable con las moléculas de clase )l en el RE, aunque no es
imprescindible para el ensamblaje y expresion del dimero en la superficie de
la celula (Sekaly y cois., 1988), si favorece [a eficiencia del proceso
(Claesson y Peterson,1985). En ausencia de la li la expresion en superficie
del dimero o/t es muy baja.

Sin embargo, en esta caso, se han detectado acumulos de moléculas
de clase |l en el RE mediante tinciones intracitoplasmicas (Lamb y cols.,
1991, Peterson y Miller, 1990; Vivilie y cols., 1993). Estas moléculas estan
asociadas con chaperoninas en el RE durante largo tiempo, debido a la
ausencia de la cadena invariable, y pueden representar las molécuias que
estan mal plegadas y ensambladas. La pequefia proporcion de moléculas
gue se expresa en superficie deben corresponderse a una subpoblacion que
se ensambia bien, o moléculas mal ensambladas que han escapado a la
retencién de las chaperoninas en el RE (Cresswell, 1994).

Se ha propuesto un papel crucial para la cadena invariable en la
presentacion de antigeno por parte de las moléculas de clase Il. En primer
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iugar, favorece el proceso de dimerizacién de las cadenas o y B. También
dirige las moléculas de clase Il a través del Golgi y las embarca en la ruta
endocitica donde las moléculas de clase Ii van a interaccionar con los
péptidos internalizados por la célula (Cresswell, 1994). En segundo lugar,
inhibe la unién de péptidos a la molécula de clase ii en el RE. El analisis de
ios péptidos obtenidos de la elucién de las moléculas de clase Il (Rudensky y
cols., 1991; Hunt y cols., 1992b; Chicz y cols., 1992), ha permitido la
identificacion de un fragmento comun de li gue incluye los residuos
aminoacidicos 85-101, y que es conocido como region CLIP (péptido de la
cadena invariable asociado a clase Il) (Riberdy y cols., 1992). De aqui se
deduce la posibilidad de que esta region se asocie a zonas conservadas del
sitio de union al péptido de la molécula de clase ll, lo que imposibilita ia
unidn y presentacion de péptidos libres derivados de proteinas citosolicas,
que son los ligandos para las moléculas de clase | (Riberdy y cols., 1992,
Sette y cols., 1992). Esto explicaria que las moléculas de clase il no se
asocien a péptidos en el RE, sino en un lugar posterior de la ruta endo-
exocitica, favoreciendo asi la presentacion de antigeno exodgeno y no
endogeno. Esta hipotesis es apoyada por experimentos realizados en
fibroblastos de rata, que no expresan li, transfectados con HLA-DR. En este
sistema se han detectadc moléculas de clase It en RE que forman dimeros
estables resistentes a la accion del SDS, por lo tanto, unidas a péptido
(Hitzcl y cols., 1995). En tercer lugar, se han identificado importantes
secuencias de aminodacidos caracteristicas, en la region citopiasmica de la
molécula, posiblemente implicadas en |a retencion de la misma en el RE, asi
como otras secuencias distintas, localizadas en la misma region, y que son
responsables del transporte de las moléculas de clase 1l hacia los
endosomas (Lotteau y cols., 1990).

Segun estudios de Peters y cols. (1991), las moléculas de clase Il se
separan de la via normal hacia la superficie célular en la red de reticulos
trans-Golgi (TGN). La mayoria de los complejos af’li son dirigidos desde la
TGN hacia el compartimento donde interaccionan con los péptidos (MIIC, de
compartimento de clase i), sin pasar por la superficie célular ni por los
endosomas tempranos en ruta hacia fa via endocitica (Bénaroch y cols.,
1994), aunque siempre existe una pequefia proporcion de complejos gque
puede ir directamente a superficie 0 pasar por los endosomas tempranos. Et
tratamiento con concanamicina B, que inhibe la endocitosis, aumenta la
expresion de los complejos afdli en la superficie célular. La forma y el camino
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mediante el que las moléculas de clase |l aparecen en superficie no se
conoce. Podria ser que directamente desde los MIIC se dirigiesen a la
superficie (Bénaroch y cols., 1994) (Figura 8), 0 que desde estos
compartimentos, una vez separados de la li y asociadas al péptido, volviesen
al TGN, y desde alli siguiesen la via constitutiva de exocitosis hacia la

FIGURA 8.- via propuesta por Bénaroch y cols., (1994) para el transito de Jas
moléculas de clase Il desde el TGN hasta la superficie célular. La explicacién en el
texto.

Concanamycin B op-

Early Endosomes

Trans Golgi
Network

superficie (Cresswelt, 1994).

Sadegh-Nasseri y Germain (1991) han demostrado que el péptido
juega un papel importante en la estabilizacion de la estructura de las
moléculas de clase li, tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, en contraste
con las moléculas de clase |, los dimeros o/ # de clase i pueden asociarse
en ausencia de péptido, como lo demuestaa la expresion de moléculas
vacias en la superficie (Stem y Wiley, 1992).

La funcion fundamental de los antigenos de clase i, es la de
presentar péptidos antigénicos de proteinas exogenas que son
internalizadas y procesadas por las células presentadoras de antigeno
(CPA), a ios linfocitos T cooperadores {Neefies y cols., 1993). Mediante
estudios de mutagénesis dirigida, se han identificado algunos residuos del
complejo HLA-DR1/péptido que pueden interaccionar con el TCR, y que
estarian situados en {a parte del péptido alejada del lugar de unién a la
molécula de clase Il y en {a regién de hélice o de la cadena & de HLA-DR1
gue forma la parte mas sobresaliente de la estructura. La molécula de
adhesion de la célula T, CD4, parece unirse al dominio 32 de DR1, segun se
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ha observado por estadios de mutagénesis en residuos de dicho dominio,
que alteran la afinidad por CD4.

Se han descubierto dimeros de la molécula DR1 en los cristales
analizados (figura 6); dos observaciones sugieren que dichos dimeros
desempeifian un papel fisiolégico. La primera observacion es que las dos
moléculas de DR1 que constituyen el dimero, se sitGan paralelamente, con
los cuatro extremos C-terminales situados en una misma direccion y los dos
sitios de unidon al péptido crientados en direccién contrania, como es de
esperar para glicoproteinas que se localizan en Ia superficie de la celuia. La
segunda observacion es que las dos cavidades de unién al péptido estan
orientadas de tal forma que dos moléculas del tamarfo del receptor de la
célula T puedan contactar con estas sitios de union simultaneamente. Por
tanto, la formacion de estos dimeros puede ser parte integrante de un
mecanismo para iniciar sefnales citoplasmicas en el proceso de. activacion de
las células T. También se sugiere que estas dimeros aumentan la afinidad
por la molécula CD4 (Brown y cols., 1993).

Las diferencias estructurales de las moléculas de clase | y de clase Il
puede ser explicada por su diferente papel en la presentacion de antigeno.
Las moléculas de clase | unen el péptido en los compartimentos
endosomales o lisosomales en los cuales tienen lugar ilos procesos
proteoliticos. Su capacidad para unir péptidos de mayor iongitud que se
extienden fuera de los extremos de la cavidad de unién, permite que el
proceso proteolitico del antigeno pueda ocurrir mientras se estg uniendo a la
molécula MHC. Por el contrario, las motéculas de clase | unen el péptido en
el reticulo endoplismico y unen péptidos mas cortos gracias a la evolucion
conjunta con la maquinaria proteolitica que genera peéptidos en el citoplasma
(Stern y cols., 1994).

5. GENES Y POLIMORFISMO DE LA REGION HLA-D

L.as moleculas de clase | manifiestan un gran polimorfismo aiélico.
Como ya se ha mencionado, la mayoria de las regiones polimérficas se
concentran en los dominios a1 y & 1. El polimorfismo entre las moléculas de
clase i ha sido determinado por diferenies técnicas: mediante serologia,
definiendo asi inicialmente los productos de los locus HLA-DR y HLA-DQ;
mediante tipaje célutar por cultivo mixto de linfocitos {(MLR o PLTs), asi se
definieron las 6 especificidades iniciales de HLA-DP (Shaw y cols., 1980};
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digestion de DNA gendomico con enzimas de restriccion, seguido de
hibridacién con sondas especificas del focus de clase |t correspondiente
(RFLP) {Bodmer y cols., 1987); amplificacion mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) del exéon 2 de los genes HLA-D, seguido de
hibridacion con oligonuciedtidos especificos de secuencia (SSO) o
especificos de alelo (ASQ), amplificacion del exén 2 de dichos genes
mediante PCR y su posterior secuenciacion (Bugawan y cols., 1988).
Recientemente se ha creado una base de datos a partir de todas las
secuencias conocidas de los genes HLA de clase I, que pemite la
asignacion de alelos a los genes polimorficos analizados. Con los datos de
secuencia obtenidos previa amplificacion por PCR del segundo exon de un
gen HLA-D, se pueden designar alelos mediante comparacion de las
posiciones polimorficas de la secuencia determinada, con todas las
secuencias alélicas conocidas que se encuentran en la citada base de datos
(Versluis y cols., 1993 Rozemuller y cols., 1893). El empleo de anticuerpos
monoclonales anti-HLA dirigidos frente a los determinantes polimorficos de
estos antigenos de histocompatibilidad, constituye también una herramienta
muy util en el analisis del polimorfismo de HLA (Pistillo y cois., 1992).

5.1. Locus HLA-DR

La organizacion gendémica de HLA-DR, ha sido examinada mediante
el empleo de cosmidos solapantes (Rollini y cols., 1985). Contiene un solo
gen o y un numero variable de genes  dependiendo del haplotipo. Asi, se
expresa un gen o (DRA) y uno o dos genes B (DRB), los restantes genes
DRB son pseudogenes. Todos los haplotipos, excepto HLA-DR1 y HLA-DRS,
expresan dos productos DRB. El gen DRB1 codifica una cadena @ muy
polimérfica que puede determinar las especificidades serologicas HLA-DR1
a HLA-DR18. El segundo gen DRB (DRB3, DRB4 o DRBS5), codifica una
cadena B menos polimérfica que puede determinar las especificidades
DR51, DR52 o DR53.

Por tanto, todo el polimorfismo que presenta la molécuta HLA-DR, es
debido a fa cadena B; la cadena a es muy poco variable. Comparando los
productos alélicos de DRB1, esta polimorfismo se muestra en varias
regiones a lo largo de la molécula: aa 9-13, aa 25-28 y aa 67-74 (Johnson y
cols., 1891, Hansen y cols., 1993). Hasta ahora han sido identificados 60
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productos alélicos del gen DRB1. Productos de los genes DRB3, DRB4 ©
DRB5 manifiestan menor polimorfismo; se han identificado cuatro productos
alélicos DRB3 y DRB5 (Marsh y Bodmer, 1993).

5.2. Locus HLA-DQ

La subregion HLA-DQ contiene dos genes o (DQA1, DQAZ) vy tres B
(DQB1, DQB2, DQB3) (Campbell y Trowsdale, 1993). Los genes DQA1 y
DQB1 codifican el heterodimero HLA-DQ que determina las especificidades
serologicas DQ1 a DQ9. Los otros genes son pseudogenes.

Ambas cadenas « y & de HLA-DQ présentan polimorfismo. Entre los
productos alélicos de DQA1, las posiciones de vanabilidad se disponen a lo
largo de! dominio «i. Entre los productos alélicos de DQB1, se han
identificado tres regiones de variabilidad que comprenden los aminoacidos
26-37, 52-57 y 70-74. Se han identificado 14 alelos DQA1 y 19 DQB1 (Marsh
y Bodmer, 1993). En este caso, la diversidad se ve incrementada por ia
presencia de moléculas HLA-DQ generadas por asoctacion en trans de las
cadenas a y B, como ocurrre en el dimero DQ2, que confiere susceptibilidad
a la enfermedad celiaca, y en el que las mismas cadenas o« y B que son
codificadas en cis en el haplotipo PR3 (DQA1*0501, DQB1*0201), pueden
ser codificadas en frans en los haplotipos DR5, que contribuye con la
cadena o (DQA1*0501) y DR7, que contribuye con la cadena B
(DQB1"0261) (Sollid y cols., 1989; Nepom y Erlich, 1981) (figura 9).

5.3. Locus HLA-DP

l.a subregidon HLA-DP contiene dos genes a (DPA1, DPA2) y dos
genes & (DPB1, DPB2). Los genes DPA1 y DPB1 codifican el heterodimero
HLA-DP que determina las especificidades célulares HLA-DPw1 a HLA-
DPw6. DPAZ y DPB2 son pseudogenes. Todos estos genes se localizan en
el siguiente orden: DPA1, DPB1, DPAZ2, DPB2 y fueron encontrados en 11
cosmidos solapantes que cubren un total de aproximadamente 100 kb
{Okada y cols.. 1985b; Servenius y cois., 1985; Gorski y cols., 1984).

Una de las caracteristicas fundamentaies de esta region es la
diferencia en cuanto a la orientacion de estos genes, 5-5 (cabeza a cabeza)
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que contrasta con la orientacion 3-3' del resto de ios genes de clase i
(Okada y cols., 1985a).

El polimorfismo de la regién HLA-DP reside fundamentalmente en la
cadena B. Dicho polimorfismo fue definido inicialmente con tipaje celular
mediante ensayos de medida de la respuesta secundaria proliferativa de
células T (PLTs) frente a moléculas DP alogénicas (Shaw y cols., 1980). De
esta forma se definieron seis especificidades distintas (DPw1-DPw6) (Shaw
y cols., 1980; Robins y cols., 1985). El analisis del polimorfismo de HLA-DP
mediante serologia ha sido muy dificil debido a la falta de este tipo de
reactivos, quizas por la poca inmunogenicidad de esta molécula. Diferentes
técnicas como RFLP (Bodmer y cols., 1987) y la identificacion de nuevos
alelos mediante PCR y su posterior secuenciaciéon, han demostrado que el
grado de polimorfismo en HLA-DP es mucho mayor que el revelado
iniciaimente por PLTs. De estd forma se han definido hasta 8 alelos de
DPA1 y 38 de DPB1 (Marsh y Bodmer, 1993). Como se puede apreciar en la
figura 9, e poiimorfismo del dominio B1 de HLA-DPR se localiza
fundamentaimente en cinco regiones, cada una de las cuales esta formada
por 1 a 4 aminoacidos. Estas regiones incluyen los amincacidos 8-11, 35-36,
55-57, 65-69 y 84-88 (Bugawan y cois., 1988). Alguncs de estos aa (8-11,
35-36) se localizan en la l1amina P {(en el fondo de la cavidad de unién al
peptido), mientras que el resto se localizan en la estructura de a-hélice de la
cadena B. Como ya se ha comentado, el polimorfismo de DPa es mucho
mas limitado. A diferencia de DPf, no existe una agrupacion de las
posiciones polimorficas en el dominio a1 de DPe como la descrita
anteriormente en el dominio 1 de DP§.

5.4. HLA-DNA y -DOB

Estos genes son muy diferentes de los otros de clase Il. Ambos
producen RNAm, si bien fos patrones de expresion son algo diferentes (Long
y cols.. 1989) No se han podido identificar y caracterizar los polipéptidos
codificados por estos genes, a pesar de que no contienen errores que
puedan impedir su expresion. No son polimérficos, no se conoce que formen
heterodimeros, ni que participen en presentacién de antigeno (Radley y
cols., 1994}
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5.5. HLA-DMA y -DMB

Estas genes recientemente identificados (Kelly y cols.,, 1991a},
codifican una cadena o (DMA) y ofra B (DMB), significativamente diferentes
de las otras secuencias de genes de clase |l, pero muy conservadas entre ei
hombre y el ratén (Cho y cols., 1991). La homologia de los aminoacidos de
OMA y DMB con los genes o y B, respectivamente, tanto de clase | como de
clase Il, concuerda con la hipotesis de gue los productos de DMA y de DMB
aparecen como heterodimeros, con un papel importante en la presentacion
de antigeno {Fling y cols., 1894). Sanderson y cols. (1994), han observado
un bajo nivel de polimorfismo en ambas cadenas, to que implicaria un papel
especializado del heterodimero formado en la union de péptidos.

20



Introduccion

FIGURA 9. Localizacidén de las posiciones polimérficas (aa 8-11, 35-36, 55-
57, 65-69 y 84-88) de la molecuia HLA-DPS en el modelo propuesto por
Brown y cols. (1993). La flecha marrén de dobie direccion indica la pérdida
de dos aa a partir de la posicién 23 en el caso de la molécula de DP,
respecto a la molécula de DR.

21






Introduccidn

6.- REGULACION DE LA EXPRESION DE CLASE Il EN
LINFOCITOS B

Las moléculas de clase li no se expresan de la misma forma que las de
clase |. Solo determinados tipos celulares del sistema inmune, como ya ha sido
mencionado anteriormente, la expresan constitutivamente, aunque se puede
inducir su expresion en otros tipos celulares. Ya que la expresion de los genes
de ias cadenas o y B de clase Il estd determinado por el linaje celular e infiuido
por el estado de diferenciacion y ios estimulos extemnos, los mecanismos por los
gue se regulan deben ser complejos y, por lo tanto, las proteinas reguladoras
gue interaccionan con estos genes y determinan su tasa de transcripcion deben
ser numerosas (Sugawara y cois., 1994).

El nivel de expresién de las mol: lculas de clase Il no es constante en
estas ¢ ilulas, sino que puede aumentar o disminuir en funcidn de un gran
noeeamero de estimulos externos. De hecho, hay muchas cllulas de origen
epitelial 0 mesenquimztico al igual que algunas ¢ lulas tumorales humanas, que
pueden ser inducidas a expresar molliculas de clase |l por tratamiento con IFN-y
. Las cilulas que expresan mol iculas de clase !l pueden ser divididas en dos
grupos principales en base a {a respuesta de sus genes de clase [l frente a
estimulos externos:

« Las que lo expresan constitutivamente, como los finfocitos B, que constituyen
la principal poblacion de c ilulas que expresan cantidades substanciales de
mol culas de clase |l de manera constitutiva junto con fas células dendriticas.
Para los linfocitos B, la citoquina (L-4 derivada de los THZ es el principal
estimulo fisioloégico inductor de la expresién de clase Il durante Ia
diferenciacion, y una vez maduro el linfocito B es el mas potente activador de
ja misma.

e Y las que lo expresan dependiendo del estado de activacién y de las
citoguinas con las que contacten. El segundo grupo estt formado por los
macrofagos y las ¢ Jlulas de estirpes no hematopoy: ticas. La citoquina IFN-y
derivada de los TH1 es el principal inductor fisiologico de este grupo.
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Inductores de clase Il en linfocitos B | Represores de clase Il en linfocitos B

IL-4 Prostaglandina E,
IL-10 LPS
Anticuerpos hacia antigenos de IFN-y
diferenciacion en superficie (aigM, a Dexametasona

IgD, alLyb2, aB220)
Oncogen H-ras
LPS
PMA
Toxina col_rica
Virus del papiloma bovino
Complejos antigeno-IgE

Los linfocitos B maduros expresan mol iculas de clase |l
constitutivamente, aunque se ha observado una considerable heterogeneidad
en el nivel de expresion en las diferentes subpoblaciones, lo cual puede reflejar
diferencias funcionaies entre estos grupos. En las células plasmaticas se pierde
la expresion de clase ||, debido a un mecanismo supresor dominante, como lo
demuestran las fusiones entre linfomas B y plasmacitomas, que producen ia
p rdida de fa expresidn de ias mol iculas de clase Il (Venkitaraman y cois.,
1987; Latron y cols., 1988; Dellabona y cols., 1989).

Sin embargo, la expresion de fas mol_culas de clase il en las ¢ ilulas B
puede ser modulada, tanto positiva como negativamente, por estimulos
externos. El principal estimulador de la expresién de las mol: iculas de clase |l
en los linfocitos B es la citoquina IL-4, que puede aumentar el nivel de
mol. culas de clase Il en c! lulas B inactivas 16-15 veces.

Esta induccion es relativamente especifica puesto que los niveles de Ig y
de moléculas de clase | aumentan sélo ligeramente. La induccion de la
expresion de (as molecuias de clase Il por la IL-4 puede ser reprimida por el {FN-
v (Noelle y cols., 1984, Noelle y cols., 1986; Mond y cofs., 1986). También puede
ser inducida o activada por la unién de las lg de superficie a anticuerpos anti-Ig.
Esta induccidén esta acomparnada de una despolarizacion de ia membrana vy
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puede implicar la activacion de la protein kinasa C, puesto que el tratamiento
con ésteres de forbol de las células B produce tanto la despolarizacion de ia
membrana como el aumento de la expresion de moléculas de clase || (Monroe y
cols., 1984). La represidtn de l|las molécutas de clase |l expresadas
constitutivamente por los linfocitos B puede estar mediada por corticosteroides.
El tratamiento de linfocitos B de bazo con dexametasona produce una supresion
de la expresion de las moléculas de clase |l que es dosis dependiente. Esta
inhibicion puede alcanzar hasta el 70% de la expresion (Dennis y cols., 1986;
McMillan y cofs., 1988).

En ei caso de las células pre-B, la expresion de las moiéculas de clase |
puede ser inducida por varios estimulos. Como en las células B maduras, la
estimulacién por IL-4 puede inducir la expresion de moleculas de ciase Il en
células pre-B. Esta induccidn puede ser reprimida por prostaglandina E.. Los
anticuerpos contra ciertas moléculas de la superficie celular de céiulas de raton,
como Lyb-2 y B220, pueden estimular [a expresion de las proteinas de clase |i.
Algunas pero no todas las lineas de células pre-B también pueden ser inducidas
a expresar clase il por tratamiento con esteres de forbol. LPS es capaz de
aumentar o disminuir los niveles de RNAm de clase i (Monroe y cols., 1983;
Turkewitz y cols., 1983; Polla y cols., 1986a; Polla y cols., 1986b; Sarthou y
cols., 1987; Polia y cofs., 1988; Gravallese y cols., 1989).

6.1 REGULACION TRANSCRIPCIONAL Y POST-
TRANSCRIPCIONAL DEL MHC DE CLASE il

£l nivel de expresion de moléculas de clase ! en la superficie celular se
relaciona estrechamente con el nivel de RNAm de clase Il (King y cols., 1983;
Chang y Lee, 1986; Fertsch y colfs., 1987, Koemer y cofs., 1987, Stuart y cols.,
1988). Asi, la modulacion de los niveles de molécuias de clase il en Ia superficie
de la célula esta generalmente producida por la regulacion de los niveles de
RNAmM para clase |l. La regulacidén dei RNAm puede estar producida por
cambios en la velocidad de la transcripcion génica o por alteraciones en la
estabilidad del RNAm. Existen estudios que proporcionan evidencias de que
tanto la expresidon de moléculas de clase [l, tanto la constitutiva, como la
inducida por citoquinas, esta regulada a nivel transcripcional.
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La velocidad de transcripcion del RNAm de DRa, DQo y DQB disminuye
cuando los nucleos aislados de células B humanas son tratados con
cicloheximida, lo cual indica que se necesita una proteina sensible a la
cicloheximida para el inicio de ia transcripcién constitutiva de moléculas de clase
Il (Maffei y cols.. 1989).

La induccion de DRa por IFN-y en HelLa, en células de melanoma y en
fibroblastos de piel ha demostrado producirse a nivel transcripcional. Pero el
incremento en los niveles de RNAmM excede del aumento en la velocidad de
transcripcion, por lo que debe estar implicado un mecanismo post-transcripcional
(Blanar y cols., 1988; Rosa y cols., 1988, Amaldi y cofs., 1989). Otros autores
estdn en contra de un efecto post-transcripcional del IFN-y y ofrecen la
explicacion alternativa de que el RNAm de las moleculas de clase I! es muy
estable (puede alcanzar una vida media de 16-20 horas en transcritos obtenidos
en experimentos con IFN-y), lo cual conduce a un incremento en los niveles de
RNAmM maduro a pesar de que el aumento en la velocidad de transcripcion sea
mas modesta (Kemn y cols., 1989).

6.2 SECUENCIAS REGULADORAS DE LOS GENES
DE LAS MOLECULAS DE CLASE II.

L a regulacion transcripcional de la expresion de estos genes ha sido muy
estudiada en los Gltimos afos. E! analisis de las regiones 5i de estos genes
reveld la existencia de varias secuencias consenso. Las moléculas de clase ||
producen dos efectos interdependientes sobre la especificidad de la respuesta
inmune: uno corresponde al polimorfismo alelico del sitio de union al péptido y el
segundo es el resultado del polimorfismo que presentan las regiones
promotoras que inducen una expresion variable de los genes de clase li, aunque
hasta ahora solo se ha demostrado para DRB {Louis y cols., 1994).

Muchos elementos reguladores en c¢is han sido identificados para los
genes de clase ll, a través de fusiones entre secuencias de DNA de clase i y
‘genes indicadores”. E£stas construcciones se han transfectado en células
cultivadas y determinando como se ha expresado el “gen indicador”. Se han
encontradc eiementos reguladores, tanto en ias regiones promotoras como en
los ORFs. En la figura 10 se describen estas secuencias en HLA-DRa (Sullivan
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y cols, 1987). La caja TATA, importante para el inicio de la transcripcion, esta
situada en las posiciones -24 a -28 del sitio de iniciacién. A continuacién se
localiza un octamero (-45 a -52). Entre -74 y -61 se encuentra la caja Y, que
contiene una copia invertida de la secuencia CCAAT, un activador
transcripcional general. Entre -108 a -95 se encuentra la caja X (Mathis y cols,
1984) y muy cerca (-135 a -117) se encuentra una secuencia muy conservada,
la caja Z. Se ha identificado un fragmento de 7-8 pb que se superpone al
extremo 3i de la caja X y al extremo 5i de la regidn intermedia. Este fragmento
posee en muchos genes de clase Il una homologia con elementos reguladores
palindromicos conocidos como elementos de respuesta al cAMP (CREs) y
elementos de respuesta al TPA (TREs). Esta region se conoce como X, por lo
que la caja X se denomina X;. En direccién 5i de los motivos X4/X, existe otra
region relativamente bien conservada conocida como caja S formada por 7 pb
(Benoist y cofs., 1990; Liou y cols., 1990; lvashkiv y cols., 1990).

Existen considerables evidencias experimentales provenientes de
transfecciones transitorias de que estos elementos reguiadores estan
involucrados en la regulacién tanto de la expresion constitutiva como de la
inducible de los genes de ciase 1.

El antlisis mis extenso que ha sido realizado de la regidn promotora de
genes humanos de clase Il se ha llevado a cabo con genes DRa. Los
experimentos de deleciones del extremo 5« demostraron que una construccion
que se extiende a trav /s del extremo 5« de la caja X se expresa
constitutivamente en ciliuias B, pero no en c_lulas T ni en fibroblastos. La
delecion de la caja X reduce marcadamente o anuia fa expresién de mol cuias
de clase Il en los linfocitos B. La introduccién de aproximadamente 30 pb
adicionales en direccion 5« de la caja X conduce a un aumento de {a expresion
constitutiva de mol _culas de clase li en ¢l ilulas B. Esta regién de DRa se ha
lamado caja W o Z y contiene el motivo conservado de la caja S. La expresion
mediada por el IFN-y de DRa en ci_lulas no linfoides requiere construcciones
que se extienden a trav’is de la region W para gue se produzca una mixima
mduccidon por el iFN-y. Las construcciones que solo incluyen hasta la caja X no
consiguieron restablecer la expresion de DRa al ser inducidas por el IFN-y
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FIGURA 10.
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(Sherman y cols., 1987; Tsang y cols., 1988; Basta y cols., 1988; Stimac y cols.,
1991; Cogswell y cols., 1990).

LLos antlisis de mutaciones de elementos individuales dentro de la region
promotora de DRa han permitido esclarecer la contribucién de varios de estos
elementos a la expresion gi:nica. La mutacién de la region W/Z, del sitic X o de
la caja Y disminuye la expresidn de “genes indicadores" (Tsang y cols., 1890) en
c.llulas B en mis de un 75%. Una segunda caja S, menos conservada, estt
presente en direccion 3« en la cadena complementaria. La mutacion de ambas
cajas S disminuye la actividad cis, pero no la mutaciéon de una sola (Cogswell y
cols., 1991). La mutacién de la regién entre X; y W/Z, denominada elemento P
porque es rica en pirimidina, tambi’'n reduce marcadamente la expresion. El
elemento W/P no es especifico de ¢! liulas B y la funcion primaria de P puede
ser estabilizar jos contactos realizados por las proteinas que se unen a la caja
XyyalacaaW.

Un elemento que regula inhibiendo la expresion de las moléculas de
clase il se ha localizado recientemente entre -139 y -179 en direccion 5«. Se le
ha denominadc eiemento V. La mutacion del sitio X, parece no tener efecto en
la expresion de las mol_lcuias de clase if en {as ¢ llulas B. No obstante, ia
naturaleza de estas mutaciones resultan en una conservacion parcial del
elemento similar a TRE (Tsang y cols., 1990). Las mutaciones puntuaies dentro
de este sitio que interrumpen completamente el elemento similar a TRE reducen
la expresién del gen indicador en c_iulas B en mts de un 50% (Liou y cols.,
1990). La region intermedia entre fas cajas X € Y en todos los genes de clase i
estf conservada en longitud (18-20 pb) pero no en secuencia. Este espacio de
dos vueltas de h._lice es requernido para la funcién del promotor de DR,
presumiblemente por alinear los elementos X e Y en el mismo lado de la h lice
de DNA. La expresion mediada por \FN-y en c.lulas no linfoides se afecta
tambi ‘n severamente por mutaciéon de los elementos W/Z, P, X, e Y (Tsang y
cols., 1990).

El gen DRu contiene un octimero, unico entre los genes de clase Il en
direccidén 3« de la caja Y. Este elemento fue identificado originalmente en genes
de |g, donde esti implicado en la expresién de genes especificos de ios
linfocitos B. Probablemente el octtmero estf tambi n involucrado en la
mediacion de la expresion de DRa, puesto que la mutacion de este elemento
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reduce marcadamente la expresion constitutiva de DRa en ¢ ilulas B pero tiene
poco o ningeen efecto en la expresion mediada por IFN-y en c_llulas no linfoides
(Tsang y cols., 1990; Sherman y cols., 1989).

El promotor de DQP ha sido analizado de manera similar. En
experimentos de expresion transitoria una construccion que contiene 1os
elementos W, X e Y es expresada en c/liulas B pero no en cilulas T ni en
cillulas no inmunes sin inducir. La delecion 5« de la region W reduce
ligeramente la expresion de las cLiulas B, mientras que la delecion 5« de {a caja
X o la delecion 3« de la caja Y da lugar a una gran disminucion de la
transcripcién . Una construccidon que contiene las cajas X e Y solamente es
expresada en c!liulas mutantes como la T5-1 pero no en 6.1.6, mientras que
una construccion que contiene sélo la caja Y tiene una expresidon muy baja pero
detectable en todas las cillulas, sugirendo que la caja X es la diana
fundamental de los factores defectivos en estas lineas celulares (Sakurai vy
Strominger, 1988; Sloan y Boss, 1988; Stimac y cols., 1991).

La delecién de ia region W anula la capacidad de induccion del IFN-y
pero conduce a una alta expresion constitutiva, mientras que deleciones a
travi s de X e Y disminuyen esta expresion. Para el gen DPa la region de
respuesta al IFN-y ha sido localizada en una regién de 52 pb que contiene las
cajas Xy, Xo e Y y 5 pb en direccidn 5«. Esto contrasta con otros promotores de
clase li estudiados, todos los cuales requieren una secuencia mits en S« que
incluye la zona de la caja W (Yang y cofs., 1990).

El examen de varios alelos del gen DQP ha demostrado cierto
polimorfismo, afiadiendo un mayor nivel de complejidad a la reguiacién de la
expresion de los genes de clase ||

En resumen, los analisis de varios promotores de genes de clase ||
humanos y murinos han demostrado que las secuencias conservadas de fas
cajas X e Y son elementos necesarios para la expresioén constitutiva y mediada
por las citoquinas IFN-y y TNF-a. Tanto el sitio Xy como el X; parecen ser
funcionales. De hecho, una region en direccion 5i de la caja X también parece
estar implicada en el aumento de la expresion constitutiva y es requerida para la
expresion inducible. Esta region, que estd menos conservada entre ios genes de
clase I, se ha llamado caja W o Z y contiene un elemento bastante bien
conservado que se denomina caja S o H. No se ha definido qué secuencias
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dentro de esta region son mas importantes para la regulacion de la expresion.
Ademas, elementos reguladores adicionales se han identificado sélo en algunos
promotores de genes de clase li. Estos incluyen el octamero del promotor del
gen DRa que aumenta la expresion en las celulas B y la caja T del promotor del
gen Aa que aumenta la inducibilidad mediada por el TNF-o..

6.3 Proteinas Que Se Unen A Los Promotores De Los Genes De
Clase |l (trans)

FACTORES LUGAR DE UNION
Oct-2 Octamero (DRa)
NF-Ya Caja Y (CCAAT)
NF-Yb

YB1 CajayY
hXBP-1 X, (DRa, DRR)
mXPB Xo (Act)

RF-X X1 (DRa)

Se han identificado varias proteinas que se unen al DNA y que pueden
estar implicadas en la regulacion de la expresion de ios genes de clase 1. Los
primeros estudios demostraron que los elementos X e Y de clase |l son |a diana
de proteinas que se unen al DNA. Posteriormente, se demostrd para ia regién
W/Z/HIS, asi como para el octamero presente en DRa (Dom y cols., 1987; Miwa
y cols., 1987: Sherman y cols., 1989a; Tsang y cofs., 1990; Dedrick y cols.,
1990; Cogswell y cols., 1991) .

6.3.1 Proteinas Que Se Unen ALaCaia Y

NF-Y:

Fue la primera proteina que se identificé y que se unia a la caja Y del
promotor del gen Ea de raton. Reconoce especificamente la secuencia CCAAT
dentro de la caja Y, aunque su capacidad de union esta influida por los residuos
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que flanquean esta secuencia. También se une a la caja Y de los genes murinos
Ao, EBy AB.

Esta proteina puede reconocer aigunas secuencias CCAAT en genes
que no son de clase ll, como los de fa timidin quinasa o albumina, suginendo
que podria jugar un papel mas general en la regulacion transcripcional y no
simplemente regulando la expresion de clase Il. Su especificidad de unién la
distingue de otras proteinas conocidas que reconocen el motivo CCAAT, como
son la CBP y la CTF/NF-1 (Dorn y cols.. 1987).

Es un heterodimero formado por dos subunidades: NF-YA y NF-YB, que
presenta homologia con dos proteinas de levaduras que se unen también a
secuencias CCAAT. Esto indica que esta conservado filogenéticamente. NF-YA
y NF-YB se expresan en todos los tejidos independientemente de si expresan
clase Il o no (Van Huijsduijnen y cofs., 1990). Los anticuerpos monoclonales
anti-NF-Y inhiben la transcripcién en experimentos de transcripcién in vitro.

Al parecer, NF-Y puede unirse a dos cajas Y diferentes de clase I, que
son idénticas en mas de 8 pb de la secuencia consenso de ia caja Y pero que
difieren en sus secuencias de los flancos (Glimcher & Kara, 1992).

También se han identificado proteinas que se unen a la caja Y de genes
de clase |l humanos. Una proteina que se une a la caja Y del promotor del gen
DRa se denomina YB-1. Esta proteina parece ser un regulador negativo puesto
que los niveles de RNAmM de YB-1 se correlacionan inversamente con los niveles
del RNAm para DRa {Houghton y cols., 1984). YB-1 se une preferentemente a
DNA pobre en purinas, requiere [a presencia de magnesio y se une a varias
secuencias de DNA, incluso en DNA de cadena sencilia (Boss y Strominger,
1986).

Una segunda proteina que se une a la caja Y del promotor del gen DR«
se ha denominado YEBP y parece ser el homélogo humano de! factor NF-Y
murino {Zeleznik-Le y cols., 1991). YEBP puede reconstituir Ia actividad
transcripcional dei gen DRa en extracto nucleares que han sido deplecionados
de proteinas de unidn a la caja Y en un sistema de transcripcién in vitro.
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6.3.2 Proteinas que se unen a la Caja X

Los primeros estudios sobre las proteinas que se unen a la Caja X
sugirieron que varios factores nucleares estan presentes en los extractos
nucleares. Estos factores diferian en su peso molecular (Celada y Maki, 1989) y
podian reconocer tanto Xy como Xs.

Una proteina humana denominada RFX ha sido clonada debido a su
capacidad de interaccion con el sitio X, de DRa (Reith y cols., 1989). Puede
interaccionar como monoémero ¢ como homodimero, y sus dominios de
dimerizacion y de union al DNA son independientes. /n vitro este factor se une
con gran afinidad a los sitios X; de DRa y de DPa y con muy poca al de DQa
(Kobr y cols., 1989). Se ha identificado otra proteina humana que se une al sitio
X, denominandose NF-S (Kobr y cols., 1989). Al contrario que RFX, NF-S
muestra mayor afinidad por DQo que por DRa y DPa. Otra proteina gue se une
al X, es hXBP-1. Esta proteina es de la famiiia de los factores de transcripcion
de la clase de “cremallera de leucina”’. Posee un dominio de dimerizacion de
“cremaliera de leucina” y una region basica que funciona como dominio de union
al DNA. Esta proteina puede formar un heterodimero con c¢-Fos pero no con c-
Jun {Ono y cols.,, 1991). Se expresa ubicuamente y se iocaliza en los
cromosomas 5 y 22 {Liou y cols., 1991). La expresion de hXBP-1 leido en la
cadena 1 del DNA y produciendo asi un RNAm complementario sin sentido
(antisense), en transfecciones transitorias en linfocitos B disminuye la expresion
de HLA-DR y -DP pero no de -DQ. Existe otra proteina que se une al sitio X; de
Ac. Se llama HB16 y tiene, al igual que hXBP-1, un dominio de dimerizacidon en
cremallera y un dominio basico de union a DNA (lvashkiv y cols., 1990).

Song y cols (1994) han descrito otra proteina que se une a la caja X,
denominada NF-X1, que posee una region rica en Cys por donde puede unirse
al DNA. La sobre-expresién de esta proteina mediante una construccién con
promotor retrovirat, disminuye en gran medida la transcripcion desde el promotor
de DRA. Al parecer se activa su expresion después de un tratamiento largo con
IFN-y, pudiendo mediar en la disminucion de la expresion de clase Il después de
su induccion por IFN-y.

Se han realizado analisis de promotores de HLA-DQR (Boss y
Strominger, 1986) y HLA-DRa (Basta y cofs, 1987) mediante deieciones
consecutivas. Los elementos que se incluyen hasta -200 son suficientes tanto
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para la expresion normal en tejido, como para la inducida por IFNy. En células
inducibles por IFNy, son suficientes las secuencias que van hasta -136 para una
expresion basal, sin embargo la deleccidn hasta -131 (dentro de la caja 2)
resulta en una elevada expresion basal y pérdida de ia inducibilidad por 1FNy.
Deleciones dentro de la caja X producen la pérdida de transcripcion. Existen
pues tanto elementos reguladores positivos como negativos dentro de estos
promotores.

Se han encontrado al menos 4 loci que controlan la transcripcion
constitutiva de los genes de clase [l en los linfocitos B, segun se deduce de la
existencia de mutantes espontaneos e inducidos in vitro. En los mutantes del
grupc A, el promotor estd ocupado in vivo, aunque se encontraron dos
importantes diferencias al comparario, mediante “footprinting”, con las células
silvestres. Los mutantes del grupo B, tienen la regién del promotor desocupada,
aunque no “desnuda” como habia sido descrito. Asi, distintos defectos genéticos
resultan en uniones de factores al promotor completamente diferentes.

Se han clonado dos reguladores transcripcionales el RFX-5 y el ClTA,
cuyas funciones parecen estar afectadas en los mutantes anteriores. CHTA
parece ser el producto del locus AIR-1 (Steimie y cols., 1893, Sartoris y cols.,
1994 y Acolla y cols, 1995 ) y es un activador transcripcional que se une a otras
proteinas que se unen al DNA, estabilizando el complejo transcripcional. Se
expresa siempre en céluias clase I+ y no se detecta en células clase II-. Se
induce por IFN-y, to que implica que puede estar relacionado en la activacion de
clase Il mediada por esta citoquina.

Se ha demaostrado (Acolia y cols., 1995) que existe diferente regulacion
para dos alelos dei mismo locus. Es el caso de los alelos DQB1*0301 y *0302,
cuya unica diferencia en ia region del promotor es la ausencia de un
dinuciedtido TG entre los elementos consenso W y X del alelo *0301. Esta
diferencia es suficiente para permitir una mayor transcripcion del alelo *0301,
debido probablemente al peculiar espacio entre las cajas W y X y a la unién de
factores nucleares especificos del dinucledtido TG.

Recientemente, se ha descubierfo una nueva secuencia consenso
involucrada en la regulacion de la expresion de los genes de clase . Se
denomina J y se situa cerca de la caja S (Sugawara y cols, 1994), Este grupo ha
encontrado una proteina con dominios de union a DNA tipo “Zn fingers” (dedos
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de Zn) gque necesita las dos secuencias para unirse al DNA. Por experimentos
mediante fransfeccidon de secuencias complementarias, se ha visto que es
necesaria para la transcripcion del gen de |a cadena o de DP. E! resto de los
genes no se veia afectado, por lo que se cree especifico de promotor y de
cadena,

Se ha llegado a establecer ia existencia de regulacion de genes de clase
Il después de la transcripcion. La region sin traducir 3i del RNAm de HLA-DR
interacciona con, al menos, dos proteinas compartimentalizadas que pueden
intervenir en la division del RNAm en el nucleo y en el citoplasma,
respectivamente. Transfeccion de cDNA sin la region 3i sin traducir, produce un
RNAmM que es liberado preferentemente en el citoplasma, donde se asocia con
ribosomas (Acolta y cols, 1995). Por lo tanto, el reconocimiento de senales de
retencidn por parte de determinadas proteinas puede jugar un papel en la
distribucién del RNAm det MHC y, por tanto, en ia cantidad de RNAm de cada
isotipo de clase llitraducido en cada célula.

El interés en este campo estd ahora encaminado a la descripciéon y
clonacidon de factores que acttan en frans uniéndose a las secuencias
anteriormente descritas (Acolla y cols, 1991). En la figura 11 se describen
algunos de estos elementos y la regidén del promotor a {a cual se unen. Algunos
de ellos han sido ya clonados.
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FIGURA 11.- Representacion esquematica de la region promotora de los genes de
clase |l y ios factores de union correspondientes. Tomado de Ting y Baldwin, 1993
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6.4 ESTUDIOS DE FUSIONES CEILLULARES

La fusion de dos lineas distintas de células con diferente expresion de
moléculas de clase il y ia determinacion de la situacion de esas molécuias en los
hibridos transitorios resultantes se utiliza para estudiar la naturaleza de los
factores trans implicados en la regulacién de la expresion de las moléculas de
clase ll. Las fusiones entre diferentes lineas de células mutantes clase II” se han
utilizado para determinar si existen factores que pueden complementar el
defecto de la otra linea celular. Estos estudios han demostrado que existe mas
de un sélo defecto puede conducir a un fenotipo clase II' , porque ciertas
fusiones entre dos lineas clase II" conducen a la restauracion de la expresion de
las moleculas de clase 1I. Estos analisis de complementacion indican que al
menos cuatro mutaciones genéticas diferentes son capaces de producir
fenotipos clase II", demostrando que hay varios factores frans implicados en la
regulacidon de la expresion de estas (Bénichou y Strominger, 1991; Seidl y cols.,
1992; Acolla y cols., 1995).

Segun Benichou y Strominger (1991), de los experimentos de fusiones
somaticas se concluye que al menos, existen 3 grupos de complementacion, es
decir, estarian afectados 3 factores de regulacion en frans. Estos factores,
tendrian un papel regulador de toda la expresion de clase Il, ya que las lineas
celulares utilizadas para estos experimentos son MHC clase | - Segun Acolla y
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cols (1995) serian 4 los grupos de compiementacion. Mediante fusiones de
lineas celulares que provienen de pacientes con inmunodeficiencia asociada a
la no expresion de los genes de clase {1, Lisowska-Grosspierre y cols. (1994)
han llegado a la conclusion de que sélo existen dos grupos de complementacién
para este tipoc de inmunodeficiencia, curiosamente, estos grupos de
complementacion tienen una caracteristica étnica. La mayoria de los pacientes
de uno de los grupos de complementacion son de origen Norteafricano y los del
otro grupo de complementacidén son espafoles. Esto implicaria a mutaciones
recientes que conducen a diferentes tipos de regulacion y de expresion de las
moléculas de clase II. Asi HLA-DP podria estar asociado con enfermedades
autoinmunes que se maninfiestan mas en determinados grupos étnicos
{Lisowska-Grosspierre y cols. , 1994).

En el casoc de lineas mutantes la forma mas rapida de estudiar sus
posibles defectos es mediante fusiones con lineas defectivas en los genes de
clase il. Si la linea clase ll- complementa la mutacion, quiere decir que el
mutante no tiene afectados los genes de clase II sino algun factor de
transcripcion. Si no complementa, ia alteracion puede estar, tanto en el ORF
estructural como en las secuencia reguladoras (Glimcher & Kara, 1992; Arroyo y
coils, 1994).
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7. PAPEL DE LAS MOLECULAS DE CLASE | Y CLASE
 EN LA PRESENTACION DE ANTIGENO

La funcion principal de las moléculas de clase i y clase |l es la de
presentar péptidos antigénicos, procedentes de la degradacién del Ag, a la
célula T (Unanue, 1984; Townsend y Bodmer, 1989). (Generaimente ias
células T citotoxicas (CD8+, CD4-) reconocen peéptidos unidos a clase |
(Townsend y Bodmer, 1989), mientras que las células T cooperadoras
(CD4+CD8-) reconocen péptidos asociados a clase Il (Unanue y Allen,
1987).

Existe una especializacibn de estas moléculas basada en la
procedencia del antigeno que procesan. Las moléculas de clase | presentan
péptidos generados endbégenamente por la CPA, como pueden ser 1os
antigenos vinicos (Morrison y cols., 1986). Por otro lado, las moléculas de
clase Il generaimente presentan péptidos pertenecientes a proteinas extra-
celulares, como son los procedentes de agentes infecciosos fagocitados por
la celula (Unanue y Allen, 1987). Diferencias en las rutas de biosintesis y
trafico a través de la célula de ambas moléculas son las responsabies de

esta especializacion en la presentacion (Germain, 1994; Engethard, 1994).

7.1. PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE
ANTIGENO POR MOLECULAS DE CLASE |

Et requenmiento para que tenga lugar la presentacion de antigeno por
moléculas de clase | es que el antigeno esté localizado en el citosol y en en
lumen del RE (Moore y cols., 1988; Yewdell y cols.,, 1988). Los péptidos
presentados pueden provenir de proteinas sintetizadas endogenamente
(bien sintetizadas en el hospedador, bien por el patégeno) que se localizan
en el citosol, nucleo o mitocondnas, o de proteinas de procedencia exogena,
capaces de atravesar la membrana membrana (Hunt y cols., 1992a).

El péptido se une a la molécuia de clase | en el RE y juega un papel
fundamental en la estabilidad de la conformacién del complejo y en el
ensamblaje y transporte de estas moléculas, como ha sido mencionado
anteriormente (Ljunggren y cois., 1990; Elliot, 1992). Moclécutas de clase |

que no unen péptido antigénico son rapidamente degradadas. Esto ha sido
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que no unen péptido antigénico son rapidamente degradadas. Esto ha sido
comprobado utilizando lineas celulares mutantes, como RMA-S (Townsend y
Bodmer, 1989) y 721.174 (DeMars y cols., 1985), que expresan bajos niveles
de moléculas de clase | y no son capaces de presentar peptidos de
antigenos sintetizados en el citoplasma. Cuando se incuban estas células
con péptidos, vuelven a expresar moléculas de clase | en superficie y
recuperan la capacidad de presentacion, indicando el papel estabilizador del
péptido. Una evidencia directa de que el RE es el lugar principal de
adquisicién del péptido por parte de las moléculas de clase |, proviene del
aislamiento de péptidos idénticos, tanto a partir de las moléculas de clase |
expresadas en la superficie, como de aquellas todavia confinadas en el RE
{Germain, 1993).

Algunos genes que codifican proteinas implicadas en el
procesamiento y transporte de los péptidos presentados por las moléculas de
clase |, se localizan en la regidén de clase Il del MHC. Los productos de los
genes TAP1 y TAP2, se cree que forman un heterodimero situado en las
membranas del RE y del cis-Golgi (Kleijmeer y cols., 1992} cuya funcién es
transportar péptidos desde el citosol al RE (Shepherd y cols., 1993; Neefjes
y cols., 1993). La expresidn de estos genes no es constitutiva en todas las
céiulas, aumentando mediante activacion por citoquinas. Estas proteinas de
transporte muestran especificidad de secuencia y de tamano; asi, péptidos
con un tamano adecuado para la unidn a ia molécula de clase |, son
transportados mas eficientemente. El estudio publicado por Powis y cols.
(1992), demuestra la existencia de cierto polimorfismo en los transportadores
TAP de rata, y recientemente, se ha encontrado otra zona de polimorfismo
en el gen TAPZ (Powis y cols., 1993). Mediante la elucidn de péptidos a
partir de moléculas de clase |, se pone de manifiesto que existe relacion
entre el transportador presente y la poblacion de péptidos presentados.

Las proteinas que se encuentran en el citosol, deben ser procesadas
a péptidos de menor tamafo que puedan acceder postenormente al RE.
Este procesamiento, se cree que se lleva a cabo por un complejo
multicatalitico de proteasas conocidc como proteasoma (Martinez y Ménaco,
1991; Glynne y cols., 1991; Kelly y cols., 1991b). Ei proteasoma esta

compuesto por 16-20 componentes conservados desde las bacterias a los
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vertebrados (Goldberg y Rock, 1992) y que parecen ser responsables en el
citosol de ia degradacion de proteinas previamente unidas a una pequefa
molécula llamada ubiquitina (Abbas y cols., 1994). Estas dos subunidades,
LMP2 y LMP7, alteran ia especificidad de sustrato del proteasoma para la
degradacion de proteinas, favoreciendo la rotura en residuos adyacentes a
aquellos convenientes para la union en la cavidad F de la molécula de clase |
{Driscoll y cols., 1993; Gaczynska y cols., 1993). Células deficientes en la
expresion de estas dos subunidades del proteasoma son capaces de
procesar el antigeno (Momburg y cols., 1992, Amold y cols., 1992). Por
tanto, la contribucién de LMPs en la presentacion del péptido a las moléculas
de clase |, permanece aun desconocida.

Se ha apuntado también la posibilidad de una degradaciéon de ciertas
proteinas en péptidos dentro del RE. Algunos polipéptidos que forman parte
del TCR (Lippincott-Schwartz y cols., 1988), moléculas de
histocompatibilidad (Koppelman y Creswell, 1990), asi como cadenas
pesadas de las inmunoglobulinas (Bole y cols., 1986) son degradadas en
este compartimento. Estas cadenas pesadas, en ausencia de cadenas
ligeras, son retenidas en el RE por unidén a proteinas BIP y posteriormente
degradadas (Bole y cols., 1986). Parece ciaro que los péptidos procedentes
de degradacion en el citosol representan la mayoria de los péptidos que se

unen a clase | en el RE. La degradacion de proteinas en el mismo, aunque
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FIGURA 12. Procesamiento de antigeno y presentacion del mismo por
moléculas de clase |, en células presentadoras de antigeno (Engelhard,
1994).

FIGURA 13. Procesamiento de antigeno y presentacion del mismo por

moléculas de clase Il, en células presentadoras de antigeno (Engelhard,
1994).
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es evidente su existencia, no parece tener significacion funcional desde el
punto de vista del procesamiento de antigeno (Brodsky y Guagliardi, 1991).

Tanto la cadena pesada como la R2-microglobulina de las moléculas
de clase | son translocadas al RE. La cadena pesada se asocia con una
proteina de dicho compartimento conocida como calnexina o p88 (Degen y
Williams, 1991), hasta el ensamblaje completo de la molécuila de clase I. En
células que no expresan #2-microglobulina, la cadena pesada permanece
asociada a p88 en el RE hasta su degradacion, y esto ocurre por la
incapacidad de las célutas que carecen de R2-microglobulina de expresar
cantidades significativas de moléculas de clase | en la superficie de la
membrana (Zamoyska y Parnes, 1988). A pesar de esto, el requerimiento de
R2-microglobulina en el transporte de clase |, no parece ser imprescindible,
un bajo nivel de aigunas moléculas pesadas pueden ser detectadas en la
superficie de las ceélulas que carecen de la expresién de 32- microblobulina
(Williams y cols., 1989; Zijlstra y cols., 1990). La separacién de p88 ocurre en
el RE cuando el complejo clase |-péptido comienza a moverse hacia el cis-
Golgi, pasando a continuacion al trans-Golgi y finalmente a la superficie
celular donde finaliza la ruta de secrecion. En ia figura 12 queda reflejado el
modelo de procesamiento y presentacion de antigeno por moléculas de clase
I

7.2. PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE
ANTIGENO POR MOLECULAS DE CLASE I

Las moléculas de ciase |i presentan generalmente péptidos derivados
de antigenos exdgenos, y en algunas ocasiones, de antigenos generados
endogenamente por la célula. La presentacion de antigeno exdgeno por las
moléculas de clase |l esta determinada por la interaccidn de ia ruta
endocitica de procesamiento de estos antigenos exdgenos y la ruta de
transporte de las moleculas de clase Il hacia la superficie celular. En la figura
13 se muestra el esquema general de procesamiento y presentacion por este
tipo de moléculas. Este proceso consta de ios siguientes pasos que ahora se

describen brevemente y que se detailaran a continuacion:
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- internalizacion de proteinas antigénicas extra-celulares por parte
de ias CPAs.

~ Procesamiento del antigeno en endosomas o lisosomas acidicos,
generando fragmentos peptidicos.
Unién del péptido a moléculas de clase Il.

- Expresién del complejo MHC clase ii-péptido en la superficie

celular.

lLa mayoria de los antigenos exoégenos {(que incluyen proteinas
sintetizadas por virus, bacterias, hongos, parasitos y proteinas administradas
durante una inmunizacion) son procesados en la ruta endocitica (Pierce y
cols., 1988). El paso inicial es la union del antigeno nativo a una célula
presentadora de antigeno. Diferentes CPAs pueden unir la proteina
antigénica por diferentes rutas y con distinta especificidad. Varios minutos
después, el antigeno es internalizado mediante endocitosis (fagocitosis o
pinocitosis). Iniciaimente, el antigeno intemalizado se localiza en unas
vesiculas intraceiutares liamadas endosomas (primero en los endosomas
tempranos y después en los endosomas tardios). Las caracteristicas
estructurales y bioquimicas de estos organulos no estan muy bien descritas,
son mejor conocidos por su funcién en el transporte intracelular y en la
degradacion de las proteinas internalizadas. La ruta endégena de trafico de
proteinas en la célula continda en los lisosomas, estructuralmente diferentes
de los endosomas y con un elevado contenide enzimatico (Lippincott-
Schwart y cols., 1991).

El siguiente paso es el procesamiento del antigeno que ha sido
intemnalizado en su forma nativa y que tiene lugar en endosomas y lisosomas
debido al pH acido que existe en su interior y al elevado contenido en
proteasas ceiulares. Esto se ha observado porque agentes gue aumentan el
pH de las vesiculas intracelulares, como cloroquina y cloruro aménico,
inhiben el procesamiento del antigeno. Inhibidores de proteasas también
bloguean este proceso. La funcion de {as proteasas es romper la proteina
nativa en péptidos pequefios. Muchas proteasas celulares necesitan un pH
acide para actuar en condiciones Optimas, por este motivo el procesamiento

del antigeno se lleva a cabo en compartimentos acidos.
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El resultado del procesamiento es |la generacion de péptidos de 10-30
aa que son capaces de unirse a las moléculas de clase li. Diferentes CPAs
pueden generar diferentes grupos de péptidos a partir de la misma proteina
nativa, debido a las diferencias en el contenido de proteasas endosomaies.

Las moléculas de clase |l se sintetizan en el RE, donde se unen
también de forma transitoria a la cadena invariable (Cresswell y cols., 1990).
Como ya se ha mencionado, dicha asociacion evita la unién de péptidos
libres provenientes del citosol mediante la unién del segmento CLIP de la
cadena invariable que cierra el sitio de unién del péptido de la molécula de
clase Il (Roche y Cressweli, 1990, Teyton y cols., 1990, Riberdy y cols,,
1992). En ausencia de li, los mondmeros a y R de ciase li no dimerizan,
aunque, sufren homoagregacion y se asocian con proteinas BiP (Bonnerot y
cols., 1994), grp 94 y p72 (Schaiff y cols., 1992), siendo posteriormente
degradadas (Neefjes y Ploegh, 1992). La li posee una secuencia sefal en el
extremo citoplasmico que la retiene en el RE hasta que se produce el
ensambiaje con la molécula de clase Il. Posee también otra secuencia sefal
gue dirige el complejo clase i-li desde el RE hasta las vesiculas que se
desprenden del trans-Golgi, pasando previamente por el cis-Golgi {Lofteau y
cols., 1990). No se sabe con certeza si ii es absolutamente necesaria para la
salida de la molecula de clase |l del RE y para Ila adquisicion del peptido, si
bien, los datos obtenidos a partir de animales deficientes en la expresion de
la cadena invariable (Vivilie y cols., 1993, Bikoff y cols., 1993) indican que a
pesar de la capacidad de las moléculas de clase Il de acceder a los
endosomas sin li, la presencia de la misma juega un papel importante en ia
adquisicion del péptido; prueba de ello es que la mayoria de las moléculas
de clase |l expresadas en la superficie de las células que no poseen |i, estan
vacias.

La unién de ias molécuias de clase Il al péptido, parece llevarse a
cabo en lisosomas tubulo-vesiculares en macrofagos activados (Harding y
Geuze, 1992) y en un compartimento semejante a los lisosomas, llamado
MHC en el caso de los linfocitos B (Peters y cols., 1991). Los complejos clase
[l-li podrian estar en contacto con el antigeno internalizado mientras tienen
lugar procesos de fusién entre endosomas tempranos, que preceden a la

maduracion de endosomas tardios. Esta actividad puede ser promovida

43



Introduccién

especificamente por li, cuya expresion aumenta el tamafio de los endosomas
tempranos y retrasa la aparicion de los endosomas tardios y de los
lisosomas (Romagnoli y cols., 1993). Durante la estancia final del complejo
clase ll-li en los endosomas, el pH Aacido y las proteasas fragmentan
progresivamente la porciéon terminal -COOH de |i (Blum y Cresswell, 1988).
Finalmente una proteasa determinada podria eliminar el segmento CLIP,
dejando el sitio de unién de la molécula de clase Il accesible al péptido.

La union selectiva de la molécula de clase li a secuencias peptidicas
capaces de formar complejos estabies, puede ser promovida por ei bajo pH
de estos compartimentos (Jensen, 1990). Diversas observaciones
experimentales sugieren que la molécula de clase |l interacciona primero con
proteinas no completamente plegadas, esto permitiria preservar a los
determinantes peptidicos de una degradaciéon excesiva. Los péptidos
expresados en superficie serian creados por digestion del antigeno situado
fuera de la region protegida por el sitio de unién de la molécula de clase Il
(Secarz y cols., 1993).

Mediante la purificacion, secuenciacion y determinacion del origen de
peptidos asociados a clase |, se ha visto que la mayoria provienen de ia ruta
endocitica (Chicz et al., 1993). Algunos provienen de proteinas soiubles del
suero bovino fetal utilizado en el medio de cultivo, aunque la mayoria
provenian de la degradacion de proteinas de superficie, internalizadas y

degradadas durante el reciclaje normal.
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En la fig. 14 (tomada de Cresswell, 1994) se muestran las hipbtesis
que existen sobre el transporte de las moléculas de clase Il. Se representa
de forma esquematica el nonamero formado por las cadenas a y B y la li. El
complejo clase 1l-li se transporta a un endosoma temprano a través del
aparato de Golgi, para seguir camino hacia un prelisosoma, donde se
postula que sucede el procesamiento. Después de la degradacién de ia i,
los dimeros a B son devueltos al TGN y desde alli a la superficie celular. Esta
ruta, como ya hemos mencicnado, se desconoce. Por otra parte, el antigeno
es intemalizado hasta un endosoma temprano y depués, al igual que las
moléculas de clase [, a un prelisosoma. Aqui se realiza ia proteolisis del Ag y
de la li, los peéptidos resultantes se unen a los dimeros de clase |l y desde
aqui siguen el mismo camino.

Figura 14.- Esquema del transporte de lasmoléculas de clase |l desde el RER hasta
la superficie celular, mostrando las diversas posibilidades que se han propuesto. Ver
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texto. {Tomado de Cresswell, 1994).

La formacion del complejo clase li-péptido, tiene lugar
fundamentalmente por el procesamiento a través de la via endocitica como
ha sido descrito, sin embargo, existen otras rutas de procesamiento
alternativas para la generacion de dichos complejos:

Se ha sugerido la internalizacion de las moléculas de clase Il y el
intercambio de los péptidos unidos a ellas, por otros péptidos distintos de la

ruta endocitica. Los resultados de estos estudios son bastante
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contradictorios. Hay autores (Davidson et al., 1991) que comentan que la
exposicion rapida a un endosoma de reciclaje no seria suficiente para eluir el
péptido unido e intercambiario por otro nuevo.

Debido a determinadas respuestas de linfocitos T frente a complejos
clase Il-peptido y mediante el analisis de los péptidos eluidos, se han
detectado en la superficie celular complejos cuyo péptido es el producto de
la degradacion de proteinas sintetizadas enddgenamente (Malnati ef al,
1992). Uno de estos casos incluye procesos de autofagia, gue se inician con
la formacion de fagosomas mediante vesicularizacion, por ejemplo, de
mitocondrias o fragmentos de RE (Dunn, 1990a, b). Estos fagosomas, se
fusionarian con lisosomas y endosomas, procesando asi peéptidos
provenientes del citoplasma.

Otras proteinas citosolicas, sintetizadas endoégenamente, son
degradadas por los lisosomas, como es el caso de ia lisozima (Harding ef al.,
1991). Se ha sugerido (Brodsky y Guagliardi, 1991, DeNagel y Pierce, 1992)
gque desde los lisosomas, probablemente mediante mecanismos que implican
transporte mediado por chaperoninas, los péptidos pasarian a endosomas
para asociarse con las moléculas de clase |l. Se ha descnito {a influencia de
las citoquinas sobre la tasa de procesamiento antigénico. Concretamente, en
monocitos humanos se ha detectado un aumento del procesamiento de Ag a
las 4 horas de la incubacién con IFN-y, mientras que a las 48-72h de
incubacion existe una disminucion de la tasa de procesamiento antigénico. El
efecto es dependiente de la concentracion de IFN-y y, curiosamente, los
péptidos procesados en las células tratadas parecen diferentes en alguna

medida de los presentados en las células sin tratar (Nadler y cols., 1994).

La mayoria de los datos existentes muestran que los complejos clase
ll-peptido se forman por la interaccién de moléculas nuevas de clase | con
péptidos generados endociticamente (Cresswel, 1994).

De los resuitados obtenidos con lineas mutantes deficientes en
procesamiento antigénico se ha demostrado la existencia de otras proteinas
gue regulan el procesamiento antigénico y la unidén a las moléculas de clase
l (Mellins ef al., 1990). Por experimentos de fusiones somaticas de estos

mutantes se ha demostrado que todos pertenecen al mismo grupo de
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complementacion (Mellins ef a/., 1991). En estos mutantes los primeros
pasos del procesamiento de las moléculas de clase Il parecen normales. Las
dltimas etapas del transporte clase {-li parecen ser anormales. Los
complejos clase )-li se acumulan en unas vesiculas similares a los MIIC
excepto por su morfologia. La proteolisis de la li parece ser muy lenta y las
moléculas de clase 1| no parecen tener nunca el fenotipo caracteristico de los
dimeros af} tipicos, por io que se supone que estas moléculas no estan
asociadas a péptidos. Sin embargo, cuando estas moléculas son aisladas se
observa que estan asociadas a péptidos derivados de la li (CLIP,
mencionados anteriormente) (Cresswell, 1994). Esto podria indicar que la
cadena invanable o los péptidos provenientes de su proteolisis,
permanecerian unidos a las moléculas de clase It por no haber competencia
por ellas at no existir péptidos procesados. Es decir, es necesaria la
presencia de péptidos procesados por que la molécula de clase |l se exprese
correctamenteen superficie.

Nuestro trabajo trata de clarificar estos procesos mediante el uso de
lineas linfoblastoides humanas que, provenientes de lineas parentales que
expresan clase Il constitutivamente, han perdido esta expresion por procesos
de mutagénesis. Estas lineas, como se ha visto a lo largo de esta
introduccion, se utilizan frecuentemente para estudios de reguiacion de la
expresion y del procesamiento y presentacion del antigeno.

La elucidacidn de estos procesos naturales, ayudaria al
emtendimiento de la etiologia de las enfermedades autoinmunes,
generatmente relacionadas con la expresion de determinados alelos del MHC
(Bugawan y cols., 1989; Nepom y Erlich, 1991; Nepom y cols., 1991; Richeldi
y cols., 1993), tales como la diabetes melitus dependiente de insulina
(IDDM), la enfermedad celiaca, la artritis cronica juvenil, 1a beriliosis, etc.

Por otra parte, ya que las moléculas de clase Il presentan una
regulacion de su expresion tan especial, debido a los multiples factores que
la afectan, desde el estado de diferenciacion de la célula hasta determinados
contactos intercelutares, pasando por la induccidon por citoguinas, es de |a
mayor importancia, desde el punto de vista de la investigacidon basica, el

desentrafnar como se orquesta y controla esta expresion.
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Objetivos

En este trabajo se proponen los siguientes objetivos:

. Estudiar la expresion de los mRNA para las cadenas a y B de las
moléculas de HLA-DP2 en las lineas mutantes haploides y comprobar si
existen diferencias para las dos cadenas de las moléculas de HLA-DP
entre los mutantes haploides y respecto de la linea parental 45.1.
. Clasificar las . CLs mutantes haploides segun el defecto responsabie de la
falta de expresion de HLA-DP: afectados en secuencias reguladoras (cis)
o en factores activadores de la transcripcion (trans).
. Estudiar las secuencias promotoras de los mutantes con defectos en cis.
. Establecer los posibles grupos de complementacion entre las LClLs
mutantes haploides posiblemente dafiadas en algun factor en trans.
. Estudiar el efecto de algunas linfoquinas sobre la expresion de moléculas
de ciase |l de las LCLs mutantes haploides.

Caracterizar, a nivel molecular, el defecto responsable de la falta de
expresion de DPw2 en la LCL mutante diploide 721.EM5 y en las lineas

haploides 45 EM3 y 45.EM15.
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Materiales y Métodos

MATERIALES

1. Productos quimicos y bioldgicos

Los productos que se utilizaron en este trabajo fueron suministrados
por las siguientes firmas comerciales:

- Los productos quimicos, de Merck (Darmtad. RFA), Sigma Chemical
Co. (St. Louis, Missouri. USA), Flucka (Buchs, Suiza), Probus (Barcelona),
BDH {Poole, Ingiaterra) y Panreac (Barcelona).

- Los medios utilizados para ios cultivos celulares, de Bio-Whittaker,
(Walkersville, MD) asi como el Suero de Temera Fetal, la glutamina y la
penicilina-estreptomicina.

- Los productos radiactivos de Amersham International (Amersham,
Inglaterra). Las peliculas de autorradiografia de Kodak (Espaia).

- Los productos de biologia molecular de Boheringer Mannheim,
Pharmacia, BRL Inc., New England Biolabs y Sigma Chemical Co.

2. Material plastico

Los materiales estériies que se utilizaron fueron los siguientes:
- frascos T25 y T50 (Nunc)
- placas multipocillo pS8, p24 (Nunc)
- viales de congelacion de capacidad 1.8 ml (Nunc)
- pipetas estériles de un solo uso
- tubos estériles de 10 ml (Nunc)
- tubos falcon estériles de 50 ml (Nunc)
- filtros estériles Minisart de 0.2 mm (Sartorius)
- jeringas estériles de 1, 10 y 50 ml (Becton-Dickinson).

3. Equipo instrumental

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron los siguientes
aparatos:
Autoclaves: Selecta y Clinomatic
Balanza de precision: Santer D-7470
Bafios termostatizados: Selecta FrigitermSBS y TFB.
Bano de agitacion: Selecta Unitronic 320
Bomba de vacio: Miillipore xx5522050
Campana de flujo laminar:Telstar
Centrifugas: Beckman J.2-21 con rotor JA-21, Selecta, Meditronic (Quimilab);
ultracentrifuga Beckman L8-70, con rotores fijo y de balanceo; microfugas:
MSE, Sigma 101M, Biofuge A (Heraeus) y Sorvall Microspin 24. Kubota para
tubos (Kubota, Ky, Japon).
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Citdmetros de Flujo: FACScan y FACSTAR PLUS (Becton-Dickinson, San
Josée ,CA).

Congeladores de -20°C: Philips, Selecta y Kelvinator.

Congeladores de -80°C: Herafreeze (Heraeus)

Contador portatil Geiger: Mini.monitor GM tube

Contador de centelleo liquido: PW 4700 Philips

Contenedor de N2 liquido: CDB 47 Carburos metalicos

Cubeta de electroforesis de acidos nucléicos: Bio-Rad wide mini- subceli,
Bio-Rad DNA subcell.

Densitometro: PD, Molecular Dynamics (San Diego, CA).
Espectrofotometros: Beckman 35 y Bausch-Lomb espectronic 20.

Estufa de cultivo de 37°C. Heraeus electronic.

Fuentes de alimentacion: LKB 2197, Bio-Rad 250/215 y Bio-Rad 2000/200.
Granatario: Mettler Pc-400 y Precisa 310 C-3010 [

Homo eléctrico: Selecta.

Hormo microondas: Moulinex.

Incubadores de agitacion a 37°C Gallenkamp |MH-460

Incubador de CO2: Function Line Heraeus.

Lampara de luz UV: Uvatom-70.

Liofilizador: Virtronics.

Maquina de hielo picado: Scotsman AF-10.

Microscopio Confocal MRC-1000 Bio-Rad.

Microscopios opticos: Nikon Optiphot con contraste de gases, Olimpus BHZ2 y
Nikon phase contrast EL.DW 0.3.

pH-metros: Meteor 996 y Crison micropH 2002.

Pipetus: Acuboy (Tecnomara).

Plataformas magneticas: Hucoa Eridss y Selecta Agimatic termostatizada.
Secuenciador Automatico de DNA ALF (Pharmacia).

Sintetizador de Oligonucieétidos (Pharmacia).

Sistema de purificacion de agua: Miliipore: Milli-Q y Milli-Ro4
Transiluminador de UV: Ultraviolets Products Co. Chromatovue C-61.

53



Materiales y Métodos

METODOS

1. CULTIVOS CELULARES

1.1 Lineas celulares utilizadas

1.1.a. LCLs humanas

Son lineas linfoblastoides (LCLs) obtenidas por transformacion de
linfocitos B de sangre periférica con el virus de Epstein-Barr. En el presente
trabajo se utilizaron las siguientes LCLs:

-LCLs utilizadas como controles. amablemente cedidas por el Dr. R.
DeMars:

721: LCL diploide para HLA ( A2-B5-Cw1-DR1-DQw1-DPw2 vy
A1-B8-Cw7-DR3-DQw2-DPw4). (Kavathas y cols., 1980)

721.45: LCL haploide para HLA generada a partir de la anterior 721
por mutagénesis con radiacion gamma y posterior selecciéon con anticuerpo y
complemento.

(A2-B5-Cw1-DR1-DQw1-DPw2 (DPA1*0301, DPB1*02012)). (Kavathas y
cols., 1980). (Tonelle y cols., 1985).

721.127. LCL haploide para HLA (A1-B8-Cw7-DR3-DQw2-DPw4)
generada también a partir de 721, por un proceso similar at anterior (De Mars
y cols., 1983).

721.180. generada a partir de 721.45 por radiacibn gamma y
seleccion con anticuerpo anti-clase i, CC11.23 (De Mars y cols., 1984). Este
mutante no expresa clase Hl { DR- DQ- DP-).

SJO: Linea linfoblastoide HLA - proveniente de pacientes con
inmunodeficiencias congenitas. Amablemente cedida por el Dr. J. Gorski
(Milwaukee, W1,

HeLa linea epitelial proveninte de un carcinoma de cuello de utero.
Amabiemente cedida por el Dr. Luis Carrasco (CBM).

4.CLs mutantes obtenidas en este laboratorio. mediante
mutagénesis con ICR191 de las lineas 721 y 45.1 y posterior seleccion con
CTLs aloespecificos para DPw2:

- (3enerados a partir de la linea 721, diploide para HLA: 721.EM1,
721.EM2, 721.EMS y 721 EM6.

- Generados a partir de la linea 45.1, haploide para HLA : 45 EM1,
45 EM3, 45.EM5, 45.EM7, 45 EM8, 45 EM9, 45.EM11, 45.EM13, 45 EM14,
45 EM15, 45 EM16, 45.EM18 y 45.EM19.
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1.2 Mantenimiento

Las diferentes lineas celulares se mantuvieron en viales en nitrogeno
liquido (en un ambiente de -173°C) hasta ser descongeladas y expandidas
para ser utilizadas en los diferentes ensayos.

1.3 Congelacion y descongelacion de las lineas
celulares

Para su congelacion , 5x1 0® células se recogieron a 300g durante 5°
y se resuspendieron en 0.5 ml de medio de cultivo. Se afiadidé gota a gota y
agitando suavemente 0.5 ml de medio de congelacion compuesto por 80%
de STF y 20% dimetil sulféxido { DMSO ). E! volumen final se transfirié a
viales de congelacion que se mantuvieron: 3 horas a -20°C, 24 horas a -70°C
y finalmente se pasaron a nitrégeno liquido.

La descongelacién de las diferentes lineas se llevo a cabo a 37°C.
Una vez descongelado el vial se transfirié inmediatamente el contenido a un
tubo con 9 mi de medio de cultivo. Se centrifugdé (5 minutos, 300g) y el
precipitado celular se resuspendio en 10 ml de medio de cultivo. Las células
se cultivaban en frascos de cultivo estériles a 37°C en atmésfera de 5% de
CO, y humedad del 98%.

1.4 Crecimiento de las lineas celulares

El medio de cultivo utilizado para crecer las LCLs fue el siguiente:
-RPMIi 1640 sin L-Glu (Gibco)
-Penicilina (Flow): 50 U/mi de medio de cultivo.
-Estreptomicina (Flow): 50 mg/mt.
-L-glutamina (Flow): 2mM concentracion final.
-Suero de temera fetal (Flow) previamente inactivado a 56°C durante 30 min.
a una concentracion final del 10%.

Los cultivos se crecieron a 37°C en una atmosfera del 5% de CO2 y
una humedad de! 98%.

2. ANTICUERPOS MONOCLONALES UTILIZADOS

En este estudio se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales:

B7/21 es una IgG 2a anti DP (Royston y cols., 1981; Watson y cols.,
1983) obtenido por el Dr. J. Trowbridge (Scripps Clinic, La Jolla, CA), y
amablemente cedido por el Dr. Federico Garrido (Hospital Virgen de las
Nieves, Granada).
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ILR1 es una IgG 2b que se une a un subtipo del alelo de clase |i
incluido el DPw2 (Nadier y cols., 1981, Hurley y cols., 1982) amablemente
cedido por el Dr. L Nadier (Dana Faber Institute, Boston MA).

DP11.1 es una igG1 gue se une a DPw4 y con menos intensidad al
de DPw2 cedido por el Dr. Trowsdale (Heyes y cols., 1985).

L243, monomérfico para DR, (Lampson y Levy, 1980) es una 19gG2a.
(Becton-Dickinson, $an José, CA).

33.1, reconoce el aieio DQ2, 1gG2.

Lista de anticuerpos utilizados en el estudio de la linea celular
721.EM%, cedidos por el Dr. DeMars.

ANTICUERPO EPITOPO PROPUESTO | ESPECIFICIDAD
NFLD.M80 “DE” en 55-56 3,9, 10, 14, 17 & DR11, débil en
21yend?
NFLD M63 = M0 | 342914
NFLD.M64 =M80 j 21,3,42 8 10 14, 16, 17 &
L DR11
j NFLD.M66 "AV” en 85-86 | Todor 268 15T )
NFLD.M67 MONOMORFICO DP
NFLD M68 MONOMORFICO DP
NFLD.M6S MONOMORFICO DR+DP
NFLD MYQ CADENA « (02) Todos con DPA1 0201
NFLD.M73 =M60 Débil DP1
NFLD.M75 =M63
B NFLD.M77 “L"en 11 & "FV” en 35-36 3,69, 10, 14, 17
NFLD M101 2,3 4,69 10 14, 16, 17 &

DR11

3.FUSIONES DE CELULAS SOMATICAS

Se siguid el método descrito en el Current Methods of imrmunology.
1. Se cogian las células de los dos mutantes a fusionar (relacién 1:1) en un
tubo conico de 50 ml. Se llenaba el tubo con RPMi 1640 sin suero ni

antibiéticos.
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Se centrifugaban las células 1.200 r.p.m. 5 minutos.

Todos los medios estaban a 37°C.

Con una pipeta de 1 ml se aflade 1 ml de Polietilenglicol (Merck) (PEG} al

50% en RPMI 1640 a las células, procurando gue caiga gota a gota y

durante un minuto, agitando a la vez las células con la punta de |a pipeta.

Se continuaba agitando durante 1 minuto mas.

5. Con una pipeta limpia afadia 1 ml de RPMI 1640 sin suero, de la misma
forma que en el paso anterior y durante el mismo tiempo y se repetia otra
vez el proceso.

6. Se afnadian 7 mi del mismo medio sin suero, gota a gota durante 2-3
minutos.

7. Se centrifugaban las células & minutos a 1.200 r.p.m.

8. Las células se resuspendian en RPMI| 1640 al 10% de suero a una
concentracion de 5 millones por mi, agitando suavemente para evitar la
ruptura de los hibridos recién formados.

9. La suspensién de células se ponian en frascos de 25¢cm2 en medio
completo de cultivo y se mantenian durante dos dias, al cabo de los
cuales se tefiian con AcM para observar la posible recuperacion de la
expresion de HLA-DP.

Para este estudio se han realizado del orden de 300 fusiones.

W

4. ESTUDIOS DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA Y
CITOMETRIA DE FLUJO

4.1 Tincién de superficie

Las células (1x106) fueron recogidas y centrifugadas a 900 g durante
5 min. A partir de este momento se realizaron las posteriores manipulaciones
a 0°C (en hielo). Las céiulas se incubaron con 50 ul del AcM correspondiente
durante 30 minutos en hielo. La dilucién utilizada fue 1:50 cuando se trataba
de ascitis 0 1:5 o sin diluir (dependiendo de las pruebas de titulacién)
cuando se trataba de sobrenadante de cultivo.

Las células se lavaban posteriormente dos veces con PBS con el fin
de eliminar el anticuerpo no unido. La segunda capa consistia en un
fragmento F(ab)2 de una IgG de cabra anti-inmunogiobulinas de raton
marcado con fluoresceina (Sigma) que se utilizaba a la diluciéon 1:100 y se
incubaba con ias células 30 minutos en hielo. Transcurrido ese tiempo, el
anticuerpo no unido era eliminado mediante 3 {avados sucesivos con PBS.

Para llevar a cabo dobles marcajes se seguia el protocolo descrito y a
continuacion se incubaban las células con L243 directamente conjugado con
ficoeritrina (Becton-Dickinson) a una dilucion 1:100, durante 30 minutos en
hielo.

Finalmente, se resuspendieron las células en un volumen de 300 pl
de PBS con 0.005% de Yoduro de Propidio (Sigma), para discriminar las
células muertas.

Las células se analizaron en el cittmetro de flujo FACScan (Becton-
Dickinson, San José, CA) del Centro de Citometria de la U.C.M. Para cada
muestra se recogian 10000 datos individuales, y el analisis de éstos se
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realizaba con el programa informatico "Lysys II'" y “Cellquest” (Becton-
Dickinson),

En el caso de los hibridos somaticos, ia determinacion del porcentaje
de positividad se realiza en funcion del porcentaje de hibridos. Este uitimo
era obtenido mediante el acotamiento en FSC y SSC, mostrado en la figura
19. Para eliminar la region donde aparecen los hibridos se realizaron
separaciones celulares en funcion del FSC y SSC hasta que se obtenia un
porcentaje de hibridos cercano al 98%. Por lo tanto, los calculos siempre
estan subestimados, ya que algunos hibridos aparecen en otras zonas de la
representacion pero no son tenidos en cuenta. Aun asi, ya que no interesaba
tanto ia cuantificacion como la deteccién de hibridos positivos, nos parecié
mucho mas claro y menos erréneo cuantificar los hibridos dentro de la zona
de maxima aparicién de hibridos.

Antes de realizar este estudio se comproboé la proporciéon de células
binucleadas presentes en los cultivos de las diferentes lineas celulares
utilizadas en los experimentos de fusion. En nigun caso la proporcién fue
mayor del 0.2%.

4.2 Tincién intracitoplasmica

Las células (1X106) fueron recogidas de los frascos de cultivo y
centrifugadas a 900 g durante 5 min., se lavaban dos veces con PBS-0.2%
de BSA y se fijaban utilizando tampdén BFA pH 7.0 (PO4HNa, 1,4 mM,
PO4H:K 5,7 mM, acetona 40%, formaldehido 25 % y agua 30%) durante 10
minutos a T? ambiente.

Se eliminaba el BFA lavando varias veces con PBS. Las células ya
fijadas eran tefidas siguiendo el protocolo detallado en el apartado anterior,
excepto el paso con Yoduro de Propidio.

Se probaron otros protocolos de permeabilizacion y fijacion
(saponinas. formaldehido-glutaraldehido, etc.), pero con nuestras céluias y
en nuestras condiciones, los mejores resultados se obtuvieron con BFA.

4.3 Separacion celular por Citometria de Flujo:

La separacion celular se llevaba a cabo después de realizar una
tincion en superficie y analizar las células en el citbmetro de flujo FACScan.
La separacion se realizaba sobre portas para observar las células al
microscoptio y fotografiarlas.

La separacion se llevé a cabo en un citdmetro de flujo FACStar Plus
(Becton-Dickinson). El proceso de separacién siempre se lievd a cabo
utilizando condiciones de maxima pureza y minimo rendimiento. La velocidad
de la separacion solia ser de 20 céluias/segundo. La observacion
microscopica de las celutas separadas ponia de manifiesto purezas en torno
al 98%.

Las fotografias se hicieron en un microscopio de fluorescencia Nikon
Optiphot, con pelicula liford 400 ASA B/N, pelicula para diapositiva
Agfachrome 100 ASA (Agfa, Leverkusem, GE) y pelicula en color para papel
Kodak 400 ASA .
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5.MICROSCOPIA CONFOCAL

Después de tefiidas ias céluias con los anticuerpos cofrespondientes
y antes o después de analizarlas por citometria de flujo se procedié a su
observacion por microscopia confocal. El microscopio confocal del CCF de la
UCM utilizado (MRC1000, Bio-Rad) permite el analisis de dos fluorescencias,
ademas de la imagen confocal transmitida, con lo que era posible detectar
las células dobles positivas polinucleadas. Se adquirian estas imagenes
confocales para ser procesadas con el programa COMOS que permite
solapar las dos fiuorescencias. Posteriormente, se realizaron fotos
directamente de las imagenes en pantaila con una maqguina Nikon F301.

Algunas veces, se trataban las imagenes mediante el programa
Adobe Photoshop (Adobe systems), y eran transferidas al procesador de
texto o a pelicula fotografica.

6.MODULACION DE LA EXPRESION DE CLASE Il POR
CITOQUINAS

Se alicuotaban 10° células por pocillo en placas de 24 pocillos
(Costar) (8 pocillos por linea celular: 2 por tratamiento y 2 controles). Los
tratamientos fueron incubacién con IFN-y & una concentracion de 100U/mi,
incubacion con IL-4 a 2U/ml e incubacion con las dos citoquinas. Al cabo de
24 noras se recogian células de cada tratamiento (cuatro pocillos por linea
celular), se tefiian con AcM anti-DP, anti-DR y anti-DQ , siguiendo el
protocolo descrito anteriormente) y se analizaban por citometria de flujo. A
las 48 horas se repetia ia operacidn. Se ponia especial cuidado en utilizar
siempre ia misma cantidad de células para la misma cantidad de anticuerpo,
para no tener vanaciones debidas al protocolo. Lo que se esperaban eran
variaciones en el numero de moléculas en la superficie celular por lo que se
estudiaba eran las diferencias en la intensidad media de fluorescencia en
cada caso. Lo que se representa en las graficas son unidades arbitrarias de
intensidad media de fluorescencia. En el caso de las lineas mutantes
deficientes en la expresidn de HLA-DP, también se observé la posibie
existencia en el numero de células negativas y positivas, aunque nunca hubo
variaciones en este parametro.

7. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

Los meétodos empieados en la manipulacién de acidos nucieicos se
basaron fundamentaimente en los descritos en los manuales de Biologia
Molecular de Maniatis y cols., (1982) y Glover (1986).
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7.1 Cultivos bacterianos :

Los medios de cultivo utilizados habitualmente para el crecimiento de
bacterias han sido LB (Luria-Bertani) que se compone de: Triptona 1%,
extracto de levadura 0,5% y NaCi 1% y T.B (Terrific broth). Triptona 1.2%,
Extracto de levadura 2,4%, Glicerol 0,4%(v/v) al que se anadia en el
momento de utilizarto un 10% de una solucidon estérit de fosfatos 0,72M de
KoPO4 vy 0,17M KH,PO, estéril. Para obtener placas de cultivo con medio
sblido se anadia a los medios anteriores 1,5% de Bacto-agar antes de
esterilizar en el autoclave. En caso necesaric estos medios fueron
suplementados con: ampicilina (100 mg/ml), IPTG y X-Gal.

La cepa bacteriana utilizada normalmente para la transformacion fue
E. coli DH5 que posee alta frecuencia de transformacion (Hanahan, 1985).
También se utilizd la cepa DH5a, que es igual a la anterior, pero portadora
de una delecidn en el operén lac, lo que permite la seleccion de clones gue
llevan inserto en presencia de X-Gal e IPTG.

En los experimentos de mutagénesis dirigida se utilizaron dos cepas
de E. cofi. MV1190 y CJ236.

Genotipos de las cepas utilizadas:

E. coli DH5: recA1, endA1, gyrA96, thi1, hsdR17, supE44, (ik’, mk’),
xil, F~.

E. coli DHS5a: recA1, endA1, gyrA96, thi1, hsdR17, supE44, (1k, k),
relA1, £80% jaczAM15, F-

E coli MV1190: A(/ac-pro AB), thi, supE, A(sr1-recA} 306::Tn10 (tet)
{F:traD36, pro AB, lac I"2ZAM15.

E Coli CJ236: dut, ung, thi, reld, pCJ105(Cm").

7.2 Plasmidos utilizados:

- pcDV1-DPA1*0103 y pcDV1-DPB1*02012; cedidos por el Dr. E.O.Long y
obtenidos a partir de una genoteca de cDNA de la linea celular 45.1 en el
plasmido pcbV1 (Tonelle y cols., 1985). Llevan insertados ios cDNAs de
HLA-DPA1*0103 y HLA-DPB1*02012.

- pMxNeo: cedido por el Dr. Martin Zanca. Lleva como promotor la LTR del
virus murnno del sarcoma de Maloney, las sefales de poliadenilacién de
SV40 y el gen de resistencia a G418.

- REVS5gpt y REV5Neo: cedidos por el Dr. E. O. Long. Utilizan como promotor
la LTR del virus del Sarcoma de Rouse. El primero porta ia resistencia a
acido micofendlico y el segundo a G418 (Long y cols., 1991).

- M13mp19 y pUC19 (Vieira y cols., 1982).
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- pHEBo: cedido por el Dr. Sudgen. Lleva el "oriP" del virus de Epstein-Barr,
lo que le permite replicarse de forma auténoma en céluias infectadas con
este virus. Como gen de resistencia lleva el de resistencia a higromicina B
(Sudgen y cols.. 1985).

- pBEX1: cedido por el Dr. Gorsky. Este plasmido ileva el gen de resistencia
a higromicina B y el EBV oriP del pHEBO y como promotor el promotor
temprano y zona amplificadora del Citomegalovirus (Maurer y cols., 1991).

7.3 Soluciones de uso general

Las soluciones empleadas comunmente en los métodos de biologia
molecular, se describen a continuacion:

Tampon TE.
Tris-HCI pH:8 10 mM, EDTA 1 mM

Se empieaba para el mantenimiento a 4°C de los DNAs.

Etanol absoluto y Etanol al 70%.

El primerc se empleaba 2:1 (vol:vol), junto con acetato sédico para
precipitar acidos nucléicos. El segundo se utilizaba para, una vez realizada la
precipitacion, lavar el precipitado con objeto de eliminar sales.

Isopropanol.
Se utilizaba (vol:vol) para precipitar &cidos nucléicos.

Acetato sodico 3 M.

Solucién 3 M, ajustada a pH 5,2 con acido acético. Se utilizaba como
sal de precipitacion de acidos nucléicos, a una concentracion final de 0,3 M,
junto con 2 volumenes de etanol absoluto.

Cloroformo.

Solucion de cloroformofaicohol isoamilico en la proporcion 24:1,
utilizada para desproteinizar acidos nucléicos y para eliminar restos de fenol
de la solucion.

Fenol.

Es una solucion de fenol equilibrada a pH >7,6 en TE, que contiene
0,1% de hidroxiquinoleina y 0,2% de B-mercaptoetanol. Se empleaba para
eliminar proteinas de soluciones de acidos nucleicos.

Eter.
A veces se empleaba, saturado de agua, para eliminar trazas de fenol
o cloroformo. Se eliminaba calentando a 88°C durante 10 minutos.

DNA de esperma de salmon.

Se utilizaba en las soluciones de hibridacion de acidos nucléicos,
para reducir las fijaciones inespecificas de las sondas a las membranas de
nylon. Se preparaba disolviendo el DNA fragmentado, hasta 10 mg/mi, en
TE. Se rompia por sonicacion y a continuacion se desproteinizaba con fenol,
cloroformo y éter. Finaimente se prg?pitaba con dos volumenes de eta-
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noifNaCl 0,1 M a -80°C, durante 1 hora; se lavaba con etanol al 70% vy se
diluia en TE a una concentracion final de 10 mg/ml.

tRNA transportador ("carrier”).

La preparaciéon era basicamente igual que el DNA de esperma de
salmoén, pero sin sonicar. Se diluia a la concentracion final del 1%. Se
empleaba en ocasiones para faciiitar la precipitacion en muestras de acidos
nucléicos.

El agua empleada en todas las soluciones era ultrapura. Las
soluciones se esterilizaban en autoclave o por filtracion.

7.4 Transformacion de E. coli.

La transformacion de cepas de E. coli se llevaba a cabo por el
método de Mandel y Higa (1970).

Una colonia procedente de un cultivo reciente en placa de LB, se
inoculaba en 10 ml del mismo medio y se incubaba a 37°C con agitacion
durante una noche.

0,5 ml de este cultivo eran transferidos a un matraz con 50 mide LB y
se incubaban a 37°C con fuerte agitacion, hasta aicanzar una concentracion
de 7x107 células/m! {(DOgpp= 0.5). Seguidamente el cultivo se enfriaba en
hielo durante 10 minutos. A partir de aqui todas las soluciones eran enfriadas
a 0°C. Posteriormente se centrifugaba (en el rotor JA-20 de una centrifuga
Beckman J.2-21) a 7.000 rpm, a 4°C durante 5 minutos y se resuspendian
las células en 20 mi de CaCi, 0,05 M. Tras mantener la suspension en hielo
durante 15 minutos, se volvia a centrifugar en las mismas condiciones y se
diluia en 3 ml de CaCl, 0.05 M. Entonces se repartia la suspension en
alicuotas de 200 ul en tubos Eppendorf frios.

Se afadia a cada tubo el DNA plasmidico, se mezclaba suavemente
y se incubaba en hielo durante 25 minutos. A continuacién se daba un
choque térmico en bano a 42°C durante 2 minutos y se anadia 1 ml de LB.
Tras incubacion durante 1 hora a 37°C. se sembraba en piacas de medio LB
suptementado con ampicilina y se mantenia una noche a 37°C, hasta
aparicién de colonias.

7.4.1 Seleccion de clones transformantes de E. cofi
portadores de vectores con inserto.

Cuando se querian seleccionar transformantes de piasmidos que
portaban el gen fac, se plaqueaban en LB con el antibidtico adecuado y X-
Gal e IPTG. En aquélios transformantes con plasmido sin inserto el X-Gal es
hidrolizado por la R-galactosidasa dando coloraciéon azul. Sin embargo,
cuando el transformante porta un plasmido con inserto no se produce -
galactosidasa y por tanto las colonias de transformantes son blancas.
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7.5 Aislamiento y purificacion de DNA plasmidico

Dependiendo de la cantidad y grado de pureza requeridos en cada
caso, se emplearon diversos métodos de purificacion de DNA.

Método A.

Se utilizo el método de lisis alcalina descrito por Maniatis y cols.,
(1982) ligeramente modificado.

Una colonia, crecida en LB suplementado con ampicilina, se transfe-
ria 2 3 ml de TB al que se habia adicionado el mismo antibidtico y se
incubaba a 37°C con agitacion, durante una noche. Las células se recogian
por centrifugacion en microfuga a 12.000 rpm durante 1 minuto y, tras
eliminar el medio, se resuspendian en 200 ui de una solucion de lisozima al
0,5% en glucosa 50 mM, Tris-HC1 25 mM pH 8, y EDTA 10 mM, y se dejaban
lisar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se afadian 400 nl de una
solucion de NaOH 0,2 N y SDS al 1% (preparada en el momento a partir de
NaOH 5 N y SDS al 10%) y la suspension se mantenia a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo se adadian 300 pl de
una solucion de acetato potasico 3 M y acido férmico 1,8 M; se mezclaba
suavemente y se dejaba a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Posteriormente se centrifugaba en microfuga a 12.000 rpm durante 10
minutos a 4°C y el sobrenadante se precipitaba por incubacién después de la
adicion de 600 ul de isopropanol durante 20 minutos a -20°C. Tras centri-
fugar como antes, se decantaba e! sobrenadante y el precipitado se
resuspendia en 400 ul de acetato sdédico 2,5 M. Tras 40 minutos de agita-
cion vigorosa se sometia a una nueva centrifugacion durante 10 minutos y el
sobrenadante se precipitaba después de afadir 250 ul de isopropanol a
-20°C durante 20 minutos. Tras una nueva centrifugacién el precipitade se
lavaba con etanol al 70%, se secaba y se redisolvia en 50 ul de TE.

Método B

Se ha utilizado el sistema de extraccion y purificacion de DNA
comercial "Qiagen", en aquellas situaciones en las que se requeria una
determinada pureza de DNA (secuenciacién).

Se ha empleado este sistema tanto para minipreparaciones (a partir
de 3ml de cultivo microbiano) como para maxipreparaciones (extracciones a
partir de 500 mi cultivo) de DNA. En ambos casos se siguid el protocolo
suministrado por la casa comercial, resuspendiendo finalmente el precipitado
en 50 pl {miniprep.) & 1 mi.{maxiprep.) de H,0O.
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7.6 Aislamiento y purificacion de DNA gendmico a
partir de las lineas celulares.

La obtencibn de DNA gendomico a partir de las lineas celulares se
realizé utilizando el sistema de purificacion en columna "Qiagen cell culture”,
siguiendo el protocolo suministrado por la casa comercial.

7.7  Determinacién del tamafo, pureza vy
concentracion de DNA.

7.7.1 Determinacion del tamanio.

Para la determinacién del tamafno molecular de DNA lineal se
empleaban los fragmentos de restriccion obtenidos por digestion del
bacteriéfago lambda con Hindlll, cuyos tamarios moleculares son: 23.6; 9.4,
66,43,22y20Kb.

Una vez determinada la migracién de los patrones empleados, se
obtenia la recta de regresion, (definida por los iogaritmos de la distancia de
migracidén de cada fragmentos y sus tamafios moleculares). A partir de dicha
recta se calculaban los tamafnos moleculares de ios DNAs objeto de estudio,
por comparacion de la migracion con la de los patrones antes citados.

7.7.2 Determinacion de |a pureza.

La pureza se estimaba midiendo la absorbancia (A) a 280 nm y a 260
nm, y determinando |a relacion Ago NMiAags NM, que para el DNA es de 1,8 -
20, yparaelRNAesde20-22.

7.7.3 Determinacion de la concentracion.

Se determinaba midiendo la absosbancia a 260nm de forma tal que
para una densidad optica de 1, la concentracion era de 40 pg/ml para RNA,
de 30 pg/ml para oligonucieétidos, v de 50 pug/ml para DNA de dobie
cadena. Para los calculos de molaridad de DNA se considero que 1 pmol de
DNA de N Kb equivaie a (0,66 x N) pmg de DNA.
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7.8 Tratamientos enzimaticos del DNA.

7.8.1 Digestiones con endonucleasas de restric-
cién.

lL.a digestion de DNA con las distintas enzimas de restriccion se
efectuaba con ios tampones recomendados por el fabricante (Boehringer).

Las condiciones de digestion eran las siguientes. en un volumen de
10-40 ul, se digerian de 10-300 ng/ml de DNA con 1-10 unidades de
enzima/ ng de DNA a 37°C, durante 1-4 horas, cuando la digestién era total.
Cuando se realizaba digestiéon parcial las condiciones se ajustaban de
manera que la relacidn enzima/DNA, oscilara entre 0,05 unidades/ ug de
DNA y 0,5 unidades/ ug de DNA y se incubaba la reaccién durante 5-10
minutos.

En todos los casos ia eficiencia de las digestiones se verificaba por
electroforesis de las muestras en geles de agarosa.

Si sélo se pretendia analizar el DNA mediante electroforesis, la
mezcla de reaccion se cargaba directamente en el gel, después de haberle
anadido el tampon de muestra. Si se iba a llevar a cabo algun tratamiento
posterior, se inactivaba la enzima mediante desproteinizacion con fenol y
fenol/clorcformo segun el método habitual, descrito en el apartado 2.9.1. de
Materiales y Métodos.

7.9 Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Se realizo esencialmente segun las técnicas descritas por Davis y
cols., (1980}.

Soluciones empleadas:

- Tampon de electrodos (TBE)x5:
Tris base 0,45 M
acido borico 0,45 M
EDTA 125M,pH 8

- Tampon de muestra x10:
azul de bromofenol 0,1%
sacarosa (P/V) 50%
EDTA 50 mM
SDS 0,01%

- Bromuro de Etidio (EtBr). Se preparaba una solucién concentrada

(10 mg/mi). Se empieaba a la concentracion de 0,5 mg/ml en el tampon TBE
x1, con el que se preparaba la solucion de agarosa.
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- Agarosa (Tipo |1} Se empleaban concentraciones entre 0,7-1%,
dependiendo dei tamafio de los fragmentos de DNA que se querian separar
en cada caso.

Procedimiento:

|.a agarosa se disolvia en tampén TBE x 1 hirviendo unos segundos
en horno microondas. Cuando el gel se habia enfriado a unos 50°C, se
afadia el EtBr. Se solidificaba en bandejas horizontales para electroforesis,
dejando pocillos para la colocacion de las muestras, mediante el uso de
peines de teflon.

Las muestras (10-40 pl) se preparaban diluyendo, cuando era
preciso, la suspensién de DNA en TE y afadiendo un 10% de tampon de
muestra. Las electroforesis se lievaban a cabo con el gel sumergido en el
tampon TBE x 1. La corriente constante aplicada, era de 10-150 mA segun el
tamano del get. Las bandas de DNA se visualizaban con un transiluminador
de luz UV a 254 nm, y se fotografiaban con camara Polaroid, pelicula
polaroid 687 y filtro rojo Kenko R1,

7.10 Extracciéon de DNA a partir de geles de agarosa.

En muchas ocasiones fue necesario extraer fragmentos de restriccion
a partir de los geles de agarosa, a fin de subclonarios en otros vectores.
Para ello se hizo uso de la técnica de eiectroelucion de DNA, utilizando el
"Geneclean kit". El procedimiento seguido se reaiizé deacuero co las
indicaciones de la casa comercial (BIO 101, La jolla, California).

7.11 Subclonacién de DNA.

L.a subclonacion de los fragmentos de DNA obtenidos por digestion
en distintos vectores implicaba: la electroelucién de bandas de DNA a partir
de los geles de agarosa, y en muchos casos la eliminaciéon del grupo fosfato
del extremo 5' del vector (para evitar su recircuiarizacion). Finalmente se
procedia a la ligacion de dichos fragmentos.

7.11.1 Pesfosforilacion del extremo 5' del DNA.

Se lievaba a cabo por tratamiento del DNA con fosfatasa alcalina de
intestino de ternera (CIAP), siguiendo el procedimiento descrito por Maniatis
y cols., (1982).

Una vez digerido totaimente el DNA con una enzima de restriccion, se
extraia con fenolicloroformoc y se precipitaba en las condiciones
acostumbradas. El precipitado se redisolvia en un volumen 10 pl de
Tris-HCI 10 mM pH 8, y se afadian 5 nt de tampén de CIAP x 10 (Tris-HCI
0.5 M, pH 8; MgCi» 10 mM; ZnCl; 1 mM y espermidina 10 mM). Se afiadian 4
U de CIAP y la cantidad necesaria de agua para conseguir un volumen final

de 50 pl. Se incubaba la reaccion a 37°C durante 30 minutos. Tras calentar
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a 68°C durante 30 minutos, se desproteinizaba dos veces con fenol-
cloroformo y 2 veces mas con cloroformo. Por ultimo se precipitaba con
etanol y acetato sédico en la foorma acostumbrada.

7.11.2 Ligacién de DNA.

l.a reaccién se realizaba en un volumen final de 10 pl. La mezcia de
reaccion contenia el vector linearizado, el fragmento de DNA a insertar (en
una concentracion molar doble o tripie que la del vector), el tampdn de
ligacion a una concentracién final de (Tris-HCi 50 mM, pH 7,6; MgCi, 10 mM;
ATP 1 mM; DTT 1 mMy PEG 8.000 al 5%) y 1-2 unidades Weiss de T4 DNA
ligasa. Las condiciones de la reaccion eran: 12°C durante 16 horas y 1
unidad de enzima para extrernos cohesivos, y 23-26°C durante 4-6 horas y 2
unidades de enzima para extremos romos.

Los productos de la ligacion se empleaban para transformar células
competentes de £. coli, con objeto de amplificar el DNA obtenido.

7.12 Aislamiento de RNA a partir de las lineas
celulares:

Para extraer el RNA de las LCLs se utilizé el reactivo comercial de la
casa Cinna/Biotech "RNAzol", basado en el método de extraccion de RNA
publicado por Chomczynski y Sacchi (1987).

Se crecian las células exponencialmente hasta una concentracion de
15-30 x10° células, recogiéndose éstas y resuspendiendose en 500 ul de
RNAzol (isotiocianato de guanidina, fenol y 2-mercaptoetanol). Ei
homogeneizado se extrajo con cloroformo (1:0,1 vol:vol) y posteriormente ia
fase acuosa se precipitd con isopropanoc!, durante 1h a -20°C. El precipitado
de RNA se resuspendid en H,0, previamente tratada con Dietilpirocarbonato.

7.13 Electroforesis de RNA en geles
desnaturalizantes de agarosa.

Se llevd a cabo anies de realizar la transferencia a membranas de
nylon en los experimentos de hibridacion de DNA-RNA. Se siguidé el método
descrito por Lehrach y cols., (1987).

Scluciones empleadas:

- Tampon de electroforesis:
Tampén MOPS x10: 150 ml

formaldehido: 375 ml
agua bidestilada: 975 m|
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El tampon MOPS x 10 estd compuesto por acido morfolinopro-
panosulfénico 0,2 M, acetato sédico 50 mM y EDTA 5SmM.

-Tamp6n de muestra x10:

glicerol: 50 %
EDTA: 1mM
azul de bromofenol: 0,4%
xileno cianoi: 0.4%

-Solucion de foermaidehido al 37%.
Procedimiento:

Preparacion de las muestras: 20 ug de RNA se resuspendian en 8 pl
de agua y se afadian 15 pl de formamida desionizada, 3 ul de tampén
MOPS x10 y 5 n! de formaldehido al 37%. A continuacion, se calentaban a
60°C durante 10 minutos y se pasaban inmediatamente a hielo durante 2
minutos. Finalmente, se anadian 3-4 pl de tampon de muestra antes de
cargar el gel.

Preparacion del gel: 1a bandeja (15x15 cm) y el peine se esterilizaban
con agua oxigenada al 30%. Se preparaba la solucién de agarosa ultrapura
al 1% en 109 ml de agua y se esterilizaba en autoclave durante 15 minutos;
se enfriaba a 60°C y se afadian 15 ml de tampén MOPS x10 y 26 mi de
formaidehido (en campana de gases).

Ei tampon de electroforesis alcanzaba el ras del gel pero sin cubrirlo.
Se cargaban las muestras y se esperaba a que entraran en el gel, tras lo
cual se cubria con tampén. Las condiciones de (a carrera eran: 30 voltios,
11mA, hasta que el azul de bromofenol alcanzaba el final del gel.

7.14 Hibridacion de acidos nucléicos.

7.14.1 Marcaje radiactivo de fragmentos de DNA.

Los fragmentos de DNA de empleados como sondas fueron
marcados radiactivamente con (a-2P) dCTP, por el procedimiento
alargamiento del iniciador ("Primer extension").

Método del alargamiento dei iniciador ("'Primer extension™).

Se basd en la técnica descrita por Feinberg y Vogelstein (1984),
utilizando un "kit" suministrado por Amersham Intemational. Consiste en el
empleo de una mezcla de hexanucledtidos que, actuando como iniciadores
("primers") en varios sitios de una cadena de DNA desnaturalizado, permiten
al fragmento "Klenow" sintetizar la cadena complementaria, introduciendo un

oligonucleétido marcado radiactivamente.
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Se empleaban unos 25 ng de DNA, que se calentaba a 95-100°C
durante 2 minutos. Inmediatamente se ponia en hielo, donde se afadian: 10
u de la solucion (dATP; dGTP; dTTP; Tris-HCI pH 7.8, MgCl, ¥y
&-mercaptoetanol), 5 i de la solucion (mezcla de hexanucleotidos en agua y
BSA), 5 ml de (o->2P) dCTP (3.000 Ci/mmol), 2 ul de la solucién (tunidad/ul
del fragmento "Klenow" de la DNA polimerasa | en fosfato potasico 50 mM,
pH 6,5; R-mercaptoetanol 10 mM vy glicerol al 50%) y agua en cantidad
suficiente para alcanzar 50 ul finales de mezcla de reaccion. Se incubaba a
20°C durante la noche. Posteriormente se completaba el volumen hasta 100
ul con el tampon con el que se inchaba el Sephadex y se pasaba la mezcia
por una minicolumna de sephadex G-50.

Preparacidén de {a minicolumna:

Se colocaba en el fondo de una jeringa de 1 mi de capacidad, 0,5 cm
de lana de vidrio (previamente tratada con silano-repelente en campana de
gases durante 30 minutos y secada en homo a 180°C durante 2 horas); el
sephadex G-50 se resuspendia en tampén (NaC! 150 mM, EDTA 10 mM,
SDS 0,1% y Tris-HCI 50 mM pH 75) y se dejaba hinchar. Luego se
esterilizaba en autoclave y se colocaba el gel en la columna, evitando la
formacion de burbujas de aire. Se centrifugaba dos veces en las mismas
condiciones, afiadiéndose 100 pl de tampdn entre las dos centrifugaciones.

Finalmente se desnaturalizaba el DNA calentando a 95-100°C,
durante 2 minutos en bafo de agua hirviendo y pasandolo inmediatamente a
hielo.

ibridacion DNA-RNA ("Northern blot’}:

Consiste en la transferencia de RNA total o mensajero, separado
electroforéticamente por tamafos, a filtros de nyion, para proceder a su
hibridacién con sondas radiactivas.

Soluciones:
- SSC x 20 : NaCl 3 My citrato sédico 0.3 M, pH 7.

- Solucion Denhardt x 100; Ficol! al 2% (P/V); PVP al 2%(p/v) y BSA
al 2% (pfv).

- Solucidon de prehibridacion: solucion Denhardt x 5; SSC x 5;
Na;PQ4 50 mM pH 6,5; SDS al 0,1%; DNA de esperma de saimén 250 mg/ml
y formamida al 50% (vol/vol).

- Solucién de lavado n® 1: SSC x 2 y SDS 0,1% (p/v).

- Solucidn de lavado n® 2: SSC x 0,1y SDS 0,1% (p/v).
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La electroforesis de RNA se realizaba como se describe en el
apartado 2.9.8 de Métodos.

Terminada la electroforesis, el gel se agitaba en SSCx20 durante 30
minutos. Seguidamente se apilaban servilletas de papel (de tamafio algo
superior al del gel) hasta una altura de 10 cm. Sobre ellas se colocaban 2
papeles Whatman 3 MM (del tamafio del gel), humedecidos en SSC y una
membrana de nylon (del tamafio del gel) y humedecida en SSC. Sobre esta
membrana se colocaba el gel, evitando la formaciéon de burbujas de aire. La
transferencia se realizé bidireccional unas veces y unidireccional otras. En el
primer caso sobre el gel se colocaba otra membrana de nylon, 2 papeles
Whatman y servilletas, de la misma forma que antes pero en sentido inverso
y sobre elio un peso uniformemente repartido de unos 0,5 Kg. Tras unas 16
horas, se sacaban las membranas y se dejaban 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente se secaban en homo a 80°C durante 2 horas. Una
vez secas se mantenian en bolsas de plastico con desecador de silicagel y
seliadas.

Con el fin de tener una referencia de tamafios moleculares y para
verificar que el RNA se habia transferido, se tefia la tira de membrana que
contenia el patron, para lo cual se fijaba el RNA con una solucion de acido
acético 1 M durante 10 minutos y a continuacion se tefiia con una solucion
de azul de metileno al 0,2%, acido acético 0,4 M y acetato sédico 0.4 M
durante 10 minutos. Finaimente, se lavaba con agua hasta que desaparecia
el color azul dei fondo.

7.14 4 Hibridacién de la sonda radiactiva.

Con el fin de desnaturalizar el DNA no homodlogo, se cailentaba la
solucién de prehibnidacion a 95°C durante 10 minutos y se enfriaba en hielo.
En una bolsa de plastico que contenia la membrana, se afadia dicha
solucion a razén de 4 ml/100 cm? de membrana. Se sellaba la bolsa evitando
la formacién de burbujas de aire, y se introducia en otra bolsa que se sellaba
igualmente. Se incubaba en bafo a 42°C durante 1 hora con agitacion
suave. Pasado este tiempo, se eliminaba la solucion de prehibridacion y se
anadia la solucmn de hibridacion (preparada recientemente), a razdén de 2
ml/100 cm? de membrana. La solucién de hibridacion se preparaba anadien-
do a la solucidén de preh;bndacmn la sonda radiactiva, de modo que la
concentracion finai no excediera 10° cpm/mt.

E! sellado de las dos bolsas se realizaba de igual manera que en la
prehibridacion. Se incubaba en bafioc a 42°C durante una noche con
agitacion suave. Tras esto, se sacaba la membrana de ias bolsas y se
introducia en un bafio, con 250 mI1100 cm? de membrana, de solucion de
lavade n® 1. Se incubaba con fuerte agitacion (200 rpm} a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Este iavado se repetia 3 veces. A continuacion
se aplicaba la solucion de lavadoe n® 2, con |la que se realizaban dos lavados
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de 15 minutos a 50°C. Por ultimo la membrana se secaba y se exponia con
pelicula para autorradiografia a -80°C con pantallas amplificadoras.

7.15 Secuenciacion del DNA.

Para la secuenciacion del DNA se sigui¢ el procedimiento disefado
por Sanger y cols., (1977), basado en el empleo de 2’ 3'-dideoxinucledtidos
(ddNTP). Se lievo a cabo en un secuenciador automatico ALF (Pharmacia),
utilizando, para llevar a cabo las reacciones de secuencia, el "Autoread
sequencing kit", suministrado por dicha casa comercial, que utiliza T7 DNA
polimerasa. Se secuenciaron muestras de doble cadena, obtenidas mediante
lisis alcalina seguida de purificacion en las columnas Qiagen, utilizando dos
oligonucleétidos:"reverso” y "universal’, ambos marcados con fluoresceina.

7.16 Obtencién de cDNA total y amplificacién
especifica mediante PCR:

7.16.1. Obtencion de cDNA

A partir de 1 mg de RNA total, se sintetizd el cDNA total, mediante la
reaccion de la transcriptasa reversa. La reaccion se llevd a cabo anadiendo a
cada mg de RNA previamente calentado a 60°C durante 10 min y enfriado
posteriormente en hielo, 1mM de cada dNTP, 5mM Ci:Mg, 2,5 mM de
hexameros y 2,5 U de transcriptasa reversa (Cetus Corporation, Emeryvilie,
CA). £l tampdn de reaccion fué 50 mM CIK, 10 mM Tris-CiH pH.8, llevandose
ésta a cabo a una temperatura de 42°C durante 45 minutos.

7.16.2 PCR

La reaccion de sitesis de cDNA se calenté a 70°C durante 10 minutos
para inactivar ia trascriptasa reversa. A continuacion se afadieron 0,15 mM
de los oligonucledtido correspondientes y 2,5 U de Taq polimerasa,
completando el volumen hasta 100 ul con tampén de PCR (50 mM CIK, 10
mM Tris-CIH pH 8). La reaccién de amplificacion en cadena ("PCR") se llevd
a cabo en las siguientes condiciones: Desnaturalizacion, 95°C -1 minuto.;
Anillamiento, 55°C -1 minuto., Extension 72°C -30 segundos, durante 25
ciclos, para acabar finalmente con una extensioén de 10 minutos a 72°C.

Las amplificaciones a partir del DNA gendmico se llevaban a a cabo a
partir de 1pg de DNA, previamente sonicado, utilizando 35 ciclos con las
caracteristicas descritas anteriormente.

La reaccion se extrajo una vez con fenol:cloroformo, y posteriormen-
te con cloroformo y se cargaron 5 ml de |la reaccidén en un gei de agarosa con
el fin de ver si se habia amplificado el fragmento. El resto de la reaccion se
precipitd con 1/10 vol. AcNa 3M y 2 vol.de etanol, resuspendiéndose
finalmente en 20 ml de agua, después de lavar el precipitado con etanol
70%.

71



Materiales y Métodos

7.16.3 Disefo de los oligonucleétidos:

Una vez disefados los oligonucleotidos para introducir las distintas
mutaciones puntuales, la secuencia de cada uno de éllos fue comparada
mediante un programa informdtico con la secuencia del cDNA de
DPB1*02012 y con la secuencia del plasmido utilizado para la mutagenesis
con el fin de detectar posibles hibridaciones inespecificas en dichas
secuencias.

7.16.4 Fosforilacion de los oligonucleotidos:

La fosforilacion se llevd a cabo 37°C durante 45 minutos anadiendo a
200 pmol de oligonucledtido, 3 ml de 1M Tris.CIH.pH8, 1,5 mi de CloMg 0.2M,
1,6 ml de 100 mM DTT, 13 ml de 1mM ATP y 4,5 U de T4 polinuciedtido
kinasa. La reaccion de fosforilacion se paraba calentando a 65°C durante 10
minutos. El oligonucleétido fosforilado se diluia con TE a una concentracion
de 6 pmol/ml.

7.16.5 Aniliamiento del oligonucledtido fosforilado

A 200 ng de DNA de cadena sencilla uracilado se le afadian 3 pmol.
del oligonuciedtido mutante y se llevaba a cabo el anillamiento en un
volumen total de 10 mi de tampén: 20 mM Tris CIH pH 7,4, 2 mM CisMg, 50
mM de CINa. La relacion oligonuciettido:moide era de 20-30:1. La reaccion
se incubd durante 10 minutos a 70°C, dejandose enfriar hasta 30°C durante
30 minutos. Finalmente la mezcla de reaccién se paso a hieio.
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IV. ANTECEDENTES
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4.1 ANTECEDENTES DEL TRABAJO

La linea de investigacién que se lleva a cabo en nuestro laboratorio
se centra en el estudio de la regulacion de la expresion de las moléculas del
MHC de ciase |l y de los procesos de procesamiento y presentacion de Ag,
mediados por estas moléculas. Como se ha visto en la Introduccion, estas
funciones son vitales para el mantenimiento de la coordinacién del Sistema
Inmune y para la respuesta frente a agentes patdgenos.

Para desarroilar esta investigacion, se han generado lineas celulares
mutantes defectivas en la expresion de HLA-DP, uno de los locus del MHC
de clase Il, del que menos se conoce, tanto su funcion como su regulacion.
Estas lineas mutantes provienen de una linea parental denominada 721,
cedida por el Dr. DeMars, que expresa los alelos HLA-DPw2 y -DPw4. A
partir de esta linea, mediante mutagénesis por ICR191 y seleccidén por CTLs
DPw2 especificos, se obtuvieron clones que resistian la lisis inducida por
estos CTLs, pero que lisaban en presencia de CTl.s DPw4 especificos. Estas
lineas se denominaron 721.EM1, 721.EM2, 721EMS y 721.EMS. El
fenotipaje de estas lineas mediante el AcM DPw2 especifico ILR1, mostré
gue expresaban en superficie molécuias para DPw2, excepto 721.EM6 que
era negativa para este Ac (Figura 15).
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Figura 135.-Tincion de las lineas diploides mutantes 721.EM1,
721 EM2 y de la linea parental 721, con et AcM ILR1 especifico para
DPw2. En abcisas se representa la intensidad de fluorescencia y en
ordenadas el nimero relativo de células. Se puede observar ia
disminucién de la expresion del alelo DPw2 en las lineas mutantes
respecto de la linea parental 721

La importancia de estas lineas mutantes obtenidas radica en que ai
ser detectadas por anticuerpos anti-DPw2, pero no ser lisadas por los clones
citotéxicos DPw2 especificos, estamos en presencia de moléculas no
funcionales de DPw2, porgque no son capaces de activar a los CTLs, pero
gue conservan los epitopos reconocidos por anticuerpos anti-DPw2.

Un estudio mas pormenorizado de la expresién en superficie de las
moléculas de HLA-DPw2 por parte de estos mutantes, mostro que fas iineas
721.EM1 y 721 EMZ2, aunque expresaban molécuias de DPwZ en superficie,
lo hacian siempre en menor medida, alrededor de un 30%, que la linea
parental 721 (Fig 15y Tabla I).

Por el contrario, 721.EM5 expresa DPw2 con niveles semejantes a
721 (Tabla ). Los datos obtenidos por citometria de flujo (CDF) como
intensidad media de fluorescencia, se representan en porcentaje respecto de
la expresion de 721 y son la media de 5 experimentos.
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B7/21 100 o8 94 97 93

ILR1 100 35 38 92 4

Tabla |.-Expresion en superficie de HLA-DPw2 detectada por el
AcM ILR1 y CDF. B7/21 es un anticuerpo monomofico para HLA-DP.
La expresion de 721 se toma como patrén y la de las otras lineas se
refieren a ella en porcentaje.

Mediante tincion citoplasmica de la linea 721.EM6 se descubrid que
expresaba en citoplasma el dimero o de DPw2. El resultado se muestra en
la fig. 16, donde se detecta la expresién de moléculas de HLA-DPw2 en el
citoplasma de este mutante después de permeabilizar con BFA (Ver
Materiales y Métodos), al tefiir con el anticuerpo ILR1.

En un intento de facilitar el analsis de los resultados, se decidio
trabajar con lineas haploides para HLA. Para lo cual se obtuvo, también a
partir de 721, la linea mutante 45.1, a la que le falta el brazo corto de uno de
los cromosomas 6, por lo que sélo expresa un alelo de cada uno de los
genes del MHC, es decir, es haploide para HLA. Con respecto al iocus DP,
esta linea expresa ei alelo DPw2.

Por mutagénesis con ICR191 y mediante seleccién con clones de
CTLs DPw2 especificos, se obtuvieron unos mutantes que no lisaban en
presencia de estos clones citotdxicos, por lo que se dedujo gque eran
defectivos en la expresion en superficie de las moléculas de HLA-DPw2, Al
provenir de la linea 45.1 eran hapioides para los genes del MHC, lo que
facilitaba su estudio. El protocolo de mutagénesis utilizado hacia poco
probable la presencia de mas de una mutaciébn en cada linea celular
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obtenida (Sanchez-Pérez y cols., 1984).

[Figura 16.- Tincion citoplasmica de la linea 721 .EM6
con los AcM ILR1 (anti-DPw2) y B7/21 (anti-DP). Se
observa la menor intensidad de la tincidén con ILR1,
debido a que DPw2 sélo se expresa en citloplasma. En
ordenadas se representa el n° relativo de células y en
abcisas la intensidad de fluorescencia

3
L)
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Por citometria de flujo se comprobd que no expresaban moiéculas de
HLA-DP, al ser negativos en la superficie celular para AcMs anti-DP, aunque
mantenian la expresion de DR y DQ en los mismos niveles gue la linea
parental 45.1.(Diez Orejas, 1992). En ia tabia Il se presentan estos datos.

De alguno de ellos se estudidé su expresion de RNAm para las
cadenas « y B de las moléculas de HLA-DP, comprobandose que eran
defectivos en la expresion de una de las cadenas, excepto 45.EM14 que era
defectivo en la expresion de ambas cadenas (Arroyo y cols., 1994).

Las lineas mutantes haploides utilizadas en este estudio han sido:
45 EM1, A5 EM2, 45.EM3, 45 EM5, 45 EM7, 45.EM8, 45 EMS, 45.EM11,
45 EM13, 45 EM14, 45 EM15, 45 EM16, 45.EM18, cuyas caracteristicas de
expresion en superficie se presentan en la Tabla ||
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45 EM1 | 45.EM2 | 45 EM3 | 45.EM5 | 45.EM7 | 45.EMS8 | 45.EMS
HiLA-DR mb + + + + + + +
HLA-DGQ mb + + + + + + +
HLA-DP mb - 1 - - - - - W -
HLA-DP cit - - + - - - -
45.EM11 | 45.EM13 | 45.EM14 | 45.EM15 | 45.EM16 | 456.EM18 | 45.EM19
HLA-DR mb + + + + + + +
HLA-DQ mb + + + + + + +
HLA-DP mb - - - - - - -
HLA-DP cit - - - + (déhil) - - +

Tabla 11.- Tincidn en superficie (mb) de las LCLs haploides con los AcMs L243 (anti-DR), 33.1
(anti-DQ) y B7/21 (anti-DP), ILR1 (anti-DPw2) y DP11.1 (anti-DPw4) y en citoplasma (cit) con
B7/21, ILR1 y DP11.1 y analizados por CDF. +: Pasitivo; -: Negativo.

En i{a tabia 1} también se muestra el resultado de las tinciones
citoplasmicas de los mutantes con los AcMs B7/21 (anti-DP), ILR1 (anti-

DPw2) y DP11.1. Algunos de estos resuitados se comentaran ampliamente
con posterioridad.
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5,1. EXPRESION DE RNAm Y SU CUANTIFICACION
MEDIANTE DENSITOMETRIA

Como se describe en fos antecedentes a este trabajo, ia mayoria de
los mutantes haploides de los que disponiamos eran defectivos en la
expresion de una de las cadenas de la molécula de HLA-DP. Esto suponia
que la mutacion habia afectado, posiblemente, a factores reguladores de la
expresion de los genes que codifican para estas cadenas. Una primera
aproximacion a este problema era comprobar si existian vanaciones en la
expresion de las cadenas que se transcribian respecto de la linea parental
parental 45.1. Es decir, saber si ademas de la no transcripcion de una de las
cadenas, la que se expresaba (o hacia con distinta intensidad que {as
cadenas de la linea de la que provenian. Para ello se realiz6 un Northern
cuantitativo en el que se incluyeron ademas, dos lineas celulares que no
habian sido caracterizadas con anterioridad: 45.EM3 y 45 EM15.

l.os resultados obtenidos en e! Northemn (Figura 17) ponen de
manifiesto la heterogeneidad en ia expresion del RNAm de las cadenas of
de la molécula de DP de nuestros mutantes.

En el casc de tos mutantes no caracterizados previamente, los dos
presentaban RNAm para las dos cadenas de DP aunque parece que el
mutante 45 EM3 expresa en menor cantidad el RNAm de la cadena . El
resto de los mutantes se comporta igual a lo descrito por Arroyo y cols.
(1994). En la tabla it se resume, para todos los mutantes estudiados, su
expresion o no de RNAm para las cadenas aft de las moléculas de HILA-DP.

45.EM1 | 4A5.EM2 | 45 EM3 | 45.EM5 | 45.EM7 | 45.EMS8 | 45.EM9
DPA1 + + + + + + +
RNAm I
DPB1 - . + - - - -
RNAmM

45 EM11|45.EM13[45.EM14{45.EM15{45.EM16 | 45.EM 18 45.EM19
DPA1 - + T + + - I
RNAmM
DPB1 |+ | - - ; - " "
RNAM |

Tabla 11l .-Resimen de los resultados del Northem de las L.CLs haploides.
+:Presencia del RNAmM correspondiente; -:Ausencia del RNAm.

Ei mutante 45.EM19 se ha incluido en este trabajo al utilizarse como

control en otros experimentos. Ademas, también nos sirve como control en el

Northern.
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Por o tanto, con los resultados de los nuevos mutantes incluidos en
este estudio, las lineas celulares haploides para MHC, defectivas en la
expresion en la superficie celular de ias moléculas de HLA-DP, pueden
agruparse de la siguiente forma:

® [as que expresan el RNAm para las dos cadenas: 45.EM3,
45 EM15 y 45.EM19.

® |[as que so6io expresan el RNAm de la cadena alfa: 45.EM1,
45 EM2, 45.EMS5, 45.EM7, 45 EM8, 45.EM9, 45.EM13 y 45 EM16.

® [as que sblo expresan RNAmM para la cadena beta: 45EM11 y
45 EM18.

® [0os que no expresan RNAm ni para la cadena alfa ni para la

cadena beta; 45.EM14.

Ei estudio cuantitativo de los niveles de expresion de los RNAm de
las lineas mutantes, se realizd mediante el analisis densitométrico de los
films obtenidos, utilizando un densitémetro (Material y Métodos). Se
obtuvieron las densidades relativas de las sefiales debidas a las
hibridaciones especificas de las sondas de DPA*0103 y de DP*02012, en
cada uno de ios casos. También se analizaron los films provenientes de los
mismos geles incubados con una sonda para RNA 185,

Se nommalizaron los datos obtenidos de las sondas de DP con los
provenientes de la hibridacion con la sonda de RNA 18S, de la siguiente
forma: la senial proveniente de la linea parental en la hibridacion con la
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Figura 18.- Andlisis densitométrico de los RNAm de las cadenas o de las
moiéculas de HLA-DPw2 de los mutantes haploides.

DENSITOMETRIA RNA
DPALFA
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3.500
3.000
2.500
2.000
1.500¢
1.000

sonda de RNA 188 se tomd como 100 y las de las lineas mutantes se

compararon con esta. Los porcentajes obtenidos se tomaron como
referencia al analizar la sefial obtenida con ias sondas de DPA*0103 y
DPB*02012. Ei valor final se corresponde con el obtenido mediante Ia
férmula:

N=D/P, donde D es el valor obtenido en la densitometria con las
sondas de HLA-DPw2 y P el porcentaje de RNAr obtenido al comparar cada
linea con la parental.

Los datos normmalizados se representan en la Figura 18 para la
cadena a y en la Figura 19 para la cadena B. En la Tabla |V se presentan las
diferencias de expresion de los RNAm para la cadena o y la cadena [ de los
mutantes, comparadas con la expresion de las mismas en 45.1. Se rmuestran
resultados caracteristicos de uno de los tres experimentos realizados.

Como se puede observar en {a figura 18, con respecto a la expresidon
de la cadena ¢, existen diversos comportamientos. Algunos mutantes la
expresan en mayor cantidad que la linea parental 45.1 (45.EM1 y 45.EM16),
otros lo hacen de manera similar (45.EM2, 45.EM5 y 45.EM15), y ofros lo
hacen en menor cantidad (45.EM3, 45.EM7, 45.EM8, 45.EM9 y 45.EM13)
(Tabla 1V).Por dltimo, otros no expresan ia cadena « (45.EM11, 45 EM14 y
45.EM18).

82



Resultados

En el caso de ia cadena B, los resultados no son tan variados, al
existir menor nimero de mutantes que expresen esta cadena. En la figura 19

Figura 19.-

DENSITOMETRIA RNA
DPBETA
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podemos observar cdmo es la expresion en cada caso, despues de
normalizar con el RNAr, siguiendo el proceso antes mencionado.

Como en el caso de la cadena «, podemos observar que existen
mutantes que expresan RNAm para la cadena R de HLA-DP en mayor
cantidad que la linea parental 45.1 (45.EM11, 45.EM3 y 45.EM18), y otro
que la expresa en menor proporcion (45.EM15) (Tabla V). Ademas, estan
los que no expresan la cadena [} que son ia mayoria de as lineas celulares
mutantes (45.EM1, 45.EM2, 45 EMS5, 45.EM7, 45.EM8, 45.EM9, 45.EM13,
45.EM14 y 45 EM16). Las lineas celulares mutantes que sé6io expresan
RNAm para la cadena R, la sobre-expresan de dos a tres veces comparado
con la linea parental, mientras giue para la cadena «, no ocurre io mismo.
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45 EM1 {45 EM2 |45 EM3 | 45 EM5 | 45.EM7 | 45.EM8 | 45.EM9
DPA1 RNAmM | 1.44 1.11 0.75 1.02 0.71 0.70 0.3
DPB1 RNAmM - - 1.24 - - - -
45.EM11[45.EM13 {45.EM14 145 EM15145.EM16 | 45.EM18
DPA1 RNAm - 0.4 - 1.1 1.8 -
DPB1 RNAmM 2.3 - - 0.7 - 2.93

Tabla IV .-Datos cuantitativos de las diferencias en expresion de los RNAmM para las
cadenas o y B de HLA-DPw2, de los mutantes haploides. Los datos se expresan en
tanto por 1. Se muestra un experimento representativo de los tres realizados.

Por lo tanto, después del analisis de los resultados densitométricos,
podemos concluir que 45 EM1, 45 EM2, 45 EMS y 45.EM16 sélo expresan la
cadena o pero en mayor cantidad que |a linea parental. 45.EM3 expresa las
dos cadenas, aunque la a en menor cantidad que 45.1 y la R igual. 45.EM15
también expresa las dos cadenas pero el patron es diferente: la o en igual
proporcidn que la linea parental y la B en menor. 45.EM7 y 45.EM8 expresan
solo la cadena alfa y las dos en menor cantidad que la linea parental
45 EM13 expresa solo la cadena o pero un poco menos de la mitad que la
expresion de la misma cadena de 45.1. En el caso de 45.EM9 la disminucién
es mas acusada. 45EM11 y 45 EM18 expresan sb6io |la cadena 0,
aumentada en los dos casos. Mientras que 45.EM18 lo hace en una cantidad
gue casi triplica la expresada por la linea parental, 45.EM11 la duplica. Por
uitimo 45.EM14 no expresa ninguna de las dos cadenas.
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5.2.EFECTO DEL IFN-y SOBRE LA EXPRESION DE
CLASE I DE LAS LINEAS CELULARES
MUTANTES

Los resultados obtenidos hasta el momente indicaban que nuestros
mutantes no expresaban constitutivamente las moléculas de HLA-DP, pero
no indicaban si eran capaces de recuperar su expresion en presencia de
determinadas citoquinas. Podria ocurnr que los defectos de expresion de
una de las cadenas que observamos en el Northem fuese debido a un factor
que no se sintetizase en condiciones normales, pero que por el efecto
inductor de las citoquinas si. Ademas, queriamos seguir el efecto de las
citoquinas elegidas en la expresion de las otras molécutas de clase Il

Para estudiar si las citoquinas podian tener algun efecto sobre la no
expresion de moléculas de HLA-DP por parte de las LCLs a estudio y si
podia estar afectada alguna via de regulacion de clase Il en general,
utilizamos ias dos citoquinas que mas influyen en la expresion de clase Il en
finfocitos B, el interferén-y (IFN-y) y la interleuquina 4 (IL-4), la primera
disminuyendo la expresion y ia segunda aumentandola (Glimcher y Kara,
1992).

Para ello y seglin se describe en Materiales y Métodos, se incubaron
las células con las citoquinas y al cabo de 24 horas se recogian células de
cada tratamiento, se tefian con AcM anti-DP, antiDR y anti-DQ, y se
analizaban por citometria de flujo obteniéndose la intensidad media de
fluorescencia para cada anticuerpo (L243, B7/21 y 33.1, respectivamente)..
A las 48 horas se repetia la operacion. Se ponia especial cuidado en utilizar
siempre la misma cantidad de células para la misma cantidad de anticuerpo,
para no tener variaciones debidas ai protocolo. Lo gue se esperaban eran
variaciones en el numero de moléculas en la superficie celular por lo que se
estudiaba eran ias diferencias en la intensidad media de fluorescencia en
cada caso.

En el caso de las lineas mutantes deficientes en la expresion de HLA-
DP, también se observo la posible existencia de células que recobrasen esta
expresion, siguiendo el nimero de células negativas y positivas con cada
anticuerpo. Nunca hubo variaciones en este parametro. Se utilizaron como
controles de expresion de HIA-DP las |L.ClLs 45.1 (DPw2) y 127 (DPw4).
Como control positivo del efecto del 1FN-y se utilizé )a linea tumoral Hela,
que no expresa constitutivamente clase i, pero si io hace en presencia de

85



Resultados

IFN-y. Para observar el posible efecto de las citoquinas sobre ei otro alelo de
HLA-DP, utilizamos la linea mutante 721 EM6 que sblo expresa DP4 y es
diploide para los genes de clase ii.

Los resultados indican que las lineas celulares tienen
comportamientos diferentes ante la presencia de IFN-y e IL-4 en el medio de
cultivo.

Ninguna de las lineas celulares mutantes defectivos en {a expresion
de HLA-DP estudiados, recupera esta expresion por accion del IFN-y |, ni de
la IL-4, ni de los dos juntos. Sin embargo, las células controles si se
comportaron de acuerdo a lo descrito para estas citoquinas. HelLa expreso
bajos niveles de HLA-DP y -DR, pero no -DQ a las 24h de incubacion. 45.1
aumento los niveles de expresion de todas las moléculas de clase |l durante
el tratamiento con iL-4. La linea mutante 127 que expresa el alelo DPw4
pero no el DPw2, tampoco recupera la expresion de este uitimo.

Por lo tanto, al no recuperar la expresion de HLA-DP las lineas
celulares mutantes estudiadas en este trabajo, los factores y/o secuencias
reguladoras afectados no responden a la induccion con citoquinas, por lo
que deben estar implicados en los mecanismos de modulacién inducidos por
las citoquinas empieadas.
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5.3.PRODUCCION DE HiBRIDOS SOMATICOS

Del analisis de los resuitados obtenidos hasta ahora, (la mayoria de
los mutantes eran defectivos en la expresioén de una de las cadenas de Ja
molécula de HLA-DP y ia incubacién con IFN-y y con IL-4, no provocaba la
recuperacion del fenotipo parental) dedujimos gue teniamos unos mutantes
que estaban afectados en la regulacidbn de la expresion de algunals
cadena/s de la molécula de HLA-DP. Podian tener alterado algun factor que
regulase la transcripcién, o presentar algun defecto en las secuencias del
genoma que regulasen ia expresion de los genes de las cadenas o y B de la
molécula de DP. Para poder estudiar esta posibilidad en todos los mutantes,
decidimos fusionarlos con una linea carente de los genes de clase il y
comprobar si recuperaban la expresién de DP. La recuperacion de la
expresion de DP, significaria que la mutacién que poseen esta afectando a
algun factor de regulacion gue actuase en frans, y que seria aportado por la
linea celular clase - (180). Si no recobran, la expresidén significaria que
pueden estar afectados en cis, es decir, que la mutacion esté afectando al
gen estructural o a alguna secuencia promotora o requiadora del mismo. La
linea utilizada para las fusiones, es una linea que carece del brazo corto de
uno de ios cromosomas 6 y presenta una deleccién en el otro, por lo que no
posee ningun gen estructural de ias moléculas dei MHC, aunque si presenta
los factores reguladores.

lL.a técnica de las fusiones
somaticas ha sido utilizada por
Bénichou y Strominger (1991), Stimac
y cols. (1991), Seidl y cols. (1992), §
Lisowska-Grospierre y cols (1994), E
etc.. para estudiar lineas celulares ,‘
mutantes o provenientes de pacientes

que no expresaban moléculas de

clase |, pertenecientes a uno de los o
de un
los dos

‘ B igura 18.-Imagen confoca
loci 0 a los tres. La deteccion de ia hibrido somatico con

posible expresion de clase Il después |nucleos sehalados.

de la generacion de los hibridos somaticos, se realiza a las 48h para evitar
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que se produzcan los procesos de fusion nuclear y exclusion cromosdmica,
normales en una fusion (Figura 18). Esto podria ocasionar la pérdida de los
genes estructurates y enmascarar posibles resultados positivos debidos a la
accion en los hibridos de los factores trans aportados por la fusion, y no a la
falta de algun factor de regulacion (Bénichou & Strominger, 1991) La
deteccién de los hibridos positivos se realizaba, en los trabajos citados
anteriormente, por microscopia Optica, con el criterio de que en cuanto
existiese uno positivo la fusion era considerada positiva. Nosotros hemos
aplicado la CDF para la deteccion y cuantificacion de los hibridos positivos,
aumentando el numero de células analizadas (una media de 20.000 por

muestra).

Figura 19.-Representacion del

tamano y de la granularidad de una
fusién tipo. Mayoritariamente los
hibridos caen en la zona de
complejidad intermedia y tamano
mediano-grande delimitada en la
region azul. Esto se determiné por
separacion por CDF y posterior
analisis.

Por ofra parte, debido a las caracteristicas citométricas de los hibridos
fusionados (mayor granularidad y, a veces, mayor tamarfio) (Figura 19),
hemos podido calcular los % de positividad respectc de los hibridos
fusionados y no sélo respecto de la poblacion total (Ver Materiales vy
Metodos). En este ultimo caso, los porcentajes pueden parecer poco
significativos, pero cuando se comparan con los % de hibridos, se aprecia
claramente la positividad o negatividad de la fusion.

Realizando estos calculos con los controles (fusiones tefiidas soio
con segundo anticuerpo RAM-FITC), aparece en los hibridos una sefial de
positividad inespecifica debida al 2° anticuerpo entre el 2-3%. Por lo tanto,
hemos considerado fusiones positivas, sélo, las que superaban el 5% de
hibridos positivos (Tabia V).
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Figura 20.-Representacion
tridimensional de la sefial de
fluorescencia para HLA-DR vy
HLA-DP en una fusion que
produce hibridos que no
recuperan la expresion de 0P
(45.EM2*45 EM1). Todas las
células soan HLA-DR positivas
pero no expresan dimeros de
HLA-DP.

Figura 21.- Idem a la anterior
perc de una fusion que produce
hibrides que expresan en
superficie DP (45.EM9*45 EMS).
La zona de hibridos doble
positivos se delimita por una
regién roja.

Para mayor seguridad y como verificacion ultima, todas las fusiones

eran recomprobadas por microscopia optica de fluorescencia. Como otra

medida de control, en el caso de gue se viese afectada de manera

inespecifica, la expresion de HLA-DR por la fusion, hemos realizado dobles

tinciones con AcM anti-DR y anti-DP {Ver Materiales y Métodos).
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FUSION % hibridos + %hibridos | RESULTADOS
totales (%)
“ 180 x 45.EM1 5 04+ 10,2 49.4
180 x 45.EM2 3,79+ 523 72,4
180 x 45.EM3 1,95+ 8,12 24,0
L 180 x 45 EM5 5,68+ 15,01 37,9
180 x 45.EM7 0,40- 13,2 3,0
180 x 45 EM8 0,60- 158 37
180 x 45.EM9 4,42+ 14.3 30,9
180 x 45.EM11 0,30- 10.3 29
L 180 x 45.EM13 12,36+ 15.9 77.7
} 180 x 45.EM14 0,23- 8.3 2,7 i.
180 x 45.EM15 0,25- 8.23 3,0
180 x 45.EM16 0,19+ 3.3 57
180 x 45.EM18 14,97+ 16.9 88,0 ;
180 x SJO 2,99- 14.1 21,2 :
127 x 45 .EM1 2,60+ 8.1 33,2 s
127 x 45.EM2 0,81+ 23 35,2
127 x 45.EM5 1,52+ 3.01 50,6 %
L 127 x 45.EM7 0,33 8.3 39 f
L 127 x 45.EM8 0,26- 6.3 '
| 127 x 45.EM9 0,56+ 8.1 6.9 ;
127 x 45.EM11 0,30- 10.9 2,7 ;
: 127 x 45.EM14 0,18 8.4 2.1
| 127 x 45 EM15 14.9+ 186 80.0
127 x 45 EM18 1,14+ 3.01 37,8
‘ SJO x 45.EM1 3,04+ 96 41,0
SJO x 45.EM2 2,52+ 5.2 48 4
SJO x 45.EM3 8,64+ 126 68,5
SJO x 45.EM5 4,26+ 15.2 28,0
SJO x 45.EM7 0,19+ 3.0 6.6
SJO x 45.EM8 2,93+ 8.2 357
SJO x 45.EM9 0,18- 56 3.2
! SJO x 45.EM11 0,83- 24 26,2
SJO x 45 EM14 9,44+ 15.2 62,1
: SJO x 45.EM15 1,52+ 42 36,1
; 45 EM1 x 45 EM2 0,28- 7.1 3.9
! 45 EM1 x 45.EM5 0,39- 8.5 4.5
45 EM1 x 45 EM9 1,54+ 43 35.8
45 EM1 x 45 EM13 2 74+ 47 58,2
] 45 EM1 x 45.EM16 1,48+ 36 411
{ 45 EM1 x 45 EM18 4 44+ 6.9 64,3
] 45 EM2 x 45.EM5 0,60- 12.1 49 |
45 EM2 x 45 EM9 1,97+ 6.2 31,7 ;
; 45 EM2 x 45.EM13 3,13+ 8.1 38,6 5
| 45 EM2 x 45 EM16 3,55+ 14.6 243 ;
| 45.EM2x 45EM18 1,63+ 6.1 26.7 |
45 EM3 x 45 EM5 4 94+ 8.9 555
| 45 EMS5 x 45 EM9 0,44+ 2.8 15,7
{ 45 EM5 x 45 EM13 0,77+ 2.0 38,5
i 45 EMS x 45.EM16 1,96+ 4.7 41,7
! 45.EM5 x 45 EM18 2,11+ 9.8 21,5 }
45 EM9 x 45 EM13 0,87+ 2.0 435
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45.EM9 x 45.EM16 3,65+ 8.1 45,0
45.EM9 x 45.EM18 11,23+ 15.8 71.0 .!
45 EM13 X 45 EM16 865+ 14.8 58.4 |
45.EM13 x 45.EM18 6,86+ 14.2 48.3 ]
45 EM16 x 45 EM18 3,63+ 12.4 292 1

trababjo. La obtencién de los porcentajes se explica en el texto. En ta primera
columna se muestra el porcentaje de hibridos positivos.En la segunda colunma se
presenta el porcentaje de hibridos totales obtenidos. L a tercera columna muestra
el resultado definitivo con la consideracion de positividad (+) 0 negafividad (-),
dependiendo del %. Se presentan tas medias provenientes de los datos de 3 a 5

Tabla V.- Resuitados cuantitativos de todas las fusiones realizadas en este

fusiones, segun 10s casos. |

El primer objetivo que nos planteamos fue descubrir cuales de
nuestros mutantes estaban afectados en cis y cudles en frans. Para ello
fusionamos todas las lineas mutantes estudiadas con la linea 180. Los

resultados de las fusiones se resumen en la tabla V1.

| 45.EM1 | 45 EM2 | 45 EM3 | 45 EM5 | 45 EM7 | 45 EM8 | 45 EM9
80 + [ o+ | o+ 1+ | - | - ] =+

45 EM11 | 45.EM13 | 45.EM14 | 45.EM15 | 45.EM16 | 45.EM18

180 - + - - + +

Tabla Vi. Resultado de las fusiones de las lineas celulares mutantes y la linea celular
180 que no posee los genes de clase . +:Recupera la expresion en superficie de DP. -
‘No la recupera. Los esultados son media de 3 a 5 fusiones en cada caso.

De lo reflejado en la tabla podemos dividir nuestros mutantes en dos
grupos, segun su comportamiento al formar hibndos somaticos con la linea
celular 18 0:

-Recuperan la expresion de HLA-DP en superficie: 45 EM1, 45 EM2,
45 EM3, 45 EMS, 45 EM9, 45.EM13, 45.EM16, 45 EM18.

-No recuperan la expresion de HLLA-DP: 45 EM7, 45 EM8, 45.EM11,
45 EM14, 45 EM15.

5.4. MUTANTES QUE RECUPERAN LA EXPRESION DE
HLA-DP
La expresion de molécuias de HLA-DP en superficie después de
fusionar con 180, implica la ausencia de mutacion en la secuencias en ¢is,
tanto de los ORFs como de las secuencias reguladoras. Es decir, que el fallo

estaria en algun factor de regulacién de ia transcripcion que actue en trans.
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Compaginando estos resultados con los obtenidos en el Northern, podemos
ver que el posible factor regulador implicado es especifico de cadena
(excepto en caso del 45.EM3). En todos los mutantes haploides el posible
factor afectado es determinante para la transcripcién del gen de la cadena B,
menos en el caso del 45.EM18, que estaria alterado para el gen de la
cadena .

Para comprobar si el factor regulador de la transcripcién afectado era
el mismo en todos los casos, fusionamos todos y cada uno de los mutantes
que eran positivos con 180 entre si. Si el factor fuese el mismo las fusiones
serian negativas. En el caso de que fuesen distintos, las fusiones serian
positivas, al complementarse los mutantes entre si. Esto nos permitiria
adscribir las lineas celulares mutantes a distintos grupos de
complementacion que definirian distintos factores que controlen la expresion
de HLA-DP.

45.EM 45EM 45EM 45EM 45EM 45EM1 45EM 45EM

1 2 3 5 9 3 16 18
45 EM - + - + + + +
1
45 EM + - + + + +
2
45 EM + + + + +
3
45.EM + + + +
5
45 EM + + +
9
45 EM + +
13
45 EM +
16
45 EM
18
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Tabla VIl.- Resultados de las fusiones entre los mutantes que recuperan la
expresion de HLA-DP con 180. +:Recupera la expresion en superficie de DP. -:No la
recupera. De 3 a 5 fusiones en cada caso.

Los resultados obtenidos, que se muestran en la tabla Vi, nos
permitieron comprobar que al fusionar 45.EM1, 45.EM2 y 45.EMS5 entre si, no
se recupera la expresion de DP en ninguna de las combinaciones. Sin
embargo, al realizar las fusiones de cualquiera de estas lineas celulares con
otros mutantes si se recuperaba la expresién. Las fusiones entre las demas
lineas entre si no produjeron ningun resultado negativo.

Por lo tanto, habiamos definido 5 factores reguladores de la
expresion de la cadena B y uno de la cadena a afectados en nuestros
mutantes.

45 EM1, 45 EM2 y 45.EMS5 constituyen un grupo de complementacion
al no ser capaces de recuperar la expresion de DP al fusionarse entre si. Por
lo tabto, los tres deben tener afectado el mismo factor de regulacion. 45.EM3
constituye un caso especial, ya que presenta RNAm para las dos cadenas,
mas adelante estudiaremos con detalle este mutante.

45 EM9, 45 EM13 y 45.EM16 tienen afectados, segun los resultados
obtenidos, diferentes factores de regulacién de la cadena B, mientras que
45 EM18 debe estar afectado en un factor especifico de la cadena o de DP.

En la bibliografia existen datos de otras lineas defectivas en la
expresidon de clase |l, que han sido fusionadas entre si y, segun los
resultados obtenidos, clasificadas en 4 grupos de complementacion (Seidi y
cols., 1992, Acolla y cols., 1995). Las posibilidades de gque nuestras lineas
mutantes perteneciesen al mismo grupo de complementacion que alguna de
estas lineas eran pocas, ya que nuestros mutantes presentan deficiencias
especificas de isotipo de molécula de clase I, mientras que las lineas
mencionadas anteriormente, eran defectivas en expresion de todas las
moléculas de clase Il

Adn asi, decidimos comprobar esta posibilidad y fusionamos nuestros
mutantes en frans con una de estas lineas, SJO, amabiemente cedida por el
Dr.J Gorski. Esta linea proviene de un paciente con inmunodeficiencia
congenita debida a la no expresion de las moléculas de clase |l
Originariamente, no expresaba tampoco moléculas de clase |, pero al
inmortalizarta se indujeron expontadneamente estos antigenos {Bénichou &
Strominger, 1991, Seidl y cols., 1992).. SJO ha sido descrita como defectiva
en una proteina que se une a! promotor de la cadena alfa de DR (y de las

otras moléculas de clase |} (Stimac y cols_, 1891).
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Los resuitados obtenidos de las fusiones entre nuestras lineas
mutantes y SJO se muestran en la tabla VIii.

45 EM1  45EM2  45EM3  45EMS 45EMS 45EM13 45EM16 45EM1B

SJO + + + + - + + +

Tabla VIli.- +:Recupera la expresion en superficie de DP. -:No la recupera.
De 3 a 5 fusiones en cada caso.

Como podemos comprobar en la tabla Viil, sélo una linea celular es
negativa para HLA-DP en superficie al fusionaria con SJO, 45.EMS. Por lo
tanto, podemos deducir de este resultado que las dos lineas pertenecen al
mismo grupo de complementacion, es decir, que presentan el mismo factor
requlador de la transcripcion afectado.

5.5.MUTANTES QUE NO RECUPERAN LA EXPRESION
DE HLA-DP

En el caso de los mutantes que no recuperan la expresion de DP al
fusionarlos con 180, el fallo radicaria en alguna secuencia génica situada en
cis respecto del ORF, 0 en el mismo ORF. Pero antes de seguir adelante
debiamos estar seguros de que el gen que codifica pra el posible factor
afectado no estuviese localizado en la zona del brazo corte del cromosoma 6
gue le falta a la linea 180. La linea celular 180 tiene delecionada una zona
del brazo corto del cromosoma © donde se localizan os genes estructurales
de clase Il, aunque también le falta una zona mas telomérica donde es
posible que estuviesen localizados genes involucrados en la regulacion de
clase Il (DeMars y cols., 1984). Estos autores mediante el uso de
cosmidos solapantes no detectaron que en esta zona se localizara
ningan gen regulador de la expresion de clase Il. Por lo tanto, para
desechar esta posibilidad o localizar en esta zona el factor responsable del
defecto en la expresion de HLA-DP, procedimos a fusionar estas lineas
negativas con la LCL 127, que expresa DwP4, pero no DPw2. Esta LCL
proviene de la parental diploide 721, pero tiene delecionado el brazo corto
del cromosoma 6 que lleva el alelo DPw2, por lo tanto. tiene todos los genes
reguladores, y sbio le faltan los genes estructuraies de DPw2.

Al fusionar las LCLs negativas con 127, ninguna de eilas era capaz
de recobrar fa expresion en superficie de HLA-DP, excepto 45 EM15,
obteniendo un porcentaje elvado de hibridos positivos (Tabla V). Este

mutante se tratara extensamente mas adelante, al ser un mutante con
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defecto post-transcripcional, ya que expresa RNAm para las dos cadenas de
las moléculas de DPw2, pero no recupera la expresion al fusionarse con 180.

De estos datos dedujimos que, a excepcion de 45.EM15, ninguna de
estas lineas estaba afectada en la zona que le falta al cromosoma 6 de la
linea 180 (Tabla V).

Después de obtener este resultado, nos planteamos la secuenciacion
de las zonas promotoras comunes de los genes de clase i, por lo que
procedimos a clonar ias secuencias promotoras de estas LCLs mutantes y
secuenciarlas. En el caso del 45.EM15 no era necesario porque al tener
RNAm para ambas cadenas era evidente que no tenia afectadas estas
secuencias promotoras y que su defecto no era debido a ningun factor de
transcripcion. Se procedié a clonar las secuencias promotoras de las
cadenas R de 45 EM7, 45.EM8B y 45 EM14; y las mismas de las cadenas o
de 45 EM11 y de 45 . EM14 (Figura Northermn y Tabla IV).

6.CLONACION DE LOS PROMOTORES DE DPA1*0103
Y DPB1*02012:

Decicidimos cionar y secuenciar las regiones promotoras de los genes
DPA1*0103 y DPB1*02012 de aquellos mutantes en los que no
recuperabamos el fenotipo de expresién de DPwZ tras fusionarios con la
linea celular 180. Para ello se utilizd, de nuevo, la técnica de reaccioén en
cadena de la polimerasa (PCR). Utilizando oligonucleétidos especificos, gue
incluian también en este caso las dianas de las enzimas de restriccion Sal | y
EcoR |, se clonaron 264 pares de bases del promotor de DPB1*02012 y 258
del promotor de DPA1*0103. Estos fragmentos incluyen las secuencias
" reguladoras consenso comunes a todos los genes de clase |I: la caja TATA,
ylas cajas Y, O, X1, X2 y Z y que van de los nucleétidos - a- de
DPA1*0103 y de - a- de DPB1*02012.

Se aisldo DNA gendmico de los mutantes 45 EM7, 45.EM8, 45 EM11 y
45 EM14 siguiendo el método ya descrito en "Materiales y Métodos™ 1 pg de
este DNA, después de ser fragmentado mediante sonicacion, era utilizado en
una reaccion de PCR para clonar los fragmentos de las regiones promotoras
indicados, utilizando los siguientes oligonucledtidos:

1) Promotor de DPA1*0103:

a) 5'- GGGCCCGTCGACGTTGTGGGGTCTATAATTGATG-3’

b) 5- CCCGGGGAATTCGAACTGGAGCTCTCTTGACCA-3’
2) Promotor de DPB1*02012;



Resuftados

a) 5- CCCGGGGAATTCAGTATCACTGTCTTTCCTCCGT-3’

b) 5- GGGCCCGTCGACGGAGCTGGAAAAGGATGGCA-3”

La reaccién de PCR se llevaba a cabo en las condiciones descritas
en “Materiales y Métodos”, salvo que se aumentaba ei numero de ciclos
hasta 35.

La clonacion de estos fragmentos en el vector pUC18 y su posterior
secuenciacion no reveld la existencia de mutaciones en ninguno de los
mutantes, con respecto a las secuencias de los promotores de las linea
parental 45.1.

En estos mutantes el defecto debe estar en cis, al ser negativos al
fusionarse con 180. Pero en la zona descrita hasta ahora como capaz de
controlar la expresidon de ios genes que codifican para las moléculas de clase
Il no habia mutaciones, por lo que las secuencias reguladoras no deben
localizarse todas en el fragmento secuenciado.
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5.7. MUTANTES POST-TRANSCRIPCIONALES

De los resultados del Northern se concluye gue 2 de los mutantes de

jas lineas haploides no estaban dafados en ningun factor de transcripcion,
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Figura 22.- Tincion intracitoplasmica de las lineas 42.EM19 (utilizada como control)
y 45 EM3 y 45.EM15 con los AcM B7/21 e ILR1. Se observa gque la expresion es
menor en Ia 2° linea celular.

ya que producian las dos cadenas de la molécula de HLA-DP a RNAm. Eran
45EM3y 45EM15.

Al expresar RNAm para fas dos cadenas era posible que este RNA se
tradujese y existiesen moléculas del dimero afl en el citoplasma. Si esto
fuese asi, deberian ser detectados mediante tincidén citoplasmica y analisis
por CDF.

Se  utilizd como control positivo la linea haploide 45EM19

caracterizada por Arroyo y cols. (1994). Esta linea poseia una mutacion en el

97




Resultados

gen estructural de la cadena B que le impedia anclarse en membrana, por lo
que no era posible detectarla en superficie, aunque si en el citoplasma,
mediante tinciéon con AcM y analisis por CDF. Como podemos observar en |a
figd7, tanto 45.EM3 como 45.EM15 son claramente positivas, respecto del
control de tincion. Comparando con la intensidad de fluorescencia obtenida
por 45 EM19 tefido con los mismos AcM, se puede concluir que claramente,
presentan dimeros de HLA-DP en el citoplasma.

Con el fin de comprobar si el fenotipo de estos mutantes pudiera
explicarse por la existencia de alguna mutacion en los genes estructurales
que codifican para los polipéptidos DPa y DPB, al igual que ocurria en
45 EM19, decidimos clonar los genes DPA1*0103 y DPB1*02012. Para elio
se obtuvo el ¢cDNA total de cada una de las lineas a partir del RNA, utilizando
la enzima transcriptasa reversa. A partir de este cDNA y mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificaron tas secuencias
de DPA1*02012 y DPA1*0103. Se utilizaron los siguientes oligonucledtidos:

1) Oligonucledtidos utilizados para amplificar DPA1*0103:
5-CCGAATTCAGTCTCCGAGGAGCTGGGGCC-3”
5-CCGTCGACCTCTCCTAAGTCCTCTTCTGT-3°

2) Oligonucledtidos utilizados para amplificar PPB1*02012:
5-CCGAATTCGCTCACACTGTGGTCCAGG-3”
5-CCGTCGACCAGTGAGCTCAGGAACCCTG-3’

Estos oligonuciedtidos permiten el aislamiento de los genes
estructurales completos, que incluyen las secuencias que codifican para los
dominios a1, a2, p1, B2, los dominios transmembranales y los dominios
carboxiterminailes (citosélicos). Los oligonucleétidos incluyen las secuencias
dianas de las enzimas de restriccion Sa/ | y £coR |, lo que permite subclionar
los fragmentos amplificados, una vez digeridos con estas ezimas, en el
vector pUC18, previamente digendo con las mismas enzimas.

Los fragmentos de DNA clonados en pUC18 fueron secuenciados
mediante el metodo “dideoxi” en un secuenciador automatico ALF

(Pharmacia), de acuerdo con el protocolo que se indica en “Materiales y
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Métodos” y utilizando los oligonucledtidos “universal” y “reverso” marcados
con fluoresceina. Se secuenciaron tres clones de DPA1*0103 y tres de
DPB1*02012 para cada uno de los dos mutantes.

Al analizar las secuencias de DPA*0103 y DPB*02012 de 45.EM3 no
se detectd ninguna diferencia con los genes silvestres. Por 1o que el defecto
debia encontrarse en alguna secuencia en cis no detectada por nuestro
sistema de secuenciacién ya que nosotros secuenciamos |os genes
estructurales a partir del RNA transcrito, por /o tanto, no podemos detectar
las variaciones en las secuencias reguladoras que se encuentran en los
intrones del gen estructural. Si no fuese asi, también podria tratarse de algun
factor que fuese responsable del transporte de las moléculas de HLA-DP a
superficie 0 que interviniese en el procesamiento del péptido presentado por
estas moleculas.

Por ello, y como hemos mencionado anteriormente, fusionamos
45.EM3 con la linea HLA - 180, para ver si complementaba la mutacién y
recuperaba la expresion de HLA-DF en superficie.

Al fusionar 45.EM3 con 180 obhtenemos hibridos que recuperan ia
expresion de HLA-DP en superficie (Tablas IV, V y VI). Por lo tanto, esto
demuestra que no estan implicadas secuencias en cis, sino que, en efecto,
existe algun factor necesario para la expresidén de 1as moléculas de ciase ||
en superficie que le falta a 45 EM3.

Mediante las fusiones con ios otros mutantes observamos que no
forma ningun grupo de complementacion.

Por su parte, la secuencia de los genes que codifican para la cadena
a y para ia cadena B de 45EM15, tampoco mostré diferencias con los
genes de la linea parental 45.1, por lo que seguimos, como ya se ha
mencionado antes, el mismo proceso que para 45.EM3 y io fusionamos con
180. Sin embargo, sorprendentemente, 45.EM15 no era capaz de recuperar
la expresion de HLA-DP en superficie. Fusionamos este mutante con la linea
127 que expresa DPw4 pero no DPw2 para comprobar que no existiese
algun factor de regulacion post-transcripcional alterado cuyo gen codificase
en |la zona det MHC que le faita a 180. Como se observa en ta fig38, y se
muestra en la tabla Vi, los hibridos de 127*45 EM15 recuperan la expresion
de DPw2.
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Para confirmar este resultado, realizamos fusiones entre 45.EM15 y
otras lineas mutantes negativas cuando formaron hibridos somaticos con
180, como son 45.EM11 y 45.EM14. En la figura 24 se muestra el resultado
de estas fusiones, que es positivo en ambos casos. Esto confirma que el gen
del factor alterado necesario para la expresion de DP en la superficie celular
en la linea 45.EM15, se localiza en la zona del MHC que no esta presente en
la linea celular 180. Por el contrario en las fusiones positivas los % eran muy
superiores y la intensidad de fluorescencia de los hibridos positivos era alta

{fig. 38). Por lo tanto, cuando la linea celular 45 EM15 se fusiona con una
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linea que complementa su mutacion el aumento de ceélulas positivas es
espectacular, mientras que si no o complementa los hibridos producidos no

expresan HLA-DP por encima de los niveles de los controles.
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Figura 24 .- Expresion en
superficie de HLA-DP, en el
mutante 721.EM5 y la linea
parental 721. No existen

variaciones significativas

J

A

Otro mutante que parece estar afectado después de la transcripcion

es 721.EM5. Este mutante no es reconocido por los CTLs DP2 especificos y

si por los DP4 (Arroyo, 1992). Como ya se ha mencionado, esta linea celular

diploide mutante no presentaba ninguna variacion significativa respecto a la

unién de un anticuerpo que reconoce HLA-DPw2 (ILR1) con la linea parental

721. Tampoco mostraba diferencias respecto de anticuerpos que son

monombdrficos para HLA-DP (B7/21) ni para un AcM que reconoce
mayoritariamente -DPw4 (DP11.1) (fig. 40 ).

Para estudiar si existia alguna variacidn en algun otro epitopo de

DPw2 de 721.EMS, se realizé una tincion de superficie con una bateria de

AcM anti-DP (Tabia IX) que reconocen zonas diferentes de la molécula o

zonas similares pero de forma distinta. Podriamos relacionar, asi, el posible

epitope vanado con et no reconocimiento por parte de los CTLs DP2

especificos.
ANTICUERPOQ EPITOPO PROPUESTO ESPECIFICIDAD
— NFLD.M&0 “DE” en 55-56 3,9,10, 14,17 & DR11,
gébilen2 tyend?2
NFL.D.ME3 =~ M60 3,42 914
NFLD.M64 ~MB0 21,3, 42 8 10 14 16
17 & DR11
NFLD.M66 “‘AV” en 85-86 Todos - 2s, 45, 15, 18
NFLD.M67 MONOMORFICO DP
NFLD M68 MONOMORFICO DP
NFLD.M6S MONOMORFICO DR+DP
NFLD.M70 CADENA «a (02) Todos con DPA%.0201
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NFLD.M73 =M60 Débil DP1

NFLD.M75 =MB3

NFLD.M77 “L” en 11 & “FV”" en 35-36 3,6.9 10,14, 17

NFLD.M101 2,3, 4,69 10 14,16, 17
& DR11

TABLA IX.- Anticuerpos utilizados para analizar ias moléculas de HLA-DPZ de
721.EMS5, con su especificidad y zona de HLA-DP reconocida, si se conoce .

Los datos de CDF muestran gue no existen variaciones significativas
entre los perfiles de tincion con los AcM utilizados entre la linea parental 721
y la linea mutante 721.EM5 (FIG 41). Por lo tanto, la mutacién no afecta a los
epitopos reconocidos por los AcM utilizados, a pesar de que cubren una
amplia extension det dimero a3

Era posible que la mutacion afectase a 1a unidén del péptido y que esta
modificacidén no variase los epitopos reconocidos por los AcM pero si al
reconocimiento por ios CTLs. Esto supondria que los residuos involucrados
estarian en la zona de unién con el péptido y no los podriamos detectar mas
que por secuenciacion de los genes estructurales de la cadena o y de la
cadena B de la molécula de HLA-DP2 del mutante 721.EM5.

Para elio procedimos a la clonacién de ios genes de DPA1*0103 y
DPB1*02012 de 721.EMS. A partir de RNA total se sintetizd, mediante la
transcriptasa reversa, el ¢cDNA. Posteriormente, utilizando oligonuciedtidos
especificos y mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) se
amplificaron las secuencias completas de |los genes buscados, incluyendo
las regiones & y 3’ no traducidas y el peptido sefial. Los oligonucledtidos
especificos fueron los siguientes:

» Oligonucieodtidos utilizados para amplificar DPA1*0103:
5-CCGAATTCGTCTCATCTGCCTCCACT-3
5-CCGTCGACAATACTGAAAGTTTTATT-3

» Oligonucledtidos utilizados para amplificar OPB1*02012:
5-CCGAATTCTTTTTCCTGACTGCA-3
5-CCGTCGACAAAGGAAAACAAACAGT-3
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Estos oligonucledtidos llevaban incluidas las secuencias reconocidas
por EcoRI y Sall, lo que facilitaba clonar posteriormente los productos
amplificados. De esta forma, después de amplificados ambos cDNAs, se
digirieron simultaneamente con las enzimas citadas anteriormente y se
subclonaron en pUC18, previamente digerido con las mismas enzimas.

El DNA subclonado se secuencié segun se describe en Matenal y
Métodos. Se secuenciaron tres clones distintos de DPA1*01013 y tres de
DPB1*02012.

Los resultados obtenidos de la secuenciaciéon de ios genes de las
cadenas alfa y beta de DP2 del mutante 721.EM5 muestran que no existe
ninguna variacion con respecto de ios genes silvestres. Esto implica, por o
tanto, que la mutacion no afecta a los genes de clase ll, sino a algun factor
involucrado en el procesamiento del antigeno, presentando el mutante un
péptido que modifique de tal manera la zona de unién con el TCR que este
no sea capaz de activar al CTL o, simplemente, que no sea reconocido por
el. Este factor seria especifico del procesamiento antigénico de alelo, ya que
afecta a DPw2 y no a DPw4. Otra posibilidad es que la molécula de HAL-
DPw2 no fuese capaz de activar a los CTLs al existir alguun faillo en el
procesamiento del RNAmM.
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VI. DISCUSION



Discusion

£l estudio de lineas celulares que presentan alterada la expresion de
las moléculas del MHC de clase ! es vital para la comprensién de la
regulacion de esta expresion y de su funcionamiento dentro de la maquinaria
del Sistema Inmunitario, ya que dentro del contexto de las moléculas de
clase Il es donde se van a presentar los péptidos antigénicos a las células T
ayudadoras

Desde esta perspectiva nos hemos propuesto estudiar ias lineas
linfoblastoides humanas defectivas en la expresion de HLA-DP que han sido
generadas por nuestro grupo, en un intento de complementar los resultados
anteriores y centrar nuestro interés hacia la regulacion de la expresion de los

genes que codifican fas cadenas a y B de las moléculas de HLA-DP.

6.1 REGULACION CONJUNTA O INDIVIDUALIZADA DE
LOS GENES DE CLASE It DEL MHC.

Las primera lineas linfoblastoides humanas defectivas en la expresion
de moléculas del MHC fueron generadas por Pious y cols. (1973).
Posteriormente, se han generado gran variedad de lineas in vitro 0 a partir
de células de pacientes con sindromes de imnunodeficiencias, mutantes que
no expresan ninguna o aiguna de las moléculas del MHC (Kavathas y cols.,
1980; DeMars y cols., 1983, 1984; Glimcher y cols., 1983; Townsend y cols_,
1989; Koppelman y Cresswell, 1990; Ono y cols., 1991; Seidl y cols., 1992).
Todas estas lineas se han utilizado en estudios funcionales (Shimizu y cols.,
1988; Maurer y Gorski, 1991} o en estudios de regulacion de la expresion de
moléculas de clase |l (Bénichou y Strominger, 1991; Ono y cols., 1991, Seid|
y cols 1992; Steimie y cols. 1893, Lisowska-Grosspierre y cols., 1994). La
mayoria de estas lineas son defectivas en la expresidon de todas las
moléculas de clase Il

Esta es una de las razones por las que se ha sugerido que los genes
componentes de la familia del MHC de clase Il se regulan coordinadamente
(Sullivan y cols.. 1988; Benoist y Mathis, 1990; Glimcher y Kara, 1992). Los
estudios de sobre varnas lineas celulares mutantes defectivas en la
expresion de todos los tipos de moléculas de clase I, apoyaron esta
hipttesis. Sin embargo, la descripcion de lineas que expresan DR y DP pero
no DQ (Glimcher y Kara, 1992), contradice esta hipotesis.
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hipétesis. Sin embargo, la descripcion de lineas que expresan DR y DP pero
no DQ (Glimcher y Kara, 1992), contradice esta hipotesis.

También se sabe que los diferentes tipos de moléculas de clase Il se
activan en distintos momentos de la diferenciacion celular (Marcadet y cols.,
1985; Symington y cols., 1985; De Preval y cols., 1988), y se ha descrito la
expresion, aunque en baja cantidad, de DQA en una linea celular aislada de
un paciente con una inmunodeficiencia congénita que provoca la no
expresion de moléculas de clase I, Mas resultados que sugieren que los
genes de clase Il no se regulan coordinadamente, vienen de experimentos
de competiciébn con oligonucledtidos sintéticos correspondientes a las
secuencias cis conservadas de diferentes genes, en los gue se analiza la
capacidad de competir entre si en ensayos de retardo en gel (Boothby y
cols., 1989; Celada y cols., 1989). Los datos sobre la capacidad de varios
factores clonados que actuan en trans, para unirse sélo a una subtipo de
genes de clase |I, también apoyan la regulacion independiente. Asi
mXBP/HB16 y hXBP-1, proteinas que se unen a fas cajas X; de Aa y DRa
(Glimcher y Kara, 1992), respectivamente, muestran afinidades diferentes
para los distintos sitios X, de clase Il in vitro. Esos datos sugieren la
existencia de numerosas proteinas que se unen a DNA con afinidad
diferencial para las secuencias conservadas en los diferentes genes. Los
sitios X, y X; de los distintos genes de clase Il pueden ser reconocidos por
diferentes factores reguladores (Glimcher y Kara, 1993).

Ono y cols. (1991) describen un mutante que expresa DQ pero no DR
ni DP, y que cuando se fusiona con un hibridoma de ratdén que expresa ciase
tl murina, recupera la expresion de DR y DQ. Por lo tanto, esta es el primer
casc donde parece estar implicado un factor en frans que es especifico de
isotipo de clase Il. Hasta ahora s6lo se han descrito células en las que existe
diferente regulacioén de los genes de DQ con respecto a DR y DP (Symington
y cols., 1985 Hume y cols., 1989; Blanck y cols., 1990). Estos datos han
sido interpretados indicando la necesidad de otros factores de transcripcion |
ademas de ios de HLA-DR y -DP, para Ia transcripcion de HLA-DQ. EI
fenotipo del mutante descrito por Ono y cols. (1991) sugiere que los genes
de HLA-DR y -DP requieren un factor activador que no es necesario para la
transcripcion de HLA-DQ.
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En varias lineas endoteliales y de melanoma se han descrito
diferentes respuestas de |los genes de clase |l frente a la induccidon por IFN-y
(Anichini y cols., 1988). Los eosinéfilos humanos expresan DR pero no DQ
en respuesta a GM-CSF (Lucey y cois., 1989), ademas clones de células T
CD8", expresan moléculas de HLA-DR y -DP pero no -DQ en superficie
(Diedrichs y Schendel, 1989).

Por o tanto, mientras que la regulacion coordinada de los genes de
clase |l parece ser llevada a cabo a fravés de elementos comunes en cis,
esta regulacion puede ser mediada por factores comunes y/o especificos de
gen que reconocen estos elementos comunes.

Estos datos demuestran que los genes de clase |l pueden ser
regulados coordinadamente, pero que su regulacién puede ser mas fina,
incluso hasta el limite de ser especifica del isotipo de moléculas de clase Il y

que esta especificidad puede llegar a ser de alelo (Andersen & cols., 1991).

6.2 MUTANTES CON ALTERACION EN LA EXPRESION
DE HLA-DP

e MUTANTES CON ALTERACIONES EN FACTORES REGULADORES EN
TRANS.

Hasta el momento no se han descrito otro tipo de mutantes con
expresion diferencial de las moléculas de clase Il que los de Ono y cols.
(1991). Los mutantes descritos en este trabajo son los primeros que
presentan expresion diferencial de HLA-DP con respecto a HLA-DR y -DQ.
Los datos existentes sobre regulacion diferencial de isotipos de clase |l
provenia de lineas que expresaban DR y DP pero no DQ vy viceversa
(revisado en Glimcher y Kara, 1992). Los datos hasta ahora descritos,
hacian pensar que existia una regulacién coordinada de HLA-DR y -DP,
independientemente de HLA-DQ.

Una caracteristica que define a los mutantes estudiados en este
frabajo es que los factores que parecen haber sido alterados no regulan la
expresion de todos lo subtipos de clase |l, sino que son especificos de HLA-

DP. Pueden incluso ser especificos de alelo, en el casc de las lineas
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dipioides, y parecen ser especificos de cadena (o o ) en la mayoria de los
casos.

Que existen diferencias de regulacién entre alelos del mismo isotipos
de moléculas de clase Il ha sido descrito por Andersen y cols. (1991) para
HLA-DQ y por Louis y cols. (1994) para HLA-DRR . Esta diferente regulacion
se basa en el polimorfismo que presentan las secuencias reguladoras de 7
alelos de DQR y en la regidon proximal del promotor de DRR. Estas
diferencias en las secuencias se corresponden con diferencias de unién de
proteinas reguladoras nucleares. Hasta la fecha no ha sido descrito para
HLA-DP tal polimorfismo alélico, aunque algunos datos aportados en este
trabajo se explicarian si existiese. El trabajo de Andersen y cols. Identifica
una importante fuente de diversidad dentro del MHC de clase Il y sugiere ia
posibilidad de que estas regiones polimorficas confieran diferencias en
expresion, capacidad de inducciébn y en especificidad de tejido a las
moléculas de clase Il. Alteraciones en los factores que se unen a estas
regiones polimorficas impedirian seguramente, la normal expresion de las
cadenas impiicadas, generalmente las cadenas R. Asi se podrian explicar las
alteraciones en la expresion de las cadenas R de los mutantes 45 EM1,
45 EM2, 45 EMS, 45.EMQ, 45.EM13 y 45.EM16. Recientemente, Sugarawa y
cols. (1994) han descrito un factor que se une especificamente a la
secuencia nucleotidica promotora de DPA. La union se localiza en dos
secuencias conservadas (S y J) que son necesarias para la actividad
maxima del promotor de DPA. La actividad de esta proteina no afecta a la
transcripcion de otros promotores de clase |l. Seria, por tanto, un factor
activador especifico de cadena, que esta también implicado en la regulacién
de DPA inducida por IFN-y. Han sido descritos otros factores que se unen
especificamente al promotor de DRA (Ting y Baldwin, 1993). Para este
promotor se han encontrado, al menos, dos factores que se unen al
octamero de HLA-DRA, secuencia, ésta, gue s0lo se encuentra en este
promotor. Tenemos, pues, las premisas para entender los resultados
obtenidos en este trabajo. La existencia de factores especificos de isotipo de
moléculas de clase |l, especificos de alelo de clase |l y especificos de

cadena del dimero de clase i,
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Los resultados del Northemn indican que son mayoria los mutantes
que estan afectados en algun factor que regula la expresién de la cadena B.
Los resultados de los grupos de complementacion aportados por los
experimentos de fusiones, indicarian que estarian afectados 4 factores de
regulacién de la cadena B y 1 que regularia la expresion de la cadena o de
HLA-DPw2.

El hecho de que el tratamiento con IFN-y v con iL-4 no restaure la
expresion de las moléculas de HLA-DP en superficie demuestra que la
alteracion de los factores reguladores afectados no se debe a una
disminucion en la capacidad de activacion de estos factores. Mas bien
induce a pensar en una alteracion fisica de los mismos. También demuestra
que estos factores son necesarios para la estimulacion inducible de ios
genes de HLA-DP. Algo similar ocurre en el caso del clon 13 estudiado por
Ono y cols. (1991), que sbio expresa HLA-DQ y en el que la expresion de

HLA-DR y -DP no se recupera después del tratamiento con |FN-y.

La generacion de hibridos somaticos entre mutantes que no expresan
moléculas de clase || ha sido ampliamente utilizado para detectar factores de
transcripcion en los distintos grupos de complementacion localizados
(Bénichou y Strominger, 1991; Ono y cols., 1991; Seidl y cols., 1992; Steimie
y cols., 1993; Lisowska-Grospierre y cols., 1994). Todos ellos han utilizado
lineas celulares mutantes gque no expresaban ninguna molécula de clase |l
excepto en los casos de Beénichou y Stromiger y de Ono y cois., que
utilizaban el clon 13. Por lo tanto, los factores defnidos regulan de manera
general la expresion de clase Il. Nuestro caso es distinto, por que al expresar
los mutantes tanto DR como DQ, implica que los factores generales de
expresion no estan afectados. Por lo que nuestra busqueda se cifie a
factores reguladores en frans y secuencias en cis especificas de DP, de
DPw2 en el caso de los mutantes diploides y ademas, en {a mayoria de los

casos de ios mutantes haploides, especificos de cadena.

Et hecho de que 45.EM1, 45 EM2 y 45.EM5 formen un grupo de

complementacién, parece indicar que puede tratarse del mismo mutante, ya
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que los tres tienen el mismo origen. Sin embargo, puede tratarse de tres
mutaciones diferentes que afecten al mismo factor de regulacion
impidiéndole ejercer su funcién en los tres casos. De la observacion de
fenotipica de las célfulas y de su comportamiento en cultivo, 45.EM1 y
45 EM2, se parecen mas entre si que 45.EM5. Los datos proporcionados por
el anadlisis densitométrico de los RNAmM muestran que los 3 mutantes
expresan la cadena o mas que la linea parental. Sin embargo, 45.EM1 y
45 EM2 ia expresan en mayor cantidad que 45.EMS (Tabla IV). Podria ser,

entonces que sblo fuesen dos mutaciones que afecten al mismo factor.

El caso del 45.EM3 es muy interesante. Es una linea positiva al
fusionarla con 180, lo que implica que ninguna secuencia reguladora en cis
esta afectada, se comprobd, de todos modos, mediante secuenciacion del
DNA, que los genes estructurales no estaban afectados, se detectd RNAm
para las dos cadenas de ias moléculas de HLA-DP y, finalmente, se
identificaron dimeros de HLA-DP en el citoplasma. No hemos podido
concretar si la sefal de fluorescencia proviene de algun compartimento
determinado del citoplasma o se encuentra dispersa por el citosol. Nuevos
experimentos se estan llevando a cabo para dilucidar este punto. De ia
observaciéon al microscopio de fluorescencia parece que la sefial se
encuentra dispersa por el citosol. Esto implicaria que el dimero no es
retenido en el RE y sale al citosol. Esto supondria un fallo en las
chapercninas encargadas de mantener el complejo moléculas de clase -
en el RE. Si fuese asi, ninguna molécula de clase Il se expresaria en
superficie y este mutante seria clase ii-, y no es asi.

Guardiola y cols (1995) han definido una zona de la regiéon 3" que no
se traduce del RNAm de ias cadenas o y B de las moléculas de DR, que
interacciona con dos ©0 mas proteinas que se encuentran
compartimentalizadas en nucleo y citoplasma, y que pueden intervenir en el
procesamiento adecuado del RNAm. Si esta region no se encuentra en el
transcrito el RNAm producido no es retenido en el RER sino que se libera en
el citoplasma donde se asocia a ribosomas libres. Por lo tanto, se pueden
producir moléculas en el citoplasma gue pueden ser reconocidas por AcM.

En nuestro caso, no podemos saber si esta region esta afectada o no ya que
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la estrategia de secuenciacion implica el uso de cDNAs a partir del RNAm
por lo que no podemos asegurar que esa zona ha sido secuenciada o no.
Por otro lado, ha sido descrito para mutantes interespecificos entre
lineas B humana y lineas B de ratén (De Lerma-Barbaro y cols., 1994), que
existe un mecanismo post-traduccional diferente para los tres tipos de
moléculas de clase li, sintetizandose RNAms para las tres moléculas pero
sélo expresandose DR y DP. También detectan dimeros de DQ en el
citoplasma, aungue en baja cantidad, por lo que aseguran que existe un
bloqueo post-transcripcional de las moléculas de DQ. Tal vez estemos ante
un mecanismo similar. De hecho, el anaiisis densitométrico de los niveles de
RNAms para las cadenas a y R de las moléculas de HLA-DP del mutante
45 EM3, muestra que la cadena a se expresa como Ja de la linea parental,

mientras que la cadena B se expresa menos (63% de la expresion de 45.1).

E! hecho de que al fusionar 45.EMS y SJO, los hibridos producidos no
recuperen la expresion en superficie de HLA-DP, supone que no se
complementan ias dos mutaciones y que los dos lineas deben estar dafiadas
en el mismo factor de transcripciéon. Se ha descrito que SJO no tiene una
proteina gue se une a la zona promotora del gen de DRA, aunque este factor
debe unirse también a las otras secuencias de los genes del MHC, porque
activa también ia expresion de DP y DQ, ya que SJO recupera la expresion
de todos los subtipos de moléculas clase |l, cuando es complementado por
fusion.

45 EM9 expresa normalmente, tantc DR como DQ, vy transcribe
normalmente el RNAm para la cadena a de DP, aungue sus niveles de
expresion estan por debajo de los de la cadena o de la linea parental (48%),
por lo que debe existir alguna subunidad especifica para la cadena & de DP
que estad afectada en esta linea celular, asumiendo que sélo un gen, gque
codifica para un factor activador en frans, esta alterado en cada linea
celular.

Bénichou y Strominger (1891) han descrito un caso similar en el que
una linea mutante que no expresa DQ, pero si DR y DP, y sin embargo,
forma grupo de complementacion con otras células que no expresan ninguna

molécula de clase Il. Segun estos autores existen dos posibilidades:
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e La primera es que un factor normalmente activa o se une a, al menos,
dos proteinas o zonas del DNA, cada una especifica para la transcripcion
de los genes de DR/DP y de DQ. Este factor poseeria, al menos, dos
regiones activadoras o reconocedoras.

+ La otra posibilidad es que un mismo gen podria generar distintos RNAms
mediante diferente procesamiento y producir de esta manera, diversos
factores de transcripcion. El producto de estos RNAms seria capaz de
activar los genes de DQ o de DR/DP. Por supuesto, una region comun
seria la encargada de la activacion, pero cada factor poseeria su propio
dominio especifico de reconocimiento. La mutacion de cualquiera de estos
dominios alteraria la capacidad de la proteina de unirse a los promotores
de DR, DP o DQ conduciendo a la expresion diferencial de estas
moléculas y produciendo distintos fenotipos dentro del mismo grupo de
complementacion. En este caso, podemos sefalar que al ser 45.EM9
positivo para DR y DQ y negativo para DP, deben ser, al menos, tres los

posibles dominios de reconocimiento.

En el caso de 45EM13 y 45 EM16 s6lo podemos establecer que
tienen alterado distintos factores de regulacién de la cadena & de la molécula
de DP ya que representan dos grupos de complementacion.

45 EM13 posee una expresion menor del RNAmM de la cadena o de
HLA-DP (33%). Sin embargo, recupera la expresion en superficie del dimero
af} at fusionarse con 180. El factor alterado en este caso, debe afectar a la
regulacion de las dos cadenas y activar su transcripcion | ya que la expresion
en los hibridos formados es normal.

Por el contrario, 45 .EM18 es el unico mutante estudiado que presenta
glterado un factor de regulacion de la cadena o« de DP. Sobrexpresa la
cadena R casi 3 veces respecto de la linea parental 45.1. Tiene un
comportamiento especial en las fusiones somaticas, ya que es el mutante
que produce mayor porcentaje de hibridos positivos cuando lo fusionamos,
independientemente de la linea celular mutante con la que se le fusione. Por

supuesto, forma el solo un grupo de complementacion.
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« MUTANTES CON ALTERACIONES EN SECUENCIAS REGULADORAS
EN CIS.

Las lineas celulares que no recuperan la expresion de las moléculas
de HLA-DP en superficie al fusionarias con la linea 180 (HLA-) pueden tener
alterada alguna secuencia reguladora. Hasta ahora nuestros intentos para
identificar 1a region danada han sido infructuosos. La secuenciacion de las
zonas promotoras posiblemente afectadas, indicdé que ninguna de estas
secuencias divergia de |las secuencias silvestres. La fusion de estas lineas
con la linea 127 que expresa normalmente todos los genes de la linea
parental excepto los genes estructurales de HLA-DPw2, no produjo la
expresion en superficie de moléculas DPw2, excepto en el caso de 45.EM15,
del que hablaremos mas adelante. HABLAR 45 EM14

Por io tanto, la posible alteracién no se debe a algun factor en trans
localizado en {a zona del MHC.

El caso de la linea linfoblastoide mutante 45EM15 es
extremadamente dificil de interpretar. Expresa RNAm para las dos cadenas
de HLA-DPw2, aungue la cadena o en menor proporcion que la de la linea
parental 451 (66.1%). Se han detectado moléculas de HLA-DP en e!
citoplasma mediante tincion citoplasmica y CDF y al fusionaria con 180 no se
producen hibridos positivos. Sin embargo, al fusionarla con 127, se
produjeron hibridos positivos para DPw2. Esto indicaba claramente que este
mutante estaba afectado en un factor que se localizaba dentro de la region
del MHC. Las posteriores fusiones con mutantes negativos con 127
confirmaron estos resultados. Podriamos estar ante un mutante de
caracteristicas similares a 45 EM3.

Al expresar moléculas de HLA-DP en el citoplasma parecia indicar
que el problema radicaria en el transporte de estas molécuias a ia superficie
de la célula. Los niveles de expresion de los RNAms de las moléculas de
HLA-DP, no indicaban que se tratase de un bloqueo post-transcripcional (De
Lerma-Barbaro y cols., 1994), aunque no se puede descartar con los datos
dsiponibles hasta ahora.

Se sabe que en la zona del MHC se localizan genes que codifican

para proteinas implicadas en el procesamiento antigénico y en el transporte
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de proteinas al RE (Cresswell, 1994). También se han localizado en esa
regién los genes de determinadas proteinas implicadas en el mentenimiento
de los dimeros de clase 1l en el RER y en el ensamblaje o6ptimo del
nonamero formado por fa li y las cadenas o y R de clase Il {Cresswell, 1994,
Bénaroch y cols., 1995). Podria ocurrir que una proteina encargada del
mantenimiento de las moléculas de HLA-DP en el RER para su ensamblaje
correcto con la li no funcionase correctamente, y dejase escapar los dimeros
inestables de DP, siendo imposible que éstos alcanzasen la superficie celular
(Bénaroch y cols., 1985).

Otra posibilidad es que estuviese dafado la inorporacion del péptido
a ias moléculas de HLA-DP, aunque si fuese asi deberiamos ser capaces de
detectar aigo de expresion de motéculas de HLA-DP vacias en superficie
(alrededor de un 30% de la expresion de la linea parental (Mellins y cols.,
1991)). Esto no se ha detectado.

El mutante 721.EM5 es interesante ya que es reconocido por AcMs
anti-DP en la misma forma que la linea parental, incluso por el AcM ILR1 que
es especifico de DPw2, diferenciando perfectamente, los dos alelos. Sin
embargo, no es lisado por los CTLs DPw2 especificos. Hasta donde nosotros
sabemos, la linea diploide 721.EMS5, es el primer mutante, seleccionado por
CTLs, que estd afectado en el reconocimiento por parte de CTLs alelo
especificas. Este hecho podria hacer pensar que existe una mutacion en los
genes de las moléculas de DPw2 que impediria la unién del péptido
adecuado y produciria el no reconocimiento por parte de los CTLs. El analisis
de las secuencias de estos genes nos muestra que no existe ninguna
alteracion respecto de los genes silvestres, por lo que, el defecto podria
estar en el procesamiento del péptido. Es decir, debe existir alguna proteina
implicada en el procesamiento del péptido que produce que éste no sea
reconocido en el contexto de HLA-DPw2. Esto implicaria un procesamiento
antigénico especifico de alelo, es decir, que los péptidos presentados por
las moléculas DPw4 son distintos de los presentados por DPw2.
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Figura 42.-Asignacién de funciones a los dominios citoplasmico y
transmembrana de las moléculas de clase |l (en este caso de ratonj},
basado en el analisis mutacional de los mismos. Tomado de Wade
y cols. (1993).

Una alternativa diferente podria ser que un procesamiento distinto del
RNAmM produzca unas moléculas de DPw2 no funcionales. Senju y cols.
(1992) describen que la cadena B de DQ presenta de forma natural una
vaniante que posee un dominio citoplasmico mas corto debido a un
procesamiento alternativo del RNAm. Las células que poseen moléculas de
DQ producidas con esta cadena presentan antigeno peor que una céluias
con la cadena f “normal”.

Los resultados de experimentos en los cuales moléculas de clase |l

fueron analizados en su capacidad de presentar Ag demostraron que casi
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todos los CTLs probados eran incapaces de responder ante moléculas de
ciase Yl con variaciones en los aminoacidos de los dominios citoplasmicos
(Wade y cols., 1993). La funcidon de las moléculas de clase || en las
respuestas inmunitarias mediadas por Ag seria algo mas gue el de una
estructura de reconocimiento pasiva necesaria para la activacion de los
linfocitos T. El anélisis mutacional de las molécuias de clase Il (Wade y cols.,
1993) indica que existe una compartimentalizacion funcional dentro de las
mismas. Mientras la zona N-terminal de la molécula se dedica a la union y
presentacion del péptido, los dominios transmembrana y citoplasmicos de la
molécuia tiene varias funciones. Desde Ia expresion normal de las moieculas
de clase Il en superficie (Cosson y Bonaficino, 1992), pasando por la
transduccion de sefiales hasta las interacciones con otras moléculas en la
membrana plasmatica (Wade y cols., 1993). La importancia de los dominios
citoplasmicos en la presentacion de Ag estd demostrado por estudios con
linfocitos B que expresan moléculas de clase II con estos dominios
truncados. Estas células fallan en la presentacion del Ag a un porcentgje
elevado de las células T probadas.

Aun mas, moléculas quimera con los dominios citoplasmicos vy
transmembrana de clase | y el dominio extracelular de clase i, probadas en
su capacidad de presentacion de Ag, eran entre 10 y 100 veces menos
eficientes en esta presentacion (Kjer-Nielsen y cols., 1990) .

¢ Podemos pensar que la mutacion que presentan 721 EM1, 721.EM2
y 721.EM6 es la misma pero en diferente gradacién o intensidad? ¢ Son
721.EM1 y 721.EM2 ia misma linea, es decir presentan la misma mutacion?
De cualquier forma, ia mutacion sélo afecta a un alelo de DP, por lo tanto,
son factores alelos especificos los afectados, como en el caso descrito para
DQ.

Podriamos pensar que las moléculas expresadas en superficie por las
lineas diploides 721.EM1 y 721.EM2, son moléculas que no presentan
péptido, es decir estan vacias. Segun Mellins y cols. (1991), ta reduccion en
el reconocimiento por parte de AcM anti-DR3 en un mutante afectado en

procesamiento antigénico era debida a ia presencia de un menor numero de
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dimeros de DR3 en superficie debido a la no unién de péptido y al producirse
moléculas inestables que alcazaban en menor numero la superficie para ser

inmediatamente endocitadas y destruidas.

Aparentemente, la redundancia de ios genes es un hecho dentro de
la regién de la respuesta inmune del MHC. Varios genes de estructura similar
pueden haber evolucionado como salvaguarda contra las mutaciones de
estos genes vitales. Esta visidn implicaria que las diferentes isotipos de las
moiléculas de clase il tienen una funciéon idéntica e intercambiable. De
hecho, ratones sin moléculas I-E son inmunocompetentes. La produccion de
moléculas de clase 1l de otras especies en el raton produce la generacion de
clones de linfocitos T restringidos para las nuevas moléculas de clase ll. Otra
alternativa seria la existencia de diferentes funciones para los distintos
isotipos de las moléculas de clase Il. Por ejemplo, se ha propuesto que las
moléculas de HLA-DQ juegan un papel importante en la respuesta de las
células T frente a Ag de la pared de estreptococos. La evidencia de la
diferente regulacién de ios genes de clase || proporciona mas razones para
considerar la posibilidad de que los distintos isotipos de moléculas de clase !

realicen funciones diferentes
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Conclusiones

De los resuitados obtenidos en este trabajo se pueden establecer las
siguientes conclusiones:

1. 45EM3 y 45EM15 son las unicas LCLs mutantes haploides que
presentan mRNA para las dos cadenas de las moléculas de HLA-DP, el
resto de las |.CLs se distribuye de la siguiente forma:

2. Expresan solo cadena «:45.EM1, 45.EM2, 45.EMS. 45 EM7, 45EMS,
45 EMY, 45 EM13 y 45.EM16.

3. Expresan solo cadena 3:45.EM11 y 45.EM18.

4. No expresa ninguna:45.EM14.

5. El andlisis densitométrico del Northern muestra que las LCLs estudiadas
se diferencian entre si por ia distinta expresion de los RNAm para cada
cadena de las moléculas de HLA-DP, lo que demuestra que presentan
diferente regulacion e implica, a su vez, que se trata de LCLs mutantes
distintas.

6. Ninguna de las L.CLs estudiadas defectivas en la expresion de HLA-DP es
capaz de recuperar el fenotipo parental por accion del IFN-y, ni de ia IL-4.
Si se moduia la expresion de HLA-DR y HLA-DQ

7. De la fusion de las LCLs haploides con la linea 180, se puede concluir
que hay lineas afectadas en secuencias reguladoras en c¢is y lineas
afectadas en factores de regulacion en trans.

8. Se ha podido establecer un grupo de complementacion entre las LCLs
mutantes haploides, compuesto por las LCLs 45.EM1, 45 EM2 y 45 EMS5.
Por otra parte. se ha comprobadoe que 45EMS y la linea mutante
defectiva para la expresion de clase I SJO, pertenecen al mismo grupo

de complementacion.
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9. El estudio de las secuencias promotoras comunes para los distintos genes
de clase li de los mutantes afectados en cis mostré que ninguna de ellas
presentaba cambios en su secuencia.

10.De las lineas haploides estudiadas sélo dos expresan moléculas de HLA-
DP en citoplasma: 45.EM3 y 45.EM15.

11.De ios resultados obtenidos con la linea 45.EM3 (negativa en superficie
para DP, postiva en citoplasma para DP, expresion de mRNA para ambas
cadenas y no presentar ningun fallo de secuencia en los genes
estructuraies para HLA-DP) se deduce que puede estar afectado en el
procesamiento antigénico especifico para péptidos presentados por HLA-
DP o en la via de transporte de las moléculas de este locus hacia la
superficie celular.

12.El estudio del defecto de la LCL 45.EM15, muestfra que esta linea tiene
alterado un factor de procesamiento antigénico especifico de HLA-DPw2

13.La LCL mutante diploide 721.EMS5 tiene un defecto de procesamiento de
antigeno que afecta al reconocimiento por parte de las CTLs DPw2

especificas.
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