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"En nuestro empeno de concebir la realidad. nos parecemos a alguien
que trata de descubrir el mecanismo invisible de un reloj, del cual ve el
movimiento de las agujas, oye el tic-tac, pero no le es posible abrir la caja que
lo contiene. Si se trata de una persona ingenijosa e inteligente, podra imaginar
un mecanismo que sea capaz de producir todos los efectos observados; pero
nunca estara segura de si su imagen es la unica que los puede explicar. Jamas
podra compararla con el mecanismo real, y no puede concecebir, siquiera, el
significado de una comparaciéon que le esta vedada. Como ¢él, el hombre de
ciencia creera ciertamente que, al aumentar su conocimiento, su imagen de la
realidad se hara mas simple y explicarda mayor numero de impresiones
sensoriales. Puede creer en la existencia de un limite ideal del saber, al que se
aproxima el entendimiento humano y llamar a este limite la verdad objetiva”

Albert Einstein
Leopold Infeld
1939
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Introduccién

Los antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) fueron definidos
originalmente como moléculas presentes en la superficie celular, responsables del
rechazo de tejidos injertados (Snell, 1981). Estos antigenos estdn codificados en regiones
genéticas similares en todas las especies de vertebrados examinados. En el hombre, los
genes del MHC estdn ubicados en el brazo corto del cromosoma 6, y en el ratén en el
cromosoma 17. Se pueden clasificar en 3 tipos diferentes (Guillemot, 1988): genes clase I,
genes clase [I y genes clase III.

Los genes de histocompatibilidad clase I codifican para la cadena & de un
heterodimero a/p, donde la cadena B estd constituida por 2-microglobulina, codificada
en otro cromosoma. Una de las caracteristicas sobresalientes de esta familia de genes es
el alto grado de polimorfismo que presenta la cadena <. Estos son los llamados genes de
HLA clase I (sigla proveniente de "human leucocite antigen"”), siendo los genes clase I
clasicos HLA-A,B,Cenel hombrey H2K, D, L en el raton. Los nombres HLA-A, HLA-By
HLA-C corresponden a distintos loci, que codifican para moléculas de
histocompatibilidad clase | de tipo A, B, C. Cada individuo posee 2 genes para HLA, 2
genes para HLA-By 2 genes para HLA-C, y expresa en la membrana de sus células 2
antigenosde tipo A, 2 de tipo By 2 de tipo C. Lo mismo ocurre con los genes H2K, D, L en
el raton. Los antigenos de histocompatibilidad clase I se hallan presentes en le
membrana de todas la células somédticas nucleadas del organismo. La funcién de las
moléeculas de HLA clase | estd relacionada con la presentdcion de antigenos por parte de
cualquier célula del organismo al sistema inmune, por ejemplo antigenos provenientes
de una infeccién viral.

Los genes de histocompatibilidad clase II codifican también para un
heterodimero &/, pero en este caso ambas cadenas se hallan codificadas en el MHC y
ambas cadenas presentan alto grado de polimorfismo. Son los llamados genes de HLA
clase I, siendo los princiapales loci HLA-DR, DQy DP en el hombre, I-A ¢ I-E en el ratén.
La expresion de estos antigenos se halla limitada a ciertas células del sistema inmune,
como linfocitos B, macroéfagos y células T activadas (Flavel, 1986). Con la ecepcion de
ciertos tejidos especializados como células de Kuppfer en el higado y células de
Langerhans en la piel, la mayoria de los tejidos son negativos para antigenos clase II
(Reith, 1988). Su funcién estd relacionada con la presentacién de antigenos llevada a
cabo por las celulas presentadoras de antigenos al sistema inmune.



Los genes de histocompatibilidad clase III codifican para los componentes del
sistema de complemento. Estos genes se hallan ubicados entre los genes de
histocompatibilidad clase I y clase [I. pero la funcién de las proteinas codificadas no
esta relacionada con la presentacion de antigenos al sistema inmune.

cién de lo j i 0 ibyljdad

La funcion de moléculas presentadoras de antigenos para los productos de los
genes de histocompatibilidad clase I y clase II se relaciona con el reconocimiento de
antigenos por parte de los linfocitos T. Para ser activados, los linfocitos T deben
reconocer antigenos presentados en la superficie de las células en asociacion con los
productos del MHC. El reconocimiento especifico del complejo antigeno de
hitocompatibilidad-antigeno foraneo por el receptor de un linfocito T constituye [a base
molecular del llamado “reconocimiento restringido por histocompatibilidad”
(Zinkernagel. 1974) Los linfocitos T reconocen antigenos a traves de su receptor
principal (TCR), el cual esta constituido por 2 cadenas, a de 39 a 46 kDa y 3 de 40 a 44
kDa. Las dos cadenas del TCR. al igual que las inmunoglobulinas, presentan variabilidad
clonal y poseen dominios constantes y variables. Dichos dominios estan codificados por
familias de segmentos de genes llamados V (variable), D (diversidad), ] (uniéon) y C
(constante ). (Toyonaga. 1987). Estos segmentos de genes se ensamblan en los linfocitos T
durante su diferenciacion.y dan Jugar a especificidades particulares que corresponden
a diferentes clones. (Meuer. 1984, Allison, 1987). A diferencia del receptor del linfocito
B (una inmunoglobulina) que puede reconocer antigenos en forma “solitaria” o soluble,
el TCR reconoce antigenos solo si son procesados y presentados sobre la superficie
celular en asociacién con productos del MHC.

Los linfocitos T inductores (o "helpers’, TH) reconocen antigenos en la
superficie de células presentadoras de antigenos en asociacién con productos del MHC
clase II. Las celulas que participan en este caso como presentadoras de antigenos son
macrofagos. celulas de Langerhans de la piel. celulas de Kupfer del higado. células
dendriticas del bazo. células endoteliales y linfocitos B (Grey, 1985). Luego de reconocer
antigenos. los linfocitos T inductores se “activan” y cumplen roles regulatorios, por
ejemplo "ayudan” a linfocitos B a producir anticuerpos y a clones de linfocitos T
citotoxicos a expandirse Los linfocitos T citotoxicos (o Tc) reconocen antigenos en
asociacion con moleculas del MHC clase I. y en este caso puede participar cualquier
célula del organismo, ya que todas las celulas nucleadas presentan expresién de



antigenos clase I. Las células T citotéxicas luego de reconocer antigenos se “activan” y
lisan la célula en la cual se ha producido el reconocimiento.

En ambos casos (reconocimiento de antigenos por parte de linfocitos TH en
asociacién con moléculas clase II o por parte de linfocitos Tc en asociaciéon con
moléculas clase 1), el reconocimiento se produce a través de péptidos derivados de los
antigenos correspondientes. Para ser reconocido por linfocitos T los antigenos deben
ser procesados, degradados en péptidos y luego expresados en la membrana celular en
asociacién con los antigenos de MHC mencionados. La funcién de las moléculas del MHC
es unirse a péptidos provenientes de antigenos para presentarios al TCR (Tanaka, 1988).
Existen ademds moléculas accesorias que participan en Ia unién del TCR al complejo
formado por la molécula de MHC-péptido extradio. Estas son: Complejo CD3 (formado por 3
polipéptidos designados como Y, &y €), CD2 , CD4 y CD8 (Allison, 1987). El complejo CD3 se
encuentra unido por un puente salino al TCR en la membrana del linfocito T y su
presencia resulta importante para la uniéon TCR-molécula MHC+péptido. CD2 es una
glicoproteina de 50 kDa que podria intervenir en el mismo fenémeno. CD4 es una
glicoproteina de 55 kDa que expresan en su membrana como monémeros los linfocitos T
inductores y que estd involucrada en la formacién del complejo TCR-molécula de MHC
clase II+péptido. Se observo que CD4 interactua con antigenos de MHC clase Il y
funciona como una molécula de adhsién entre céfulas (Doyle, 1987). CD8 es una
glicoproteina de 32 kDa que expresan como homodiméro (unidas por un puente
disulfuro) los linfocitos T citotdxicos . Esta molécula interviene en la union del linfocito
Tc a su célula blanco, uniéndose al dominio &3 de la molécula de HLA clase I (Salter,
1990).

El reconocimiento restringido por antigenos de histocompatibilidad es por lo
tanto un fenémeno que ocurre entre el receptor del linfocito T (TCR) y péptidos
derivados de antigenos que son presentados en asociacion con moléculas de MHC en fa
membrana de otras células. En esta unién participan ademas otras moléculas, en
particular el complejo CD3 que acompada al TCR y las moléculas CD4 y CD8, que
correlacionan con el tipo de restriccién presentado por los linfocitos T. Podriamos
visualizar este fen6meno en los siguientes términos: la molécula de HLA seria el
"receptor” de antigenos de la célula "blanco” (cualquier célula del organismo) y el TCR
seria el "receptor” del complejo HLA+antigeno de la célula “efectora” (el linfocito T).



Organizacion de los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad

Los genes del MHC estdn ubicados en el brazo corto del cromosoma 6 humano y
en el cromosoma 17 del ratdn La organizaciéon de estos genes varia en estas dos
especies, siendo la estructura presente en el hombre la mas comunmente encontrada en
otras especies. La misma es del siguiente tipo. a partir del centromero se ubican los loci
de los genes clase [I. clase 111 y luego clase 1. En el raton existe una inversion del locus
K. quedando a partir del centémero: locus K (clase I). loci clase II, loci clase Il y loci
clase I (D,L.R.Qay Tl) (Guillemot. 1988)

Hombre

CIIIIIIIII2I2 17010007 2270277277770000777000070070002/27700777700/0777777700077707077707777+
Cromosoma 6 CIPIF121 2722727700200 7220702077702020700702020002700027222200007070000277700072727072200200772727277+
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Cfomosomﬁ 17 ’5‘;;;;///////////////////////////////////
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Locus K A E (C4.S1p) [D.L,R] Qa-23 Tla Qa-|

Clase I In u IHIay 111 I I I

Complejo L H2 ! Tia J
Esquema 1

Organizacion de los genesdel Complejo Mayor
de Histocompatibilidad



En ambas especies los genes clase | constituyen una familia multigénica. Se ha
estimado en base a mapeo por enzimas de restriccién y secuenciacion de clones
genomicos obtenidos a partir de la linea linfoblastoidea humana B-LCL-721, que la
familia de genes de HLA clase I contiene 17 miembros (Koller, 1987). Esta familia estd
organizada en distintos loci: HLA-A, By C, que codifican para los principales antigenos.
Estos loci principales (HLA-A, By C) son altamente polimérficos, esto significa que
existen muchos alelos diferentes entre los individuos de una poblacién. Se han descripto
25 alelos para HLA-A, 32 alelos para HLA-By 11 alelos para HLA-C (Bodmer, 1989).

Recientemente se ha descripto el aislamiento de nuevos antigenos clase I,
llamados HLA-E. HLA-F y HLA-G. HLA-E (0 6.2) produce en ensayos de transfeccion una
proteina de 41 kDa asociada a [2-microglobulina que se expresa intracelularmente.
HLA-F (0 5.4) produce en ensayos de transfeccién una proteina de 40 kDa asociada a [R2-
microglobulina que también se expresa intracelularmente. HLA-G (0 6.0) produce una
proteina de 40 kDa asociada a 2-microglobulina que se expresa en la membrana de las
células transfectadas (Shimizu, 1988). También se ha aislado a partir de la linea
linfoblastoidea B 3.1.0 un c¢DNA correspondiente al gen RS5, cuya expresion puede
detectarse en la membrana de células transfectadas. RS5 presenta similitudes al gen
HLA-E (Srivasta, 1987). Otro gen que se ha descripto es P2B2, clonado a partir de DNA de
un individuo sano, y que por transfeccién produce una proteina de 40 kDa asociada a [2-
microglobulina; su secuencia es similar a HLA-A (Paul, 1987). Por el momento se
desconoce si los nuevos miembros pertenecientes a la familia de MHC clase I estdn
refacionados con los antigenos clase | "no cldsicos” murinos Qa y Tl. Los datos
enunciados implican que existe en el genoma de cada célula por lo menos 6 loci

funcionales para genes de HLA clase | (HLA-A, B,C,E, F, G, Holmes, 1989).
El numero de genes clase | detectados en el raton BALB/C sz por mapeo de

restricci6on y técnica de Southern es de 36 (Steinmetz, 1982). Estos genes se ubican en 4
foci principales: H2K, H2D/H2L, Qa-2,3 y Tla, los cuales han sido definidos por andlisis
serolégico de cepas endocriadas de ratones y han sido mapeados por la técnica llamada
"polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion” (RFLP, Hood, 1982). Los genes
de H2K, H2D y H2L son los genes de MHC clase I "clasicos”, con alto grado de
polimorfismo (para genes K y D existen mds de 50 alelos en poblaciones de ratones
salvajes y endocriados, Hood, 1983) y de expresion en todas las células nucleadas del
organismo. Los genes pertenecientes a los loci Qa y Tl (de los cuales existen por lo menos
30 en cada célula, Winoto, 1983) son menos polimérficos y su expresion se limita a
algunas células del organismo (algunas células linfoideas y estadios tempranos de
células hematopoyéticas para Qa y timocitos para T1, Paul, 1987).

b



Proteinas codificadas por los genes de histocompatibilidad clase |

Las proteinas codificadas por genes clase | son glicoproteinas integrales de
membrana de 44 kDa, altamente polimorficas (Ploegh, 1981). Se piensa que esta
caracteristica de polimorfismo resulta ventajosa para la funcion de estas proteinas en
su rol de presentadoras de antigenos a los linfocitos T La cadena & de 44 kDa se asocia
en forma no covalente a 2-microglobulina, molécula no polimorfica, no glicosilada de
12 kDa codificada en el cromosoma 15 en el hombre y cromosoma 2 en el raton (Kindt,
1984). La asociacion con [(2-microglobulina es un requisito para el transporte y la
expresion de antigenos clase | en la membrana celular. En la membrana. las moleculas
clase | se caracterizan por la presencia de 4 regiones extracelulares, 3 de ellas
pertenecientes a la cadena & codificada en el MHC (dominios al, a2 y &3), y una por
(2-microglobulina. La cadena O contiene ademas una region hidrofébica (que sirve
para el anclado en la membraﬁa) y una region citoplasmatica. En el esquema 2 se
observa una representacién de esta molecula

L ol o2 o3 TMCitop.

A: Gen clase I, B: molécula de antigeno clsse 1. L: péptido lider,
&1 &2 &3 las 3 regiones extracelulares, TM: region trans-
membdranag, Citop.: region citoplasmatica, simbolo S-S: puente
disulfuro, § , m:f 2-microglodulina.

Esquema 2



Los dominios extracelulares al, a2 y &3 poseen 90 aminodcidos cada uno En el
doninio &l (residuos 1 a 90) existe un sitio de N-glicosilacién en posicion 86, tanto en
HLA como en H2. En HLA se ubica aqui la Unica cadena de carbohidratos. mientras que
en H2 hay una segunda cadena en posicion 176 (dominio a2). Las cadenas de
carbohidratos son de tipo complex. estan unidas a Asn y las secuencias alrededor del
sitio de glicosilacion corresponden a la secuencia consenso Asn-X-Thr/Ser (Ploegh,
1981) Las regiones 02, &3, Cl y C2 contienen cada una un puente disulfuro que da lugar
a la formacion de un "loop” entre cisteinas 101-164 y 203-259. Esto ocurre también en la
cadena de (2-microglobulina. Estos “loops” son de aproximadamente {as mismas
dimensiones que los presentes en las cadenas de inmunoglobulinas (Orr. 1979). La
region de transmembrana es altamente hidrofobica (no contiene residuos cargados nf
polares), tiene una longitud de 24 aminodcidos y es similar a otras presentes en
proteinas que atraviesan la membrana La region citoplasmatica contiene 31 residuos
en HLA (32 en H2) y es de caracter hidrofilico, con un 50% de residuos polares. Se ha
observado que esta region sufre fosforilacion en residuos serina. tanto en HLA como en
H2 En los genes HLA-B7. A2. CW3 y pseudogen 12 4 el sitio primario de fosforilacion es
serina 335y para los genes HoKP y HzLd es serina 333 (Guild, 1984). También existe en
esta regiéon una agrupacion de residuns basicos (a continuacion de la region
hidrofobica) que probablemente interactuan con los fosfolipidos cargados
negativamente de la membrana celular y juegan un rol en el anclado de este antigeno
(Ploegh. 1981).

En cuanto a la estructura tridimensional de fos antigenos HLA, se conoce su
estructura cristalografica (HLA-A2 Bjorkman. 1987) La caracteristica mas relevante de
estos antigenos es que los dominios &l y &2 se combinan para formar una estructura
compatible con su funcion de union de ligandos, ya que la misma es tal que permite la
formacion de un "bolsillo” 0 "hendidura” Las dimensiones de esta hendidura son de 25 x
10 4. lo cual resulta suficiente para acomodar peptidos en estructura & helice o
conformaciones mas extendidas (se describen mas detalles de esta regién en la seccion
"Polimorfismo de genes clase ["). Se descubrio ademas en el analisis cristalografico que
existia en esa hendidura un material extrann que no provenia de la secuencia de la
cadena a de HLA-A2 ni de 32-microglobulina. La naturaleza de este material no fue bien

definida, sugiriendose que representaba una mezcla heterogenea de peptidos unidos.



Estructura de Jos genes de HLA clase |

Los genes clase | del Complejo Mayor de Histocompatibilidad constituyen una
familia multigenica. con ciertas caracteristicas particulares. Existen en esta familia
muchos genes y lambién pseudogenes que presentan homologia en ciertas regiones y
difieren en otras. Los genes de HLA clase | se han estudiado por técnicas de DNA
recombinante a partir de 1980, utilizando sondas de cDNA que sirvieron para hibridizar
DNA genomico por la tecnica de Southern y para aislar clones a partir de genotecas
construidas en fago A o cosmidos (Jordan, 1985, Parham. 1989). La estructura de estos
genes se describio por secuenciacion del primer gen humano de clase | clonado (que
resulto ser un pseudogen. Malissen. 1982) y coincidié con la estructura descripta para el
primer gen clonado de clase I murino (que tambien resultd ser un pseudogen,
Steinmetz, 1981). Asi se observo que cada dominio de fa cadena & de una molécula clase
| estaba codificado por un exon de un gen clase I (salvo en el caso del dominio
citoplasmatico) El exon 1 codifica para el péptido lider, los exones 2, 3 y 4 para los
dominios extracelulares al. a2 y a3 y el exon 5 para el dominio de transmembrana. El
dominio citoplasmatico esta codificado. en general, por los exones 6y 7 en el hombre.
Existen algunos genes donde el marco de lectura continua en el exon 8 (HLA-A3 y HLA-
CW3.Strachan. 1984) En estos casos el exon 8 codifica para un solo aminoacido, luego del
cual se ubica el codon de terminacion. A continuacioén se ubica una regién no traducida
de 400 pb (llamada 3UT), y luego se observa una sefal de poliadenilaciéon convencional
(AATAAA) Observamos un esquema aproximado de la estructura en la figura 2.

Se han desarrollado tecnicas que permiten confirmar si un determinado gen de
HLA clonado es funcional (esto es. que no corresponde a un pseudogen) y por otro lado,
que permiten asignar serotipos a estos genes clonados. Esto puede realizarse mediante
transfeccion de celulas eucarioticas. en general celulas Ltk~ (fibroblastos de raton),
(Hood. 1983, Jordan 1985. Guillemot. 198%. Parham. 19%9) En este sistema la cadena o de
fa molécula de HLA debe asociarse con 32-microglobulina de ratén. lo cual en muchos
casos no presenta inconvenientes Existen algunos genes de HLA para los cuales esta
asociacion no resulta exitosa, y esto provoca que el gen en cuestion no se exprese en la
membrana Para solucionar este problema se idearon sistemas complementarios, como
celulas L que expresan [2-microglobulina humana introducida por transfeccion (Rein,
1987). o lineas celulares humanas que han perdido su expresion de HLA-A, B, C
(mutantes de linfocitos B. Parham 19%9) Mediante el uso de estos sistemas se ha
comprobado la funcionalidad de genes de HLA clonados y se han podido asignar



serotipos por técnicas inmunolégicas, analizando los productos de genes transfectados
(Guillemot, 1988, Jordan, 1985, Parham, 1989).

La correspondencia entre estructura y funcién de genes clase I fue analizada
utilizando las técnicas de "barajado de exones" (exon shuffling) y mutagénesis “in
vitro”, seguidas de transfecciones en células eucariéticas y diferentes técnicas para
observar las caracteristicas serologicas y funcionales de los genes en estudio. Asi se
observé que los primeros 3 exones de un gen HLA (que codifican para el péptido sedal y
dominios al y a2) son los que determinan su especificidad serolégica, lo cual no es
sorprendente ya que codifican para la parte mds polimorfica de la molécula (Jordan,
1985). En los experimentos donde el intercambio involucra sélo uno de los dos primeros
dominios (por ejemplo dominio al de HLA-A3 unido a dominios a2 y a3 de HLA-B7) se
pierde la reactividad para anticuerpos especificos contra los dos antigenos originales
(HLA-A3 y HLA-B7). Esto sugiere que los dominios al y a2 interactdan de tal forma que
la molécula adquiere su estructura tridimensional y expone los epitopos reconocidos por
anticuerpos. Los mismos resultados fueron obtenidos en el sistema murino (Ozato, 1983).
También se utilizé esta estrategia para estudiar cuales de los dominios de 1a molécula de
HLA estdn involucradas en el reconocimiento por parte de los linfocitos T citotoxicos.
Esto fue particularmente exitoso en el sistema murino, donde genes de H2 se
transfectaron en células L de ratén y pudo producirse reconocimiento especifico por
parte de linfocitos T citotéxicos. Asi se comprobé que los dominios al y a2 son

escenciales para este reconocimiento (Allen, 1984).

Al analizar por la técnica de Southern el DNA genémico de un individuo usando
como sonda una regién extensa de un gen o un cDNA clonado de HLA, se observa un
patrén complejo (con la aparicién de muchas bandas), ya que al existir homologia entre
varios genes de HLA presenws'en el genoma, se observa hibridizacién positiva para
gran parte de ellos (Kindt, 1984, Jordan, 1985, Biro, 1983, Parham, 1989). La complejidad
de los patrones observados motivé la busqueda de sondas especificas, que pudiesen
reconocer solo una parte de los genes de HLA, particularmente sélo uno de los loci, ya
sea HLA-A, Bo C. Por analisis de secuencias de genes clonados se observo que el extremo
3' no codificante presentaba la caracteristica de especificidad de locus, y por lo tanto se
utilizé esta region de los genes de HLA para derivar sondas especificas (Jordan, 1985,
Koller, 1984). El uso de estas sondas permiti6 simplificar, al menos en parte, la
complejidad de los patrones observados al realizar un "Southern” de DNA gen6mico, ya
que sblo se observan los genes correspondientes a un unico locus. La disponibilidad de
tales sondas permiti6 ademds, realizar estudios correlacionando alelos definidos
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serolégicamente con fragmentos especificos de DNA producidos por enzimas de
restriccion. Esta técnica, llamada “polimorfismo de longitud de! fragmento de
restriccion” (RFLP) define los llamados "alogenotopos”, o sea fragmentos que presentan
polimorfismo y se producen en el DNA de ciertos individuos pero no en el de otros. Se
establecieron de esta forma varias correlaciones eatre alogenotopos y moléculas clase |
definidas serolégicamente (Cohen, 1983).

Polimorfismo d lase |

Una caracteristica particular de los genes clase | es su alto grado de
polimorfismo. Se ha estimado que existen entre 50 y 100 alelos de moléculas clase I en el
hombre y también en el ratéon (Guillemot, 1988). Como se menciondé anteriormente,
existen 23 alelos definidos para HLA-A, 32 para HLA-By 11 para HLA-C. Estos numeros,
de todas maneras, subestiman el numero total, ya que existen antigenos que pueden ser
idénticos en su respuesta a antisueros pero distinguibles por otros criterios (Parham,
1989). La comparacion de las secuencias de moléculas de HLA-A, B, C muestra un patron
complejo de variaciones de aminodcidos que es diferente del encontrado en otras
familias de proteinas polimérficas (como por ejemplo las variantes de hemoglobinas).
En estas familias las variantes difieren de la secuencia consenso solamente en 2 0 3
aminodcidos, y la secuencia consenso es claramente el ancestro comun de las variantes.
Por el contrario. no hay alelos predominates entre los loci de HLA-A, B, C y todas las
secuencias tienen multiples diferencias con la secuencia consenso (Parham, 1989).

Existen posiciones de polimorfismo a lo largo de toda la molécula de HLA
expuesta en la superficie celular (dominios al, a2 y a3). Sin embargo, si se definen
posiciones de alta variabilidad y de baja variabilidad, observamos que los sitios de alta
variabilidad se encueatran en los dominios &l y a2, siendo el dominio &3 altamente
conservado. Esta caracteristica de la regién «3 estd relacionada al requerimiento de
combinacion de ese dominio con la molécula de (2-microglobulina (Guillemot, 1988). En
base al criterio de alta variabilidad pueden definirse 17 posiciones a lo largo de los
dominios &l y 2. De estas posiciones de alta variabilidad, |5 se encuentran en la zona
definida por andlisis cristalogrdfico como la que potencialmente puede interactuar con
péptidos antigénicos o con el TCR de los linfocitos T. Estos son los residuos 9, 62, 65, 66,
67,70,71,77,80 para el dominio al y residuos 95, 97, 114, 116, 156, 163 para el dominio
a2, en el gen HLA-A2 (Bjokman, 1987 (2]). Esto implica que las posiciones de alta

variabilidad estdn directamente ianvolucradas en la interaccién con péptidos

10



antigénicos y con TCR. Las varfaciones que se observan serian consecuencia de la
diversidad necesaria para modificar estas interacciones. En esencia, esto explicaria la
funcionalidad y la ventaja selectiva del polimorfismo en los genes de HLA (Parham,
1989). Ademds de las 20 posiciones de alta variabilidad, existen 71 posiciones de baja
variabilidad diseminadas a lo largo de toda la molécula de HLA. Estas sustituciones
podrian influenciar las interacciones con peptidosy receptores de linfocitos T causando
perturbaciones conformacionales indirectas.

En cuanto a los mecanismos que han podido generar e! polimorfismo de genes
clase I en el hombre y en el raton, se supone que puede tratarse de procesos tales como
mutaciones puntuales, recombinacién reciproca o recombinacién no reciproca

(conversién génica), (Guillemot, 1988 ).

Ademds del polimorfismo, existe otra caracteristica particular que presentan los
antigenos de histocompatibilidad clase | y que es el llamado "desequilibrio de unién”
("linkage desequilibrium"”). Este fen6meno consiste en la asociacién de 2 alelos de
distintos loci con una frecuencia mayor que la esperada para una poblacién en
equilibrio. Tal es el caso, por ejemplo, de los antigenos HLA-A]l y HLA-BS, donde la
frecuencia esperada de este haplotipe (calculada en base a la frecuencia de aparicion de
cada antigeno en forma individual) es de 1,6% en la poblacién, pero la frecuencia
observada con que se presenta es de 8.8%. El origen de este fenémeno se desconoce, se
han sugerido 2 posibilidades para explicarlo: que la aparicién de una especificidad
particular sea relativamente reciente y no haya habido tiempo suficiente para que los
eventos de recombinacion la distribuyan entre los cromosomas de la poblacién, o que
eXista algun mecanismo que favorezca la asociacién o seleccién de cierto par de genes
(Roith, 1985, Sachs, 1984).

Se ha observado que existe asociacién entre ciertas enfermedades y
determinados haplotipos de HLA. Estas enfermedades generalmente contienen un
componente autoinmune, y algunas de ellas son: espondilitis anquilosante, esclerosis
multiple, artritis reumatoidea, enfermedad celiaca y diabetes mellitus insulino-
dependiente. En el caso de espondilitis anquilosante el 95% de los pacientes son
serologicamente HLA-B27 (si bien solo el 2% de individuos HLA-B27+ desarrollan la
enfermedad). Se piensa que el producto de este alelo prodria estar directamente
involucrado con el desarrollo de la enfermedad (a través del desarrollo de una
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enfermedad autoinmune que podria comenzar con una infeccién viral o bacteriana del
tejido blanco). Otra explicacién posible para la asociacion de las enfermedades
mencionadas y la expresion de determinados alelos de HLA seria que exista
“desequilibrio de unién” entre el gen de HLA en cuestién y otros genes directamente
responsables de las enfermedades. Se desconocen por el momento los mecanismos
precisos de las asociaciones mencionadas (Benjamin. 1990, Guillemot, 1988).

xpresion de antj os de his ibilid

Los antigenos de histocompatibilidad clase I se expresan en todas las células
somdaticas nucleadas del organismo, pero el nivel de su expresién puede variar entre
distintos tejidos o distintos tipos celulares. Existen células somaticas que expresan bajos
niveles de antigenos clase I, como por ejemplo fibroblastos y células musculares. Las
células del sistema inmune tienen en cambio relativamente altos niveles de expresion
de antigenos clase [ (Guillemot, 1988). En el hombre todas las células del organismo
expresan antigenos HLA clase |, menos los eritrocitos. espermatozoides y células del
trofoblasto (frontera celular entre el feto y la circulacion materna), ( Bodmer, 1981). En
el raton la expresion de HLA clase | comienza durante el desarrollo embrionario, la
transcripcion de genes clase | comienza en el dia 9 del desarrollo y se detectan
antigenos en la superficie celular en baja cantidad a partir del dia 10. Previamente al
dia 9 la expresion de antigenos clase I puede ser inducida por IFNYy. En el dia del
nacimiento la mayoria de las céluias del organismo expresan antigenos clase | en su
superficie (Ozato, 1985).

Se ha observado alteracién de la expresion de antigenos clase | en células
tumorales, que puede ser de dos tipos: alteraciéon cualitativa (generacién de nuevos
antigenos clase [) o alteracién cuantitativa (supresién o pérdida de antigenos clase [),
(Tanaka, 1988). En el caso de presentacion de antigenos clase I alterados, se supone que
esto puede ser debido a multiples eventos de recombinacién entre los genes clase |
endbgenos, lo cual ocurriria durante el proceso de la tumorigénesis. Esto implica que los
mismos mecanismos que generan la diversidad de antigenos de MHC serian los
responsables de crear diferentes especificidades en células tumorales. En el caso de
pérdida de expresién, se supone que ciertos virus han desarrrollado estrategias para
reducir la expresioﬂ de antigenos clase I en las células que infectan. La reduccion de la
expresién de estos antigenos en la célula infectada llevaria a un “"escape” del
reconocimiento por parte del sistema inmunolégico (ya que un célula infectada que
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exprese en su membrana antigenos virales asociados a antigenos de MHC clase I serd
lisada por linfocito Tc). Esta regulacion negativa de antigenos clase | podria estar
involucrada en el desarrollo de leucemias causadas por retrovirus bovinos. Se conoce
ademds el caso de disminucién de expresién de antigenos clase I producida por
adenovirus. Se ha observado que Adenovirus 12 (Ad12) reduce el nivel de antigenos
clase I y es de tipe oncogénico (tiene alta capacidad de inducir tumores). Las células
transformadas por .Ad12 tienen un nive! muy disminuido de mRNA proveniente de
genes clase |, pero esta disminucién puede ser revertida por tratamiento con IFN. Se
supone que los mecanismos por los cuales Adl2 disminuye la expresiéon de antigenos
clase I pueden involucrar cambios en el procesamiento post-traduccional de los mRNA,
o tal vez alteraciones en su estabilidad. Por el contrario, Adenovirus 5 (Ad5) no reduce
la expresiéon de antigenos clase I y no es un virus oncogénico en roedores. Los casos de
disminucién de expresion de antigenos clase | tienen serias implicaciones clinicas, ya
que la supresion de la expresion de estos antigenos es directamente responsable de
evitar que las células tumorales sean reconocidas por el sistema inmune (Tanaka, 1988).

Existen varios faclores que intervienen en la regulacion de la expresion de los
antigenos de histocompatibilidad clase [:

1. Elementos con accion ep cis

La regulaciéon de los genes que codifican para los antigenos clase I estd
influenciada por varias secuencias regulatorias y factores asociados, lo cual hace que
existan varios mecanismos responsables de la regulacién (como ocurre con muchos
genes eucarioticos, Brown, 1981). Existen 3 secuencias importantes para la iniciacion de
la transcripcién y que en conjunto se definen como promotor: el sitio de iniciaciéon de la
transcripcion (sitio "cap”), la llamada "TATA-box" y la llamada "CAAT-box". Estas
secuencias se ubican siempre en la region 5' no traducida de los genes y sus posiciones
relativas no presentan grandes variaciones (Breathnach, 1981, La Thangue, 1988,
Hatzopoulos, 1988). Estas secuencias se hallan normalmente presentes en los genes clase
I. En el raton existen secuencias tipicas del tipo "CAAT" y "TATAAA" ubicadas a 50 y 25
pb. 5 del sitio “cap” respectivamente (Kimura, 1986, Arnold, 1984). La mayoria de los
genes clase | humanos contienen una secuencia "CAAT" tipica y una variante de la
secuencia "TATAAA", que es "TCTAAA" (Ways, 1985, Malissen, 1982, Guillemot, 1988). En
el gen HLA-CW3 las secuencias "CAAT" y "TATAAA" han sido reemplazadas por "CGGT" y
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"TCTGAA" (Sodoyer, 1984), lo cual se ha postulado como una posible explicacion del bajo
nivel de HLA-C en al superficie celular, comparado con el nivel de HLA-A y B
(Guillemot, 1988).

Existen otras secuencias que constituyen sefales que modifican 1a actividad de
los promotores: son las llamadas secuencias “enharcers” o activadores, las cuales han
sido definidas como secuencias que aumentan la eficiencia de transcripcién en una
forma relativamente independiente se su posicién y orientacién respecto de un gen
determinado (Khoury, 1983, Moller, 1988, Maniatis, 1987) Estas secuencias generalmente
actuan en forma tejido especifica, como en el caso de expresién de genes de
inmunoglobulinas (la misma se halla limitada a cierto estadio de diferenciacién de
linfocitos B). Otra caracteristica que presentan algunos "enhancers” es proveer
respuesta especifica a ciertos estimulos, como shock de temperatura, metales pesados,
factores de crecimiento y hormonas esteroideas (Maniatis, 1987).

Existen secuencias del tipo "enhancer” en los genes de HLA clase I y las mismas
han sido estudiadas en varios genes. Para el promotor del gen H2KP se observa que
existen 2 secuencias "enhancer” en posiciones -213 a -165 ("enhancer” A) y -120 a -61
("enhancer” B) respecto del sitio cap. Estas secuencias tienen la capacidad de aumentar
la actividad transcripcional del promotor de conalbumina asociado al gen CAT en
ensayos de transfeccién transiente en células 3T6 y Ltk~ (Kimura, 1986). Para el
promotor del gen H2Ld se ha definido una zona llamada “elemento regulatorio de clase
I" (CRE), ubicada en posiciones -195 a -161 respecto del sitio cap. El elemento CRE tiene
la capacidad de aumentar la actividad transcripcional del promotor de SV40 asociado al
gen CAT, en ensayos de transfeccion transiente en células NIH3T3. Para el gen HLA-B7
se han descripto "enhancers” que pueden funcionar sobre el promotor de SV40 asociado
al gen CAT en ensayos de transfeccion transiente en células Ltk™. Los mismos se
encuentran en posiciéon -252 a -68 respecto del sitio cap y también en los intrones 3y 5
(Ganguly, 1989).

Ademds de estos "enhancers”, existe otro elemento que es la llamada secuencia
"IFN-sensible”, definida originalmente para los genes de HLA-A3, HLA-DRa, pseudogen

HLA12 4y gen de metalotioneina II (Friedman, 1985) y encontrada luego en otros genes
cuya expresion es estimulada por IFN. En el promotor del gen de Hsz esta secuencia se

ubica en posicién -165 a -137 respecto del sitio cap, la misma tiene la capacidad de
conferir la propiedad de ser inducible por I[FNa/Bal propio promotor y al promotor de
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conalbumina asociado al gen CAT en ensayos de tranfeccion transiente ea células 3Té
(Israel, 1986). La secuencia consenso {lamada "IFN-sensible” es la siguiente:

G c
TTCNCNACCTCNGCAGTTTCTCCTTTCTCT

“core”

Para el promotor del gen HoLd se ha observado también la presencia de esta
secuencia en posiciones -167 a -139 respecto del sitio cap, con caracteristicas
funcionales similares, esto es, confiere la propiedad de ser inducible por IFNa/p al
promotor de SV40 asociado al gen CAT en ensayos de transfeccion transiente en células
NIH3T3 (el IFNY también produce un aumento de la transcripcién en este caso, pero de
una manera independiente de la dosis, y se sugiere que tal vez el efecto en este caso sea
de tipo postraduccional, Sugita, 1987). Para el gen HzLd se ha observado que secuencias
ubicadas hacia 3’ del sitio de iniciaciéon de la transcripcién tienen la propiedad de
conferir induccion por IFNY al promotor del virus de leucemia felina (FelV) en
ensayos de transfeccién en células L (asociando el gen completo sin su promotor al
promotor viral y detectando el antigeno en la superficie de las células transfectadas por
radioinmunoensayo, Korber, 1987).

Para el promotor del gen Hde la secuencia "IFN-sensible” se ubica en posicién
-165 a -136 respecto del sitio cap y se observo que confiere la propiedad de ser inducible
por [FNa/Be IFNY a su promotor en células L (Korber, 1987).

Secuencias del tipo "IFN-sensible” se han descripto también para otros genes
que presentan la caracteristica de ser inducibles por IFN. En el caso del gen de 2'.5'-
oligoAsintetasa humana se ha definido una region entre posiciones -159 a -87 respecto
del sitio cap llamada E-IRS. La misma es capaz de aumentar la actividad del gen CAT en
ensayos de transfeccion en células Hela al recibir estimulacién con IFNa/Bo IFNY. Esta
regién puede ser dividida en 2 "enhancers”, A (<159 a -109) y B (-109 a -87). Ambos son
necesarios para que el promotor de este gen sea activo, y ademds, el elemento B es capaz
de conferir inducibilidad por IFNB al promotor de timidina kinasa (TK) ea ensayos de
transfeccion en células HeLa (Benech, 1987) y células COS (Rutherford, 1988). En el gen
6-16 (que codifica para una proteina de 12 kDa) se ha localizado una secuencia con
homologia a la secuencia "IFN-sensible” en posiciéon -168 a -89 respecto del sitio cap.
Esta secuencia puede conferir la propiedad de ser inducible por por IFNa al promotor
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TK en ensayo de transfeccion en células Ltk™ (Porter, 1988). Para el gen ISG-15 humano
(que codifica para una proteina de 15 kDa), la region comprendida entre posiciones -115
a -96 respecto del sitio cap puede conferir al promotor TK la propiedad de ser inducible
por IFNa en ensayos de transfeccion transiente en células HeLa (Reich, 1987). Para el
gen 9-27 humano (que codifica para una proteina de 125 aminodcidos y pertenece a la
familia de los genes {lamados {-8) existe una secuencia con homologia a la secuencia
"IFN-sensible” en posicién -172 a -160 respecto del sitio cap. La misma es capaz de
conferir la propiedad de ser inducible por IFNc e IFNY al promotor TK en ensayos de
transfeccion transiente en células HeLa (Reid, 1989). Para el gen de Z-microglobulina
no se han observdo homologias muy significativas con los "enhancers” descriptos para
el gen Hsz. Solamente se observa homologia pa:rcial en la region -115 a -146 respecto
del sitio cap del gen de (2-microglobulina al compararlo en forma invertida con la
regién -141 a -171 respecto del sitio cap del gen H2KDP (zona de “enhancer” A y
secuencia IRS). La region mencionada del gen de (2-microglobulina tiene también
caracteristicas de "enhancer”, ya que es capaz de aumentar |a actividad del promotor de
conalbumina asociado al gen CAT en ensayos de transfeccién transiente en células 3T6
(Kimura, 1986). .

En los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase II también se ha
encontrado la secuencia "IFN-sensible”, como se mencioné anteriormente. En el gen de
HLA-DRa se localiza en posicion -600 respecto del sitio cap, pero no se ha confirmado su
participacién en la induccion por IFNY de este gen. Se han definido otras secuencias
regulatorias como las llamadas X e Y (posicién -95 a -108 y -63 a -74, respectivamente,
para el gen HLA-DRa, Reith, 1988). Las secuencias X e Y se hallan muy conservadas
entre los genes clase Il humanos y murinos. Existe también otro tipo de secuencia
llamada "octdmero” (posicion -45 a -52 en el gen HLA-DRa), que presentaria
caracteristicas similares al “octimero” presente en los promotores de genes de
inmunoglobulinas, virus del sarcoma de Rous (SV40) e histona humana 2B. La regién
constituida por los elementos X, Y y octdmero participa en la expresion del gen HLA-
DR, se observé que asociada al gen CAT produce su expresién en lineas de linfocitos B

(Raji) pero no en lineas de linfocitos T (H9). Esto indicaria que estos elementos, ademds
de estar involucrados en la expresién del gen HLA-DRa, participan en el fenémeno de

especificidad de tejido de la expresion de los genes HLA clase II (Sherman, 1987).

Posteriormente se demostré que la region ubicada entre -141 a -109 es necesaria para
producir la respuesta a IFNY (adosando distintos fragmentos del promotor al gen CAT y

realizando transfecciones transientes en células de glioblastoma humano). La regién
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comprendida entre -14] a -109 contiene un septdmero (posicion -131 a -125) que se
halla presente también en los genes Eqd, Epd, DQBy Agb, que se propone como elemento
"IFN-sensible” de genes clase II y que es distinto del elemento descripto para genes
clase [ (Basta, 1988).

Parael gen HLA-DQB se han definido zonas de regulacién positiva y negativa de
la transcripcion, con la participacién de 5 elementos: dos elementos que proveen una
alta eficiencia de transcripciéon (posiciones -114 a -100 y -80 a -67), un elemento
responsable de la induccién por IFNY con homologia parcial a la secuencia "IFN-
sensible” de genes clase I (posicién -159 hacia 3') y 2 elementos con influencia negativa
sobre la trancripcién (posicién -128 hacia 5’ y posicion -128 a 107). Esto fue analizado
por transfeccion estable de diferentes construcciones del promotor de este gen en la
linea de fibroblastos M1XP (xeroderma pigmentosa), y deteccién de mRNA en ensayos de
proteccion a RNAsa (Boss, 1986). Para el gen clase 11 murino EqK se observé que la
region {lamada "enhancer Y" (posicién -60 a -46 respecto del sitio cap) es necesaria
para la induccion por IFNY de este gen (andlisis de mRNA por mapeo con nucleasa Sl en
macrofagos peritoneales de ratones transgénicos para distintas construcciones del gen
mencionado, Dorn, 1987). Estos son los elementos que aparecen involucrados en la
regulacion en cis de la expresion de genes HLA clase II, aunque su funcién precisa es
todavia poco clara (Reith, 1988).

Podemos observar que existen varios elementos involucrados en la regulacién
en cis de los genes de HLA clase I y también clase II. Sobre estos elementos ejercen su
influencia factores reguladores de acciéon en trans que describiremos en la seccion
siguiente.

2.Elementos de accion en trans

Ademds de los elementos en cis que participan en la regulacibn de la
transcripcion, ejercen influencia varios factores codificados en otros genes. Estos
factores de accion en trans actuan uniendose en forma especifica a dichas secuencias
reguladoras cis y producen activacién del gen en cuestién. Se han descripto varios tipos
de factores de accion en trans, algunos de ellos generales para {a mayoria de los genes
eucaribticos (como factores transcripcionales que permiten la acciéon de la RNA
polimerasa II) y otros restringidos promotores y “enhancers’ con caracteristicas
particulares (como especificidad de tejido, respuesta a hormonas, etc.).
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Mencionaremos en primer término los factores transcripcionales
fundamentales para la accién de la RNA polimerasa II. Esta enzima es la responsable de
la transcripcién de todos los genes que codifican para proteinas y estd compuesta por
varias subunidades (Lillie, 1989). La accién de la RNA polimerasa Il depende de varios
factores fundamentales, ya que la misma no puede iniciar la transcripcién de templados
"in vitro” a menos que sea suplementada con una serie de factores celulares que
proveen reconocimiento especifico para las secuencias promotoras minimas (La
Thangue, 1988). A partir de extractos celulares crudos han sido aislados 5 factores,
TFIIA, IIB, IID, IIE, IIF. Se conoce en particular la accion de TFIID, que es el factor que
reconoce y se une a la secuencia "TATA-box" y el gen que lo codifica ha sido
recientemente clonado a partir de levaduras (codifica para una proteina de 27 kDa y
tiene capacidad de unirse al promotor tardio principal de adenovirus, con afinidad por
la "TATA-box, Horikoshi, 1989). Un modelo de ensamblado de todos estos factores se
describe en el esquema 3 (La Thangue, 1988):

Promotor minimo

TEIIA
TEIID

Promotor-TEIlA- TEIID

RNA pot I1

TEIIE-TE1IB
TEIIE

Complejo de [ Promotor -TEIIA -TFIID

preiniciacion | RNA pol I1-TEIIE -TEIIB -TEIIE
NTPs

Iniciacién de la transcripcion

Esquema 3

18



Inicialmente, TFIIA influenciaria el DNA de alguna manera que facilitaria la
union de TFIID, permitiendo de esta manera el reconocimiento del promotor por la RNA
polimerasa II. Luego se unirian los factores TFIIE, TFIIBy TFIIF generando un complejo
de preiniciacién que tiene la capacidad de responder rapidamente a la adicion de
nucledtidos trifosfato.

Ademds de estos factores que tendrian la caracteristica de ser comunes al
funcionamiento de los promotores sobre los que interacciona la RNA polimerasa II,
existen otros especificos para determinadas secuencias presentes en ciertos promotores,
"enhancers” y elementos que proveen respuesta a hormonas en el DNA. La interaccion
de dichos factores con el DNA lleva a la activacion del gen en cuestién.

Se han descripto varios factores de unién especifica a promotores, y
"enhancers”, mencionaremos algunos de ellos:

Factor Spl: Presenta unién a las secuencias GGGCGG ("CG-box") de! promotor de SV40.
Fue aislado a partir de células Hela, produce proteccién en ensayos de digestién por
DNAsal y activacion de! promotor de SV40 en ensayos de transcripcion "in vitro”
(McNight, 1986). Est4 constitido por 2 polipéptidos de 105 y 95 kDa y tiene capacidad de
unirse a secuencias consenso presenle en promotores de otros genes como
metalotioneina IIA, dihidrofolato reductasa y promotor inmediato tardio de virus de
Herpes simplex (La Thangue, 1988). Se ha clonado un cDNA de este factor a partir de
células HeLa y su region de unioén al DNA es del tipo “zinc-finger” (Kadonaga, 1987).

Factores de unién a "CAAT-box": Existe una familia de factores transcripcionales que se
unen a la secuencia CCAAT, originalmente definidas para el promotor TK de virus de
Herpes simplex. Se observd que la presencia del factor CTF activa la transcripcién "in
vitro” de! promotor TK y tiene capacidad de unién a la secuencia CCAAT en ensayos de
proteccion a DNAsa con extractos de células HeLa (Jones, 1985). El factor CTF reconoce la
misma secuencia que el factor NF1, que estimula la iniciacion de la replicacion "in
vitro” de adenovirus. La purificacion de ambos factores CTF/NF1 por cromatografia de
afinidad produce una familia de polipéptidos entre 52 y 66 kDa, con capacidad de
estimular la transcripcién "in vitro” del DNA (La Thangue, 1988). Existe otro factor de 20
kDa, llamado CBP, que se une a la secuencia CCAAT del promotor de SV40, virus de
sarcoma murino y virus de polioma (purificado a partir de higado de rata. Johnson,
1986). Los factores CTF/NF! y CBP son capaces de interaccinar con secuencias CCAAT del
mismo promotor, pero estan codificados en genes diferentes y utilizan zonas de unioén al
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DNA de diferente tipo (Johnson, 1989). Ademds de estos factores, se ha descripto otro con
capacidad de unibn a secuencias de tipo CAAT en células de linfoma B, {lamado factor NF-
Y El factor NF-Y se une a la secuencia CCAAT de genes de histocompatibilidad clase II
(ver mds adelante). Se ha aislado otro factor a partir de higado de rata que se une al
promotor del gen de coldgeno a2(1). Este factor 1lamado CBF puede ser separado en 2
componentes (CBF-A de 39 kDa y CBF-B de 41 kDa, Hatamochi, 1988).

Factoresde unién a la secuencia octdmero: El octdmero ATGCAAAT se halla presento en
varios promotores y "enhancers’ de genes de cadena liviana y cadena pesada de
inmunoglobulinas, promotor TK. histona H2B, "enhancer” de SV40 y genes IE de
herpesvirus. Inicialmente se demostré la unién de un factor al octdmero presente en
inmunoglobulinas por ensayos de retardo en geles con extractos de células de linfoma B
y células Hela (Singh, 1986). Posteriormente esta actividad fue subdividida en 2
fracciones, {lamandose NF-Al y NF-A2 (o también OCT] y OCT2). El factor NF-Al fue
encontrado en varias lineas celulares y el factor NF-A2 estd restringido a células
linfoideas B (Staudt, 19%6). Las propiedades de unién al DNA de ambos son
indistinguibles y ambos funcionan como activadores de [a transcripcion en sistemas “in
vitro” Mediante el clonado y secuenciacion de los genes que los codifican se observé
que presentan homologia, sobre todo en la zona de unién al DNA. Estos factores difieren
en una regién cercana al carboxilo terminal, que contiene una repeticién de leucinas
en el factor NF-A2 y no en NF-Al. Se supone que esto podria tener influencia en la
especificidad de unién para NF-A2 (Johnason, 1989).

Factores de unién a secuencias "Heat Shock”: La induccién de genes de "Heat Shock” es
mediada por una secuencia regulatoria altamente conservada (HSE) ubicada en cis
respecto de estos genes. A esta secuencia se une un factor transcripcional constituido
por una proteina de 150 kDa (HSTF) definido originalmente en drosofila y encontrado
luego en levaduras y extractos de células Hela. La induccién de este factor es
independiente de sintesis de proteinas (Johnson, 1989, La Thangue, 1988).

Factores FOS/JUN: }fstos 2 factores constituyen proteinas nucleares codificadas por
proto-oncogenes. JUN estd relacionado a proteinas de unién al DNA llamadas APl y
forma con FOS un complejo heterodimérico in vitre. AP1 se definié originalmente como
un factor proveniente de celulas Hela que interactGa con el "enhancer” del gen de
metalotioneina IIA aumentando su transcripcién "in vitro”. También presents sitios de
unidén especificos a los "enhancers” de SV40 y colagenasa en ensayos de proteccién a
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DNAsa I (Lee, 1987). Luego se observo la similitud entre el sitio de unién de AP1 y el
factor GCN4, proteina de levaduras que juega un rol central en la regulacion de la
sintesis de aminodcidos. AP] es el producto del oncogen celular JUN, y forma parte de un
conjunto de polipéptidos codificados por una familia de genes relacionados. La actividad
de APl es modulada por factores de crecimiento y transductores de la sedial (como
esteres de forbol, Johnson, 1989). Fos es una proteina nuclear con actividad
transformante que no tiene actividad de union al DNA per se, pero interactua para
formar un complejo de unién con APl que estimula la transcripcién de genes
quiméricos con respuesta a AP1 (Chiu, 1988).

También se han descripto otros factores como aqueflos que se unen al promotor
principal tardio de adenovirus (MLTF), factores que se unen al elemento de respuesta al
AMPc de ciertos genes, factor Ap2 (unién a "enhancers" de metalotioneina IIA,
proencefalina, colagenasa), factor EBp20 (unién a "enhancer” de SV40, virus de polioma
y virus de sarcoma murino), factores GTIIA, 1IBa, IIBB, IIC (unién a "enhancer de
SV40), (LaThangue, 1988).

Otro grupo de factores de accién en trans estd constituido por aquellos que
presentan uniébn a “enhancers” de genes inducibles por hormonas esteroideas y
glucocorticoides. En este caso el complejo formado por el receptor de hormonas y su
figando se unen a la secuencia reguladora presente en el gen inducible produciendo
activacion de la transcripcion (Yamamoto, 1985).

Para algunos genes del MHC clase I se han definido factores especificos que
interactuan con elementos regulatorios cis:

En el promotor del gen H2KP se ha descripto la unién de un factor llamado
H2TF1, en posicién -173 a -160 respecto del sitio cap (observado en ensayos de retardo en
geles, mapeo por DNAsa [ e interferencia de metilacion, Baldwin, 1987). Este factor fue
encontrado en extractos de células epiteliales (Hela), fibroblastos (Balb/c3T3) y
eritroblastos (MEL). Este factor puede unirse a una secuencia similar (aunque no
idéntica) presente en el “enhancer” de 72 pb de SV40. La secuencia responsable de la
unioén se superpone con la region "[FN-sensible del promotor del gen H2Kb (posicion
-165 a -137), pero no se sabe con certeza si el factor H2TF1 estd involucrado en la
regulacion de la expresion por IFNa de este gen (el factor H2TF1 no aumenta su
actividad por tratamiento con IFNa de células Balb/c3T3) (Balwin, 1987, Israel, 1987). Se
ha descripto que en la zona de unién del factor H2TF1 puede unirse también el factor
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NF-«B (factor presente en células B que se une al "enhancer” de la cadena liviana K de
inmunoglobulinas) (Baldwin, 1988). La secuencia donde se produce la union del factor
H2TF| se encuentra también en los promotores de otros genes clase I, H2Kb (Kvist,
1983), HLA-A3 (Strachan, 1984), HzI.d (Shirayoshi, 1987) y también en el gen Y2 que se
describe en este trabajo. Se ha descripto la unién de un factor con caracteristicas
similaeres a H2TF en el gen de 2-microglobulina en la region -129 a -116 respecto del
sitio cap (produce proteccién a DNAsa | en ensayos de "foot-print” con extractos de
células Hela, Israel. 1987). Utilizando la zona de union de H2TFI como sonda se ha
clonado el ¢cDNA correspondiente a una proteina (40 kDa) con propiedades de unién a
dicha region regulatoria del gen Hde. Se supone que seria el cDNA correspondiente al
factor H2TF1 (Singht, 1988).

Para el gen HpKD también se ha definido el factor IBP1, que presenta uni6n
entre las posiciones -156 a -135 respecto del sitio cap (observado en ensayos de retardo
en geles e interferencia de metilacion, Blanar, 1989). Esta regién se superpone con la
region "IFN-sensible” y se ha demostrado que el factor IBP1 es inducible por IFNY en
células Hela. Esta induccién se correlaciona en el tiempo con la induccién de la
transcripcion de los genes del MHC clase [, ya que se observa 1 h luego del tratamiento
con IFNY. Se supone que la unién de este factor es necesaria para la induccién de la
expresion del gen HoKP por IFNy ya que mutaciones producidas en el sitio de union
anulan [a induccién del promotor Hsz por IFNY y la unién de este factor. Este factor
no es inducible por IFNa en células HeLa. Secuencias similares con capacidad potencial
para unir este factor se han encontrado en varios genes inducibles por IFNa/p o IFNy:
2'-5' oligoA sintetasa. ISG-15, ISG-54, HLA-A2, HLA-A3, 6-16, HoLd, H2Dd (Blanar. 1989) y
gen Y2 descripto en este trabajo. En el gen HzLd se ha descripto que en la secuencia
donde se uniria el factor IBP1 (posiciones -152 a -143 respecto del sitio cap para este
gen) se unen 2 factores: Bl y B2(observados en ensayos de retardo en geles e
interferencia de metilacién) El factor Bl estd presente en forma constitutiva y el factor
B2 es inducible por IFNa/B en células LH8 (linfocitos T) y Ltk™. Se ha sugerido que la
union del factor B2 es escencial para aumentar el nivel de transcripcion de de genes de
MHC clse I (Shirayoshi, 1988). Para el gen HzLd se han descripto también otras 2 zonas
de union de proteihas en posiciones -203 a -195 (regién II) y posiciones -189 a -161
(region II), observadas en ensayos de retardo en geles e interferencia de metiulacion
(Shirayoshi, 1987).

Para el gen Hde se han descripto union de factores en 3 zonas del promotor, en
posiciones -157 a -140 (que coincide con la secuencia "IFN-sensible” de este gen), -205 a
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-188 y -108 a -90 (observados en ensayos de mapeo por DNAsa I). En estos 2 ultimos sitios
se observa también unién del factor Apl (Korber, 1988).

Para clarificar los datos correspondientes a secuencias regulatorias en cis y
factores de unién a promotores y “enhancers” se observa un esquema del promotor del
gen H2KP con sus elementos regulatorios:

CAAT TATA
254  -213  -165 -99 -66| CAP
L | 2 ] | I
C D
| I ) merd
enh.A enh B

IRS: secusncia "IEN-sensible”
C: unién de H2TE1

D: unidn de IBP!

Esquema 4
Esquema del promotor y regiones regulatorias del gen HoKP

Para los genes de MHC clase II también se han descripto varios factores que se
unen a los elementos regulatorios |lamados secuencia X y secuencia Y. Las secuencias X
e Y se ubican en posiciones -95 a -108 y -63 a -74, respectivamente, para el gen HLA-
DRa (como se mencion6 anteriormente). Para el gen clase II murino Eqk se ha
observado, en ensayos de retardo en geles, que existe un factor proteico (proveniente de
extractos nucleares de macrofagos peritoneales de ratones transgénicos) que se une a la
secuencia Y. Esta secuencia contiene la llamada "CAAT-box", por lo que este factor (NF-

Y) corresponderia al grupo de factores con unjoén a este tipo de secuencia (si bien se
desconoce el rol de su uni6bn en la expresién del gen Eak). También se ha observado

union de factores a la secuencia X de este gen en ensayos de retardo en geles (Dorn,
1987). Para el gen clase Il murino IAPB se han observado factores de unién a la secuencia

Y en ensayos de retardo en geles e inclusive se han purificado dos proteinas (34 kDa y
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46 kDa) con propiedades de union a partir de extractos de un linfoma B (Celada, 1989).
Para el gen HLA-DQ2p se observo unién de factores a las secuencias X, Y y W (secuencia
W en posicion -142 a -127. también llamada Z) utilizando extractos nucleares de cé¢lulas
Raji en ensayos de retardo en geles, ensayos de interferencia de metilacion y mapeo por
DNAsa I ("DNAsa footprinting"). Se sugirio en este caso que la secuencia W puede ser
necesaria para la induccién por IFNY ya que la misma contiene parte de la secuencia
consenso "IFN-sensible” (Miwa, 1987).

Se ha descripto por estudios familiares que en el sindrome de inmunodeficiencia
severa combinada (SCID), fa falta de expresion de antigenos HLA-DR, DQ y DP es un
defecto genético que no se segrega con los genes del MHC (de Préval, 1985).
Recientemente se ha encontrado que el defecto genético reside en la falta de union del
factor RF-X a su secuencia regulatoria correspondiente (secuencia X), lo cual hace que
no se expresen genes de MHC clase II. Esto fue observado usando el gen HLA-DRx y
comparando extractos de lineas celulares B normales y provenientes de pacientes con
SCID en ensayos de retardo en geles, interferencia de metilacion y mapeo por DNAsa |
(Reith, 1988). Se comprobé asi la falta de union del factor RF-X a su secuencia
correspondiente en pacientes con SCID. También se ha clonado un cDNA para el factor
RF-X a partir de linfocitos B normales. Con este cDNA se observé, sin embargo, que los
pacientes con SCID presentan mRNA para el factor RF-X que coincide en cantidad y
longitud con el presente en individuos normales (Reith, 1989). Esto indica que debe
existir alguna mutacién en el factor RF-X de pacientes con SCID que afecta la afinidad de
dicho factor para unirse a la secuencia X

Se ha observado también unién de factores proteicos a secuencias regulatorias
de otros genes cuya expresién aumenta por tratamiento con [FN, como 2'-5 oligoA
sintetasa. Para este gen el IFNG induce en células COS un factor nuclear que se une en
ensayos de retardo en geles, aun fragmento de 40 pb (-113 a -74) que contiene la region
"IFN-sensible” (Rutherford, 1988).

Existe ademads otro nivel de regulacion, constituido & nivel de la cromatina. Se ha
descripto que existen en la cromatina sitios hipersensibles a DNAsa I, que generalmente
se ubican en secuencias regulatorias como "TATA-box" y "enhancers” (Gross, 1988,
Elgin, 1988). Los sitios hipersensibles a DNAsa | en general se localizan en regiones de
fa cromatina donde no existen nucleosomas, y es aceptado que en esos lugares se
produce la interaccion de factores proteicos con secuencias regulatorias. Se han
detectado sitios de hipersensibilidad a DNAsa [ en el promotor del gen Hsz, 5 en total
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para células que normalmente expresan este gen, 2 de los cuales dejan de observarse al
realizar ensayos en células que no lo expresan (Maschek, 1989, Maschek, 1989 (1]). Se ha
reportado también que existe induccién de sitios hipersensibles a DNAsa I para el gen
IP10 como efecto del tratamiento con IFNYy (Pine, 1989). Estos hechos sugieren que
existiria también regulacion de la expresion de los genes del MHC por efecto de la
estructura de la cromatina en diferentes tipos celulares.

3. Accion del IFN:

Los interferones (IFNs) son una familia de proteinas secretadas por las células
eucariéticas que se catacterizan por su habilidad para promover un estado de defensa
contra la infeccion viral y por su cardcter de inmunomoduladores. Los IFNs son
sintetizados y secretados como respuesta a estimulos especificos y su accién biologica se
inicia por unién a sus receptores, seguido de modulacion de la expresion de varios
mRNAs y proteinas (Faltynek, 1988).

Existen 3 tiposde IFN: IFNa (leucocitario), IFNB (fibroblastico) e IFNY (inmune),
los cuales se hallan presentes en todas las especies de mamiferos estudiadas (Pestka,
1987). El IFNa esta constituido por una familia de proteinas de estructura muy
relacionada, se cree que el numero de especies puede ir de 10 a 16. Estas proteinas
poseen de 165 a 166 aminoacidos y sus secuencias presentan un 70% de homologia entre

las distintas especies. Se hallan codificados en 23 loci diferentes, y ninguna de las
secuencias estudiadas presenta intrones. El IFNP estd constituido por una sola

glicoproteina de 166 aminodcidos que se halla codificada el el cromosoma 9 humano. Su
secuencia tampoco contiene intrones y presenta un 29% de homologia con el IFNa. El
IFNY esta constituido por una sola glicoproteina de 146 aminodcidos, codificada en el
cromosoma 12 humano. Contiene 3 intronesy no presenta homologia con IFNa o IFNB.

El IFNa y el IFNB comparten el mismo receptor celular. Este receptor es una
glicoproteina de peso molecular aproximado 130.000 Da, codificada en el cromosoma 21
humano. El [FNY utiliza otro receptor, el cual se supone que es un heterodimero de peso
molecular aproximado de 95 a 110 kDa. Aparentemente se hallaria codificado en los
cromosomas 6 y 21 humanos. La caracteristica de especificidad de especie de los 3 tipos
de IFN reside en la interaccién con sus receptores (Pestka, 1987, Langer, 1988).
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Efectos biolégicos del IFN:

La primera actividad que se descubri6 para el IFN fue su efecto antiviral, de alli
derivé su nombre (por producir interferencia con la replicacion de varios virus, Isaacs,
1957). Esta actividad es la que se utiliza para definir la unidad de actividad del IFN
(Pestka, 1981, Pestka. 1986). Ademas de este efecto, el IFN influye sobre el crecimiento y
motilidad celular, estimula la actividad citotéxica de linfocitos y macrofagos, afecta la
expresion de antigenos en la membrana celular, influye en la difereaciacién celulary
aumenta la expresion de algunos antigenos asociados a tumores.

Bioquimicamente, el IFN induce varias enzimas que juegan roles importantes en
fa sintesis y degradacién de macromoléculas virales y celulares. Observamos un

esquema de los mecanismos involucrados:

IiN Iili
Proteina kinasa OligoA sint.
inactiva inactiva
" RNA dodle >
‘ cadena ¢
Proteina kinasa OligoAsint.
activa activa Acido 2:5
Factor Factor ¢ido 2-
elF-2 —® oIF-2P ATP ——P  gligo
¢ AMP €———— adenilico
Fosfatasa Fosfodiesterasa
s Y endo RNAsa endo RNAsa
Inhibicion de iniciacion inactiva activa
de traduccion de mRNA ¢
Degradacion de
mRNA, rRNA
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Interaccién antig MHC

superf.celular
célules citotdxices producen
lisis de células infectadas
IEN ——p Otrasproteinasde
funcion desconocida
Esquema

Las enzimas 2'-5'0ligoA sintetasa y proteina kinasa de elF-2a son ambas
inducidas por IFN, y requieren la presencia de RNA doble cadena para activarse. La
enzima 2'-5'0ligoA sintetasa cataliza la sintesis de oligonucleotidos de estructura
ppp(A2'p)nA. La induccion de esta enzima por IFN ocurre a nivel transcripcional, con
una cinética similar a la observada para el aumento a nivel enzimdtico (Pestka, 1987).
Los oligonucleotidos de estructura ppp(A2°'p)g A activan una endorribonucleasa que estd
presente en las células en forma inactiva. Esta endorribonucleasa (1lamada RNAsa L o
RNAsa F) cataliza el clivaje de RNA viral y celular, y su nivel latente no varia
significativamente por tratamiento de células con [FN. Paralelamente a la induccién y
activacién de 2'-5'0ligoA sintetasa, se activa un sistema formado por una proteina
kinasa/fosfoproteina fosfatasa que regula el nivel de fosforilacion de P1 (proteina
asociada a ribosomas) y elF-2a (subunidad pequena del factor iniciador de la sintesis de
proteina elF-2). La fosforilacion de P1 y elF-2& produce la inhibicién de la traduccion
de los mRNAs virales y celulares. Esta proteina kinasa se halla asociada al factor P1, se
piensa que el factor Pl poseeria en si mismo la actividad kinasa dependiente de RNA
doble cadena. La sintesis del factor Pl es inducida por IFN (Pestka, 1987). Estos 2 sistemas
enzimaticos inducidos por el IFN y activados por RNA doble cadena producen de esta
forma un estado de proteccién de la célula contra la proliferacion viral.

Existe tambi¢n induccion de otras proteinas celulares, como antigenos del MHC,
metalotioneina II. timosina B4. proteina Mx. proteina de 54 kDa y proteina de 15kDa
(estas 2 ultimas de funciéon desconocida).
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Induccién de antigenos del MHC:

Entre la proteinas mejor caracterizadas inducidas por IFN, en forma
independiente de RNA doble cadena, se encuentran los antigenos del MHC clase [ (junto
con (2-microglobulina) y clase II. El IFNa, IFNB e IFNY inducen la expresién de
antigenos clase | humanos (HLA-A, B, C) y de raton (H2) en una gran variedad de tipos
celulares diferentes (Burrone, 1982, Basham, 1982, Wallach, 1982, Fellous, 1982, Yoshie,
1982, Yoshie, 1984). La expresion de (2-microglobulina también se ve incrementada en
correlacion con el aumento de antigenos clase I (Pestka, 1987). Los antigenos clase II
humanos HLA-DR, DP y DQ e Ia murinos son inducidos por IFNY (Rosa, 1984, Revel, 1986,
Pestka, 1987) La expresion aumentada de antigenos de! MHC clase I contribuye a la
accion antiviral del IFN, favoreciendo la muerte de fas células infectadas con virus por
acumulaciéon de complejos antigeno viral-antigeno de MHC, que es reconocido por
linfocitos T citotoxicos (Revel. 1986). Esto es. al aumentar la cantidad de antigenos clase I
en la membrana celular existe mayor probabilidad de formacién de complejos antigeno
de MHC-antigeno viral, lo cual lleva a que la célula infectada sea mds "visible” para los
linfocitos T citotéxicos. En el caso de antigenos de MHC clase I1, el hecho de aumentar su
expresion en macrofagos, celulas de Langerhans y células endoteliales tiene efectos
inmunorregulatorios, ya que las hace mas "visibles" para los linfocitos T inductores y de
esta manera cumplirian mas eficazmente su funcién de presentadoras de antigenos
(Trinchieri, 1985).

Se conoce también la cinética de inducciéon de mRNA para varios genes cuya
expresion aumenta por efecto de IFN. La velocidad de transcripcion llega a un mdximo
luego de 60" de induccién para la mayoria de los genes inducibles y comienza a caer a las
4 hs., llegando al nivel basal a las 8-12 hs. Los mRNA inducidos son estables y se
acumulan lineaimente durante 24 hs., [uego de lo cual permanecen en altos niveles
(Friedman, 1984)

En cuanto al mecanismo por el cual el IFN aumenta la transcripcién de los genes
del MHC, se ha discutido en secciones precedentes que los genes inducidos presentan
una secuencia necesaria para la induccion {lamada secuencia "IFN-sensible”. Sobre esta
secuencia y otras descriptas anteriormente se unen factores que serian inducidos o
activados por IFN, produciendo activacion de la transcripcion. Poco se conoce respecto
de los pasos intermedios que ocurren en la célula desde que el IFN se une a su receplor y
sufre endocitosis hasta la unidn de factores especificos a las secuencias descriptas. Se ha
sugerido un rol de intermediario en la transmicion de la sedal para la proteina kinasa C
(PKC) (Faltynek, 1988). Se ha demostrado que los ésteres de forbo! (activadores
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fisiologicos de la PKC) pueden inducir los mismos antigenos de diferenciaciéon que el
IFN« en células Daudi (Exley, 1987) Ademas se ha demostrado que el tratamiento con
IFNY de la linea humana U937 (premonocitica) causa una rapida translocacion de PKC
desde el citoplasma a la membrana plasmdtica, y que esta activacién de PKC se requiere
para aumentar la trancripcion de algunos genes inducidos por [FN (Fan, 1988). Mds aun,
se ha descripto para la finea celular Molt4 y mutantes YHHH (de alta expresion de HLA
como respuesta al tratamiento con IFNa. sistema que se estudia en esta Tesis), que el
pretratamiento con ésteres de forbol de células Molt4 previo al tratamiento con IFN&x
reproduce el fenotipo de alta respuesta de células YHHH (Erusalimsky, 1989). Estos
hechos sugieren un rol para la PKC en el mecanismo de accion del IFN, si bien no se
conocen por ahora los detalles moleculares del proceso.

Células Molt4 y mutantes YHHH

El control de la expresiéon de los genes de HLA inducidos por IFNa se estudia
utilizando la linea celular tipo T Molt4 (Minowada, 1972) y una mutante de alta
expresion de HLA como respuesta al IFNa, derivada de Molt4, 1lamada YHHH (Burrone,

1985). Las caracteristicas de estas 2 lineas celulares son las siguientes:

Molt4: Linea celular linfoidea tipo T, que aumenta |2 expresién de antigenos HLA en su
membrana como respuesta al tratamiento con IFNa (Burrone, 1982). El aumento en la
expresion de HLA puede ser visualizado con el anticuerpo monoclonal W6/32 (reconoce
todos los alelos de los loci A, By C, Barnstable, 1978), comienza a las 10 hs. de tratamiento
con 2000 U/ml de IFNa, alcanza un nivel de 2 a 3 veces respecto del basal a las 48 hs. y
llega a su nivel mdximo a los 6 dias con un aumento de 8 a 10 veces respecto del basal.
Este aumento en 1a expresion de antigenos HLA se ve reflejado en un aumento de mRNA
proveniente de genes de HLA, que puede detectarse por hibridizaciéon utilizando sondas
correspondientes a 'antigenos HLA (por ejemplo p001, reconoce genes HLA-A, B. C, Mc
Michael. 1979). El aumento en la expresion de HLA es ademas un fendémeno reversible,
ya que luego de algunos dias de suspendido el tratamiento con IFN&, el nivel de
expresién de HLA vuelve a ser el basal Serotipicamente, las células Molt4 presentan
expresion de HLA-Al y débilmente CW2. al recibir una estimulacion de 2000 U/ml
durante 48 hs. presentan HLA-Al. A10. B17 y B18 (Burrone. 1985, Girdlestone, 1988). Esto
indica que el aumento en la expresién de HLA como respuesta a la estimulacién con
IFNa se debe. adémas del aumento de HLA-A, a 1a aparicion de antigenos HLA-B en la

29



membrana celular. Cabe mencionar ademds que el tratamiento de las células Molt4 con
dosis de IFNa de hasta 10.000 U/ml casi no tiene efecto sobre el crecimiento celular.

La linea Molt4 presenta ademas un fenotipo inusual, ya que junto a un bajo nivel
basal de expresién de HLA, respecto de timocitos normales, presenta expresion del
antigeno HTA-1 o CD1(definido por el anticuerpo monoclonal NA1-34, Mc Michael, 1979)
que es caracteristico de un estadio de diferenciacién inmaduro para timocitos (Martin,
1986). La expresion de este antigeno no estd ligada a la expresiéon de HLA y no aumenta
por estimulacion con IFNa. La linea Molt4 presenta también expresion del antigeno
leucocitario reconocido por el anticuerpo monoclonal YD1/23 y dicha expresién
tampoco se ve aumentada por el tratamiento con IFNa (Burrone, 1982). Estos hechos
indican que el aumento en expresion de HLA por efecto del IFNa en céfulas Molt4 no es
un efecto general sobre antigenos de membrana, sino que se trata de un fenémeno
especifico para genes de HLA y aquellos que presenten induccién por IFN.

YHHH: Linea celular linfoidea Lipd T derivada de Molt4 que presenta expresiéon
aumentada de antigenos HLA (respecto de Molt4) como respuesta al tratamiento con
IFNa. La linea celular YHHH fue derivada de Molt4 de la siguiente forma (Burrone,
1985): A partir de células Molt4 estimuladas por 24 hs. con 2.000 U/m! de IFNa, se separd
utilizando el anticuerpo monoclonal YTH/76 (reconoce una subpoblaciéon de antigenos
HLA. muy probablemente HLA-B, Burrone. 1985) y un separador de células activado por
fluorescencia ("fluorescence-activated cell sorter” o "FACS"), la polacién de células de
mayor expresion. Esta seleccion fue repetida varias veces y fue clonada la linea YH.
Sobre ella se observé una respuesta incrementada 6 veces, respecto de Molt4, en
expresion de antigenos reconocidos por YT/76 inducidos por 2000 U/ml de IFNa. La
linea YH fue estimulada por 48 hs. con dosis menores de IFNa, esto es, 50 U/ml, y se
volvio a separar la poblacion de mayor expresion de HLA. Esta seleccién fue repetida
varias veces y fue clonada la linea YHH. Sobre esta linea se repitié el procedimiento con
dosis de IFNa de 10 U/ml. A partir de esta ultima seleccién se aislo nuevamente la
poblaciéon de mayor respuesta, la misma fue clonada y recibi6 el nombre de linea YHHH.
Las células YHHH presentan una exquisita seasibilidad al IFN&, ya que una estimulacién
de 100 U/m! durante 48 hs. produce un aumento en expresion de HLA de 27 veces
respecto del nivel basal (para visualizar en Molt4 un aumento de 2 a 3 veces debe usarse
una dosis de 2.000 U/ml de IFNa durante 48 hs). Por andlisis mediante la técnica de
Southern del DNA de diferentes mutantes de alta expresion, usando una sonda que
reconoce genes HLA-A, B, C(p001). no se encontré ninguna evidencia de amplificacién
genética de los genes de HLA (Burrone, 1985). Ademas, el nivel constitutivo de expresion
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de antigenos HLA en mutantes YHHH no varia significativamente respecto de Molt4. Al
igual que las células Molt4, las mutantes YHHH no presentan alteraciones en su
crecimiento como consecuencia del tratamiento con IFNa.

Por andlisis serotipico se observé que las mutantes YH presentan en su
membrana HLA-AIl, y al recibir estimulacion con I[FNa presentan HLA-Al, A25 (una de
las especificidades en que se divide A10). B17. B18 (HLA-B17 y B18 aun con mayor
intensidad que células Molt4 estimuladas) y CW2. Este es el caso también para las
mutantes YHH (Burrone, 1985) e YHHH (Girdlestone, 1988). La expresién aumentada de
antigenos HLA como respuesta al tratamiento con IFNG en cé¢lulas YHHH se debe
principalmente a un aumento de antigenos HLA-B. hecho que fue observado estudiando
el mRNA de células Molt4 e YHHH inducidas con JFNa con sondas especificas para genes
HLA-A y HLA-B en ensayos de proteccién a nucleasa S1 (el aumento de expresién de HLA
se debe al aumento en HLA-A y HLA-B. pero el aumento de mRNA para HLA-B es mayor
en ambos tipos celulares, Girdlestone, 1988).

Las caracteristicas observadas en las células Molt4 y mutantes YHHH indican que
eXiste en las mutantes alguna alteracion en el control de la expresion de los genes de
HLA inducidos por IFNa (o sea son mutantes de tipo regulatorio). Esta alteraciéon es la
responsable del fenotipo de alta respuesta en expresion de HLA frente a una
estimulacion con IFNa. En este trabajo se tratard de investigar cual es el mecanismo
responsable de la alta respuesta al [IFNa de las mutantes YHHH.



Objetivos. Hipotesis de trabajo

El objetivo del presente trabajo es caracterizar la mutacién responsable del
fenotipo de alta respuesta en la expresion de genes de HLA clase | en mutantes YHHH,
respecto de las células parentales Molt4, frente a una estimulacién con IFNa.
Caracterizar dicha mutacién permitird conocer un poco mas acerca de fos mecanismos
moleculares por los cuales el IFNa produce un aumento de expresién de los antigenos de
HLA clase I en varias células del organismo. Las células YHHH presentan el fenotipo
particular de expresar en su membrana niveles de HLA 30 veces superior al basal
cuando reciben una estimulacion de 200 U/m] de IFNax durante 48 hs. Para visualizar en
células Molt4 un incremento de 2 a 3 veces en la expresion de HLA debe usarse una dosis
de 2000 U/m! de IFNa durante 48 hs. (Burrone, 1985). Las células YHHH no presentan
amplificacién de los genes que codifican para HLA, lo cual indica que existe algin
mecanismo regulatorio de la expresion de HLA inducida por IFNQ que se encuentra
alterado en las células YHHH. Para tratar de estudiar cual es el fendémeno responsable de
las diferencias de expresion de HLA ante estimulacién con [FN& se han planteado las

siguientes hipotesis de trabajo:

| Laexistencia en céfulas YHHH de una mutacién asociada directamente con el o
los loci de genes de HLA clase I. Si esta mutacién existiera en la zona de los promotores
(o regiones proximas) de los genes de HLA sensibles a IFN& favoreceria la accion de la

RNA polimerasa [I y aumentaria la transcripcién de los mismos.

Mutacién en zona
regulatoria ¢is

\ Cascada de factores
“ctivada por IEN

IFN

Gen clase |
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Segun este esquema la mutacién responsable del femotipo de alta respuesta
observado en mutantes YHHH frente a la estimulacién con IFNa se localizaria en

regiones regulatorias adyacentes a los genes de HLA cuya expresién se encuentra

aumentada.

2. La existencia en células YHHH de una mutacién asociada con aigun gen
regulador de l1a expresién de HLA clase | inducida por IFN& y que sea responsable del

fenotipo de alta respuesta observado.

Gen clase |

/:actor regulador alterado
en cantided o calided
Mutacion ? Mutacion ?
\ Gen regulador
Cascada de factores
_'\activada por IEN

IFN

En este caso la mutacibn responsable del fenotipo de alta respuesta se
encontraria en algun gen regulador de 1a expresion, ubicado en trans respecto de los
genes cuya expresion se encuentra aumentada. Si este fuera el caso. al introducir genes
exogenos provistos de promotores sensibles a IFNa en células Molt4 y mutantes YHHH,
se podria diferenciar la expresion de este gen testigo entre ambos tipos cefulares al
recibir una estimulacién con IFNa. Si en cambio la hipotersis 1 fuera correcta, las
diferencias mencionadas no podrian observarse. pues la caracteristica de alta expresiéon
de mutantes YHHH seria una propiedad restringida a los promotores de genes de HLA
cuya expresion se encuentra aumentada o a alguna region regulatoria general que
actue en cis respecto de dichos genes.

33



Se ha encarado el estudio de ambas hipdtesis, utilizando 2 tipos de estrategias
diferentes:

A En primer lugar se realiz6 un estudio de genes de HLA clase I de células YHHH,
orientado a investigar [a hipotesis 1. Este estudio incluyé: mapeo por la técnica de
Southern del DNA genomico de células Molt4 y mutantes YHHH, clonado de genes HLA-B
a partir de células YHHH y andlisis estructural y funcional de un gen HLA clase I
obtenido mediante dicho clonado (gen Y2). Parte de estos estos estudios se incluyen en
la seccion 2."Estudio de los genes de HLA clase | en células Molt4 y mutantes YHHH".
Hubiera resultado de interés también obtener genes de HLA-B a partir de células Molt4,
para realizar comparaciones con el gen clonado a partir de cé¢lulas YHHH, pero esto no
se llevé a cabo en este trabajo. La estrategia abordada se orient6 ademds a caracterizar
con mayor presicion el serotipo expresado por las células YHHH, ya sea a través de
transfecciones del gen clonado en otras lineas celulares y deteccién de la proteina
codificada con anticuerpos especificos o secuenciaciéon de dicho gen. Los genes HLA-B
expresados en células Molt4 y mutantes YHHH presentan ademas la caracteristica
particular de no expresarse en ausencia de estimulacién con IFNa, lo cual agrega otro
motivo de interes para su estudio. El hecho de obtener un gen de HLA clase I
proveniente de c¢lulas YHHH provee también un modelo homélogo para el estudio de la
mutacion responsable del fenotipo de alta respuesta en células YHHH a través de
transfecciones con promotores sensibles a IFNa (ver item "B").

B. Estudio de actividad de promotores sensibles a IFNa introducidos por
transfeccion en cé¢lulas Molt4 y'mutantes YHHH. sin y con estimulacién de IFNa. Este
tipo de estrategia estuvo orientada a investigar la hipotesis 2, y a permitir la
visualizacion de los efectos de algun factor regulador de accién en trans con actividad
diferencial en células YHHH respecto de células Molt4. Estos estudios se incluyen en la
seccion 3."Estudio de células Molt4 y mutantes YHHH por ensayos de transfeccién con
promotores seasibles a [FNQ".
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Materiales y métodos

Cultivo de celulas

Los cultivos celulares fueron realizados en medio escencial modificado de
Dulbecco (D-MEM), suplementado con 5% de suero fetal bovino (células Molt4 e YHHH),
10% de suero fetal bovino (células Ltk y J26) o 10% de suero de carnero neonato
(celulas NIH3T3) En todos los casos se suplemento ademas el medio con 4 mM glutamina,
50 U/ml de penicilina y 50 g/ml de estreptomicina. Se utilizo una camara a 37°C con
ambiente de 5% de CO2 Para estimular celulas con IFN se utilizé NK-2 IFNa en el caso de
celulas Molt4 y mutantes YHHH (gentilmente cedido por el Dr. D Secher) e IFNa/B

murino (Sigma) en el caso de células Ltk~

unofluorescencia de superficie de ¢ seucarioticas
Se realizo incubando las celulas con el anticuerpo correspondiente durante 45' a
40C Las mismas se lavan luego con buffer fosfato salino (PBS)/5% de suero de carnero

neonato y se incuban con un 22 anticuerpo marcado con fluoresceina durante 45 a 4°C
Se lavan nuevamente las células y se observan en un microscopio de epifiuorescencia.
En el caso de mutantes YHHH estimuladas durante 24 hs con 200 U/ml de IFNa y
utilizando el anticuerpo monoclonal YTH/76 la imagen de inmunofluorescencia que se
observa es

Figura I

Inmunofluorescencia de superficie de celulas YHHH
estimuladas con 200 U/ml de [FNa durante 24hs.
usando el anticuerpo YTH/76
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Transfecciones de celulas eucarjoticas

I. Metodo de DEAE-dextrano Se disuelven [0)ig de DNA del plasmido apropiado en
500 {il de una solucion de 300 .g/m] de DEAE-dextrano en buffer 25 mM Tris-Cl ph 7.4. 5
mM KCL 0.7mM CaCi2. 0.5 mM MgCl2. 0.6 mM NagHPO4 (TBS) Con esta solucion se tratan
2.108 cefulas durante 50 a temperatura ambiente Posteriormente se lavan 2 veces con
buffer TBS y se resuspenden en un volumen adecuado de medio completo (Gorman,
1985). En el caso de plasmidos con baja actividad transcripcional (HszCAT) el protocolo
fue modificado de la siguiente manera Se disuefven 100 ug del plasmido en el buffer

anterior y se usa esta solucion para transfectar 20 106 células por ensayo.

2. Metodo de precipitacion del DNA con fosfato. Se disuelven 10 ug de DNA en 250
il de una solucion 0.25 M CaCl2 y se precipitan luego con 250 |l de buffer 50 mM Hepes
ph 7.1.2%0 mM NaCl 15 mM Na2HPO4 El precipitado formado se agrega gota a gota sobre
el cultivo celular (P60) y luego de 24 hs se lava el mismo con buffer PBS El cultivo se
incuba durante 24 hs mas en medio completo (Weber Benarous, 1987). En el caso de
transfeccion estable comienza en este punto la seleccion con 1,2 mg/ml de G-418.

Preparacion de extractos para medir actividad de CAT y BGAL:

Luego de 48 hs de transfectadas las células se lavan con buffer PBS y se
resuspenden en 200 Ll de buffer 025 M Tris-Cl ph 7.8,5 mM EDTA. Se utiliza para lisarlas
sonicacion con minitip, 3 pulsos de 10 " a baja intensidad. Posteriormente se centrifugan
durante 10" a 10 000 rpm El sobrenadante constituye el extracto para ensayar actividad
de CAT y Bgal En el caso de células en monocapa luego de los lavados se cosechan con
“rubber policeman” en buffer 40 mM Tris-Cl ph 7.4. 150 mM NaCl, | mM EDTA y se
resuspenden en 200 pl del buffer usado en el caso anterior (Weber Benarous. 1987).
Como control de actividad enzimatica se utiliza un extracto crudo de E. coli (cepa MC
1061) transformadas con el plasmide pBR325 (confiere resistencia a cloramfenicol,
Soberon, 19%0) El extracto se prepara segun se describe en Shaw, 1975.

Ensayo de actividad de CAT
Se incuban 50 a 100 1) de extracto celular a 60°C durante 10" y posteriormente se

inicia la reaccion a 379C por agregado de 15 .21 de 5 mM acetil coenzima Ay 25 | l4c.
cloramfenicol (025 mCi) en buffer 025M Tris-Cl ph 78 (volumen final 160 pl). La
reaccion se deja transcurrir durante 2 hs con agregados perioddicos de acelil coenzima
A cada 45 y se deticne por agregado de | ml de acelato de etilo. Las distintas especies de
I4C-cloramfenicol (19C-Cam. 14C-1-Acet -Cam. !9C-3-Acet-Cam y !4C-1,3diAcet.-Cam) se
separan por cromatografia ascendente en capa delgada usando como solvente
cloroformo-metanol 19 1. El resultado se revela por autorradiografia (Gorman, 1985). En
algunos casos se mide radioactividad en contador de centelleo liquido y la actividad se
expresa como porcentaje de 19C-Cam acetilado ([suma de todas las especies acetiladas/
I4C-Cam totali 100) En todos los casos las reacciones se realizan utilizando cantidades
equivalentes de proteinas en cada muestra (la medicion se realiza por el meétodo de
Bradford)

Ensayo de actividad de BGAL

Se incuban 30 pl de extracto cefular con 170 il de buffer Z (0.06 M Na2HPOq4, 0.4
M NaH2P04, 001 M KC1 001 M MgS04 005 M fME ph 7) conteniendo 0.9 mg/ml de O-
nitrofenil-p-D-galactosido (ONPG) durante 18 hs Se detiene la reaccién con 100 jul de |
M Na2C03 y se mide 1aD 0 a 420 am (Kimura. 1986)
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Qbtencion de DNA genomico de celulas eucarioticas

Células lavadas con PBS (10 109) se lisan con 05 m! de buffer 10 mM Tris-Cl ph 8,
35 mg/ml acetato de Li | mM EDTA ph 8, 2% SDS Se realiza luego tratamiento con
proteinasa K, extraccion fenolica y digestion con RNAsa libre de DNAsa. Finaimente se
dializa la muestra contra § | de buffer 10 mM NaCl. | mM EDTA ph 8 a 4°C. Se determina
la concentracion de DNA obtenido por medida de DO a 260 nm (se obtienen aprox. 200
g de DNA)

Extraccion de RNA total de celulas eucarioticas.

Células lavadas con PBS (10 106) se fisan con 400 wl de una solucién 1.2%
Nonidet-P40 en buffer 200 mM Tris-Cl ph 74 140 mM NaCl, 3 mM MgCl Se separan los
nucleos por centrifugacion a 10000 rpm durante 2 y el sobrenadante se digiere con
proteinasa K. 0.1% SDS. 5 mM EDTA ph 8 durante 30" a 379C. Posteriormente se realiza
extraccion fepolica y precipitacion con etanol. El RNA obtenido se resuspende en 50 Wl
de agua.

Tecnica de Southern.

Se digieren 10 a 15 g de DNA genomico o | a 2 g de DNA plasmidico con
enzimas de restriccion durante 12 a 16 hs Los productos de digestion se separan por
electroforesis en gel de agarosa 0.7% durante 12 a 18 hs utilizando 2,5 V/cm en buffer
TBESA (90 mM Tris-Cl ph & 90 mM acido borico. 20 mM EDTA, 20 mM acetato de Na). El gel
se trata luego por 20" con 0.25 N CIH. por 50" con 0.5 M NaOH. 1.5 M NaCl y por 45" con 0.5
M Tris-Cl ph 8.25 M NaCl Posteriormente se transfiere el DNA a papel de nitrocelulosa
usando 20X SSC (3 M NaCl, 882 g/l citrato de Na) como solucion de transferencia. El filtro
se trata luego con calor seco de 80¢C durante 2 hs Las hibridizaciones se realizan en
solucion 5 X SET (0.75 M NaCl. 0.15 M Tris-Cl ph §. 10 mM EDTA), 0.25% de leche
descremada en polvo y la sonda correspondiente marcada con 32p durante 12a 18 hs.a
559C Se realizan luego 3 lavados sucesivos del filtro durante 30" a 659C con las
siguientes soluciones a) 0.3 M NaCl 0,06 M Tris-Cl ph & 4 mM EDTA,05% SDS b) 0,15 M
NaCl 0.03 M Tris-Cl ph 8 2 mMEDTA 0 1% SDS. ¢)0.03 M NaCl, 6 mM Tris-Cl ph § 0.4 Mm
EDTA El resultado se revela por auturradiografia

Tecnica de Dot-blot de RNA celular

Las muestras de RNA se incuban con una solucion de 20% formaldehido. 1M NaCl
y 26.4 g/1 citrato de Na durante 15 a 609C Luego se adsorven las mismas sobre fiitro de
nitrocelulosa con ayuda de bomba de vacio y posteriormente se trata el filtro con calor
seco de $09C durante 2 hs La hibridizacion con sondas radioactivas se realiza segun se
describe para la tecnica de Southern y el resultado se revela por autorradiografia

Preparacion de DNA de plasmidos.

Se utiliza el metodo de Birboin y Doli. modificado segin Maniatis (1982).
Brevemente 400 ml de cultivo bacteriano saturado (crecimiento en medio LB con 100
ug/ml de ampicilina) se centrifugan 10°a 5000 rpm y el pellet se resuspende en 9 m! de
buffer de lisis (25 mM Tris-Cl ph 8 2 mM EDTA, 0.9% glucosa) con 10 mg/ml de lisozima.
Se incuba durante 45 a 49Cy se agregan 10 ml de 0.2 N NaOH. 1% SDS. Luego de 5 a 40C
se agregan 5 ml de 3 M acetato de K ph 5.2 y se incuba durante 45 a 49C. Se centrifuga
durante 40" a {5000 rpm y el sobrenadante se precipita con isopropanol. Se disuelve el
DNA en 4 ml de agua y se agregan 4 g de CsCl y 0.2 ml de una soluciéon 10 mg./ml de
bromuro de etidio (la densidad obtenida debe ser 1 56-1.5% g/ml). Se centrifuga durante
1% hs a 45000 rpm y se exirae la banda currespondiente a DNA plasmidico con upna
jeringa Se extrae el bromuro de etrdio con una solucion de n-butanol saturado con agua
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y se dializa la muestra contra6a & 1 de 10 mM Tris-Cl ph 8. 1 mM EDTA. El DNA obtenido
se cuantifica por medida de DO a 260 nm En el caso de preparaciones de DNA de
plasmidos usados para transfectar celulas por el metodo de DEAE-dextrano se realizan 2
gradientes de CsCl consecutivos

Las minipreparaciones de plasmidos de realizan usando escencialmente el mismo
protocolo. variando simplemente los volumenes de las soluciones empleadas: Se
centrifugan 1.5 ml de cultivo bacteriano y se incuban en 100 i de buffer de lisis. Luego
se agregan 200 ul de solucion de Na.SDS y 150 ul de solucion de acetato de K. El
sobrenadante se extrae con fenol y CI3CH y se precipita con etanol

Transformaciones bacterianas

Se realizaron utilizando celulas competentes (cepas E. coli MC1061 y JMIOI)
obtenidas segun el siguiente protocolo Se centrifugan 100 ml de cultivo bacteriano
D0s550- 0.48 (medio de cultivo LB Maniatis. 19%2) durante 5" a 4°C y 3000 rpm Se
resuspende el pellet en 40 ml de solucion TPb! (30 mM acetato de K, 100 mM KCI. 10 mM
CaCi2, 50 mM MnCl2, I5% glicerol ph 5.8). Luego de 5 a 4°C se centrifuga la suspencion
5 a 3000 rpmy se resuspenden las celulasen 4 ml de solucion TPb2 (10 mM Pipes ph 6.5,
79 mM CaClz 10 mM KCI 15% glicerol) Luego de 5 a 4°C se toman alicuotas y se
congelan en nitrogeno liquido La preparacion se mantiene a -70°C y puede utilizarse
por un periodo de hasta 6 meses

Las transformaciones se realizan incubando 10 ng de DNA con 30-50 pl de
celulas competentes durante 20" a 49C Luego se realiza un shock de temperatura a 42 °C
durante | y posteriomente se incuba 5 a 4°C Se dejan replicar las celulas durante 40" a
379C con 2001 de medio L B y se plaquean en medio LB con 15 g/l de agar y 100 pg/ml
de ampicilina En el caso de plasmidos derivados de pUC se agregan 10 pl de 100 mM IPTG
(1sopropil-tio-3-D galactésido) y 10wl de 2% BCIG (5-Br. 4-Cl, 3-indolil-3-D galactosido)
como colorantes bacterianos.

Infeccion con fago AgtWES:

Se infectaron celulasE coli cepa Y1090 preparadas de la siguiente forma. 100 ml
de cultivo saturado ¢tmedio L B con 0.2% de maltosa) se centrifugan durante 10" a 4000
rpm vy se resuspenden en 4U ml de 10 mM MgSO4 Para la infeccion 100 ul de la
preparacion anterior se incuban con 50-100 pl de preparacién de fago durante 20" a
370C La preparacion se plaquea usando 2.5 ml de medio L B. 10 mM MgSO4, 0,7% agarosa.

La placa se incuba 9-14 hs a 379C (Maniatis. 1952)

Preparacion de DNA de fago AgtWES:

Se utiliza el metodo de lisado de la placa (Maniatis. 1982). Brevemente Se
infectan celulas E coli cepa Y{090 a saturacion y se plaquean segun se indic6
anteriormente Se agregan 5 ml de solucion SM (5.8 g/1 NaCl. 2 g/ MgS0O4 H20. 50 mM
Tris-Cl ph 75) y se incuba a temperatura ambiente con agitacion durante 4 hs. Se
centrifuga la solucion 10 a8 000 rpm v se agrega al sobrenadante fjug/mlde RNAsa Ay
1 ug/mlde DNAsa [ Seincuba 30 a 370Cy se precipita el DNA con 20% polietilenglicol, 2
M NaCl en solucion SM. Luego de | h a 49C se centrifuga durante 40" a 10.000 rpm y se
resuspenden las particulas de fago en 0.5 ml de solucion SM. Se agrega SDS hasta 0.1% y
EDTA hasta 5 mM vy se incuba 15 a 689C Se realiza luego extraccion fendlica y se
precipita el DNA con etanol
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Hibridizacjon in situ de colonias bacterianas v placas de fago A

Se utiliza la tecnica de "Union de DNA liberado-Procedimiento I" (Maniatis,
1982) Brevemente Se adsorven las colonias bacterianas sobre filtro de nitrocelulosa y
se tratan durante 3 con 10% SDS. fuego por S con 0.5M NaOH, 1.5 M NaCl, y luego por 3’
con 0,5 N Tris-Cl ph 8. 1 5 M NaCl Se repite el Gltimo tratamiento. Se tratan los filtros
con calor seco de 80°C durante 2 hs v se hibridizan los filtros en las mismas condiciones
que se describen para la tecnica de Southern. El mismo protocolo se utiliza para la
hibridizacion in situ de placas de fagox

Analisis de DNA por electroforesis en geles de agarosa y poliacrilamida.

Se analiza el DNA cortado por enzimas de restriccion en geles de agarosa (0,8% a
1.5% segun el caso) utilizando buffer TBE (90 mM Tris-Cl ph 8. 90 mM 4cido borico. 20
mMEDTA) y cubas horizontales de 10 ¢m de largo El DNA se deja corer durante 45-60" a
70 Vv posteriormente se tifie con 5 .21 de una solucion 10 mg/ml de bromuro de etidio
Las bandas de DNA se visualizan por iluminacion con luz UV. En el caso de geles de
poliacrilamida (5% a $%) se utiliza el mismo buffer y cubas verticales de 20 cm E! DNA
se deja correrdurante 1h a 40 mAmp Las bandas de DNA se visualizan por lincion con
bromuro de etidio 0 en el caso de correr muestras radioactivas, el resultado se revela por
autorradiografia

Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de poliacrilamida o agarosa

Se realiza por electroelusion (Maniatis, 1982). brevemente: La seccion de gel
conteniendo el fragmento de DNA de interes se coloca en bolsa de dialisis con buffer
05X TBE y se realiza electroforesis en cuba horizontal de 15 cm. durante 30° a 100 V. Se
separa la solucion contenida en la bolsa de dialisis. se realiza extraccion fenolica y se
precipita el DNA con etanol.

Marcacion de sondas con nucledtidos redivactivos.

I Tecnicade nick translation” Se incuban 50 a 100 ng de DNA con una mezcla
de 0.1 mM dATP 0.1 mM dGTP, 0.1 mM dTTP 3 i de 032P-dCTP (3.000 Ci/mmol). 1 ul
DNAsal 0.1 ug/ml, | U DNA polimerasal y | pl de buffer de "nick translation” comercial,

durante 45 a 15°C la reaccion se detiene por agregado de 40 pl de buffer TE (10 mM
Tris-Cl ph & 1| mM EDTA) Los nucleotidos libres son separados en columnas de Sephadex
G-50 usando TE como buffer de elusion (metodo de columna seca, Maniatis, 1982)

2 Tecnica de fill in° Se incuban 50 a 100 ng de DNA con upa mezcla de
nucleotidos (adecuados al sitio que se desee rellenar) en concentracién 025 mM. 2
5.32P-dCTP (3 000 mCi/mmol). buffer de secuenciacion y 1 U de "DNA polimerasa-Klenow
frgment .durante |5 atemperatura ambiente.

3 Marcado por elongacion Se incuban 50a 100 ng de DNA (clonado en el vector
MI13) con primer” universal, 025 mM dATP 025 mM dGTP, 0.25 mM dTTP. 2 ul 0.32p-
dATP (3000 mCi/mmol) buffer de secuenciacion y 1 U de "DNA polimersa-Klenow
fragment” EI DNA se corta luego con una enzima de restriccion adecuada y se purifica
el fragmento marcado en gel de poliacrifamida 5%

Medicion de proteinas por el metodo de Bradford

Se incuban 2 a U 1l de muestra con 1 ml de reactivo (100 mg/m! Coomasie Blue
G-250 475% etanol §5% acido fosforico) durante 5 a temperatura ambiente Se mide
D 0595y se determina la concentracion de proteinas por comparacion con una curva de
2al5pgdealbumina bovina
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Resultados

Estudio de los genes de HLA clase [ en célylas Molt4 y mutantes YHHH

d de célu

El mapeo por la técnica de Southern del DNA genoémico de células Molt4 y
mutantes YHHH se realizo con el objeto de clonar genes HLA clase I pertenecientes al
locus B, por ser aquellos que presentan un aumento muy sigaificativo en su expresion
freate al tratamiento con [FNa. Esta afirmacién se basa en 3 hechos que fueron
discutidos previamente en la seccion [. "Introduccion” Brevemente, A) Se observa que
las céjulas Molt4 y mutantes YHHH no presentan expresion en su membrana de
antigenos HLA-B hasta recibir una estimulacion de IFNa. B) Las mutantes YHHH fueron
seleccionadas utilizando el anticuerpo monoclonal YTH/76, el cual reconoce antigenos
HLA-B (si bien no se descarta que pueda reconocer otros antigenos. aunque no reconoce
HLA-A. Burrone, 1985). C) Se confirmo posteriormente. analizando el mRNA de células
Melt4 y mutantes YHHH inducidas con IFNa con sondas especificas para genes HLA-A'y
HLA-B. que las células YHHH son mutantes de alta expresién de genes HLA-A y HLA-B
frente a la estimulacion con IFNG. pero el aumento en expresién de HLA-B es mayor que
el aumento de HLA-A (Girdlestone . ]988).

Por otro lado. el mapeo de los genes de HLA por la técnica de Southern tuvo como
objetivo construir una genoteca genomica parcial, lo cual simplifica mucho los pasos
correspondientes al clonado respecto del caso de construir una genoteca completa.

El mapeo se realizo principalmente usando DNA de células Molt4, ya que el
patron que presenta e] DNA de celulas YHHH en este tipo de estudio es idéntico al de
Molt4 (Burrone, 1985) También se realizaron comparaciones usando DNA de individuos
previamente tipificados serolégicamente como BI7 y BI8, que resulta el fenotipo
expresado por células Molt4 y mutantes YHHH al recibir estimulacién con IFNa. Las
enzimas utilizadas para este estudio fueron Hind III, Bgl II, Kpn [ y Eco RI. solas o en
combinaciones de ellas Las hibridizaciones fueron realizadas con diferentes sondas
correspondientes a genes de HLA, algunas construidas en el laboratorio. La descripcion
detallada de dichas construcciones se encuentra en la seccion 4. "Pladsmidos utilizados™.

Brevemente las sondas utilizadas fueron
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p001: Corresponde a un clon de cDNA del gen HLA-B7 de 1400 pb que comprende toda la
region codificante del mismo. (Sood, 1981). Presenta hibridizacion positiva con todos los
genes HLA clase I (no discrimina especificidad HLA-A. B, C). Se utiliz6 para mapear
genes de HLA sin discriminacién de locus

p001.5": Corresponde a un fragmento de 120 pb de l1a region 5 del dominio &l del cDNA
del gen HLA-B7 (se extiende desde un sitio Pstl localizado al comienzo del dominio &l
hasta un sitio BglII que coincide con el aminoacido 64 del dominio &l). Se utiliz6 para

mapear el extremo 5 de los genes de HLA.

pH5RN6: Corresponde a 1200 pb del extremo 5 no codificante del pseudogen HLA 12.4.
Este clon se extiende desde un sitio EcoR! (extremo 5') hasta un sitio Narl (extremo 3')
que coincide con el ATG iniciador de la traduccion (aproximadamente posiciones -1200 a
+3, Malissen, 1982). Se desconoce si discrimina especificidad HLA-A B.C. Se utiliz6 para
mapear el extremo 5’ de los genes de HLA

pB3UT: Corresponde a 358 pb del extremo 3" no traducido del gen HLA-BS. La secuencia
de esta sonda comienza a continuacion del dominio citoplasmdtico del cDNA del cual fue
aislada (Koller, 1984). Reconoce especificidad HLA-B. Se utiliz6 para mapear genes
perlenecientes al locus B e identificar el extremo 3' de los mismos.

pBBl: Corresponde a una zona de 450 pb que codifica para el dominio 2 del pseudogen
HLA 124 (posiciones +565 a +1024 respecto de ATG iniciador). No discrimina
especificidad HLA-A.B.C. Se utilizo para mapear genes de HLA sin discriminacion de
locus.

Los resultados del mapeo por la técnica de Southern pueden observarse en las
figuras1,2,3.4.5.6y7.
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PH5RN6
BB pH5RNE

Figura 1

Figura2 "

Figura 1 Figura 2

"Southern’ genomico usando DNA de células Molt4 (M4) K Kpnl, K-H Kpnl-

HindIIl pHSRN6: sonda corresp alextremo 5' de genes de HLA. pB3UT: sonda
corresp al extremo 3' de los genes de HLA. Los numeros indican Kb.

Southern” genomico usando DNA de células Molt4 (M4). H: HindIII, Bg: BglII,
Bg-H: BgllI-HindII[ pHSRN6: sonda corresp al extremo 5' de los genes de HLA.

Los numeros indican Kb

42




pB3UT pHSRN6  pBB|
pB3UT

Figura 3 Figura 4

Figura 3 ‘Southern genomico usando DNA de celulas Molt4 (M4) H- HindIII, Bg-H
Bglll-Hindlll pHSRN6 sonda corresp al extremo 5' de los genes de HLA

pB3UT sonda corresp alextremo 3 de los genes de HLA. pBB1. sonda
corresp al dominio a2 de los genes de HLA Los numeros indican Kb

Figura 4 “Southern genomico usando DNA de celulas Molt4 (M4) y de individuo F (F)

Bm BamH! K Epnl pB3UT sonda corresp al extremo 3 de los genes de HLA.

Los numeros indican Kb
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Figura5 "Southern genomico usando DNA de celulas Molt4 (M4) y mutantes YHHH (Y)
¢on laenzima EcoR1 p001 5 sonda corresp alextremo 5 de los genes de HLA
p001.sonda corresp aun ¢DNA completo de HLA. pB3UT. sonda corresp. al
extremo 3 de los genes de HLA Los numeros indican Kb

Figura 6 “Southern genomico usando DNA de celulas Molt4 (M4). de individuo F (F) y
de individuo | (1) con 12 enzima EcoR1 pHSRNS sonda corresp. al extremo 5
de los genes de HLA pB3LUT sonda corresp al extremo 3 de los genes de HLA.

Los numeros indican Kb
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Figura 7

‘Southern genomico usando DNA de celulas Molt4 (M4), de individuo F
(F) y de placenta (P) Rl EcoRl, H: HindIII R1-H: EcoR1-HindIII
pH5RN6 sonda corresp al extremo 5 de los genes de HLA. pB3UT. sonda

corresp al extremo 3 de los genes de HLA
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El esquema seguido para la realizacion del analisis por la técnica de Southern
fue ubicar los genes de HLA clase | en principio con las sondas disponibles en el
laboratorio (H5RN6 y p001), y luego el andlisis fue completado con las sondas pB3UT y
p001.5", como criterio de reconocimiento de genes HLA-B (la sonda pB3UT es locus B
especifica) y de mapeo de los extremos 3 y 5 de los genes de HLA.

Con las enzimas Hind IIl y Bgl Il no pudieron observarse resultados
convenientes para el objetivo buscado. ya que ninguna (o la combinacién de ambas)
produjo bandas que indicaran contener un gen completo de HLA de un tamado adecuado
para intentar un clonado (ver figuras 2.3y 7). La enzima Hind III produce fragmentos
de 23 Kb (aproximadamente) que podrian contener genes de HLA completos (figuras 2. 3
y 7). pero se descarto su uso porque se consideré que 23 Kb es un tamafio poco apropiado
para clonar y luego caracterizar facilmente.

Con la enzima Kpn | se observo que el tamafo de los fragmentos obtenidos es
aparentemente menor que con otras enzimas (figuras 1 y 3) y ademas dichos
fragmentos no coinciden en tamano al hibridizar con sondas correspondientes al
extremo 5 (pH5RN6) y extremo 3’ (pB3UT) (ver figura 1). Estas observaciones serian
coincidentes con los datos publicados (Jordan. 1985), en el sentido de que existe
generalmente un sit10 interno muy conservado en los genes de HLA clase I para esta
enzima (este sitio se ubica al comienzo del intrén que separa los exones
correspondientes a los dominios a2y a3).

Los resultados mds importantes del mapeo por la técnica de Southern fueron
obtenidos con la enzima Eco RI. se observa que produce fragmentos que se ubican entre
9.7y 6.6 Kb. Dichos fragmentos hibridizan positivamente con la sonda pB3UT (figuras 5.
6y7) por lo que corresponderian a genes HLA-B. Por otro lado el DNA del individuo F,
serologicamente HLA Al. A2 B38 BWS57 (este ultimo uno de los 2 alelos en que se
subdivide la especificidad B17: BW57 y BW58) y el DNA del individuo I, serologicamente
B17, producen el mismo tipo de bandas con Eco RI y la sonda pB3UT (figuras 6 y 7). lo
cual indicaria que las bandas observadas entre 9.7 y 6.6 Kb corresponden a genes HLA-
B. Sin embargo estas bandas se observan también al hibridizar DNA proveniente de
placenta humana (figura 7). de manera que el analisis def DNA de los individuosF e I no
aportd informacion muy relevante Las mismas bandas hibridizan también con la sonda
H5RN6 (que se utilizo como criterio para mapear el extremo 5 de los genes), lo cual
indica que podrian contener genes completos. En esta 0litima observacién se hizo
especial hincapie, para comprobar que las mismas bandas hibridizan con sondas
correspondientes al extremo 5° (H5RN6) y al extremo 3’ (pB3UT) de los genes de HLA. En
la figura 7 se observa hibridizacion de la misma calle de DNA cortada longitudinalmente
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(luego de la transferencia a papel de nitrocelulosa) con las sondas HSRN6 y pB3UT. Por
otra parte el tamanq de los genes clonados de HLA es en general de aproximadamente 4
Kb, lo cual es un argumento mas en favor de que las bandas observadas contuviesen
genes completos de HLA.

Finalmente, el patron de hibridizacion obtenido con DNA de mutantes YHHH es
similar al obtenido con DNA de cefulas Molt4, usando EcoR| y las sondas p001.5', pB3UT y
p001, segun se observa en la figura 5. Para el DNA de mutantes YHHH existen las mismas
bandas que para el DNA de celulas Molt4, y ademds, se observan otras bandas de menor
tamano con lassondas p0015 y pB3UT. Este “southern” ha sido realizado utilizando como
sonda plasmido completo y no fragmentos aislados, por lo tanto es muy probable que las
bandas de menor tamano observadas para DNA de mutantes YHHH sean debidas a alguna
contaminacién, ya que solo se observan en el caso de plasmidos de tipo pUC (p0015' y
pB3UT) y no en el caso de pBR322 (p001). Ademas la sonda p001.5' se halla contenida en
la sonda p001 (fue construida a partir de ésta Ultima), por lo que las bandas de menor
tamano observadas corresponden sin duda a contaminacién en el DNA de mutantes
YHHH que hibridiza con alguna zona del vector pUC.

De acuerdo a los resultados obtenidos por el mapeo descripto, se decidié utilizar la
enzima Eco R] para construir una genoteca en fagoX y restringir el tamano de! DNA
genomico a clonar a la zona comprendida entre 9.7 y 6,6 Kb. Este tipo de estrategia
coincidi6 ademds con el descripto recientemente para el clonado de genes completos de

HLA. donde se seleccionan fragmentos de DNA de 6 a 8 Kb producidos por Eco Rl en
gradientes de sacarosa y se construyen genotecas parciales en fagoA (Parham. 1989).

Clopado de genes de HLA a partir de celulas YHHH

En base a las conclusiones obtenidas por mapeo del DNA genémico de células
Molt4, se decidi6 clonar DNA de células YHHH digerido por Eco RI utilizando como vector
fagoAgtWES Se decidi6 realizar una genoteca restringida a fragmentos de DNA que se
ubiquen entre 9,7y 6.6 Kb, que es la zona donde aparecen las bandas identificadas como
genes HLA-B. El hecho de construir una genoteca parcial y focalizada a una cierta
region permiti6 que los pasos correspondientes al analisis de los clones recombinantes
se realicen en forma relativamente sencilla. ya que el numero de placas necesario para
tener representados a los genes de interés se reduce al /0% de una genoteca completa.
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Para construir la genoteca se digiri6 el DNA de celulas YHHH (100-150 pg
aproximadamente) por Eco Rl y el producto de l1a digestion se separé en gel de agarosa
7% .La region comp}-endida entre 9.7y 6,6 Kb fue cortada del gel y el DNA purificado por
electroelusion, tratamiento con proteinasa K y extracciéon fenélica. Con el material
purificado de la manera descripta se realizo un clonado por sustitucion usando brazos
del fagoAgtWES cortados por Eco RI, ligando ambas preparaciones y usando extracto de
empaquetamiento in vitro comercial Para el plaqueo de los fagos se uso E. coli cepa
Y1090, con la cual se obtuvieron 30.000 placas Se realiz6 un andlisis de las placas
obtenidas por duplicado, usando el método de hibridizacion in situ del DNA, con 2 sondas
que fueron ulilizadas previamente para realizar el estudio por la técnica de Southern:
p001 (hibridiza con todos los genes de HLA clase I) y pB3UT (presenta especificidad
para genes HLA-B).

Se obtuvieron 3 clones positivos para la sonda p00l (clones Y1, Y2, Y7), 2 de los
cuales resultaron positivos tambien para {a sonda pB3UT (clones Y1 e Y2). Los estudios
posteriores se realizaron exclusivamente con estos ultimos 2 clones, que probablemente
contendrian genes de HLA pertenecientes al locus B.

Como primer paso se realizé un estudio por la tecnica de Southern de los clones
Yl e Y2. comparandolos con DNA genomico de celulas YHHH para observar si la
migracion relativa de dichos clones coincide con la de las bandas tomadas como objetivo
de clonado al construir la genoteca Las enzimas utilizadas fueron ECoRly Kpn I y la
sonda fue pB3UT (extremo 3’ no codificante del gen HLA-7). Ef resultado se observa en

la figura 8.



pB3UT

Figura §

“Southern” genoémico usando DNA de mutantes YHHH y de
los clones Y1 e Y2 Rl EcoR1.K Kpnl R1-K:EcoR1-Kpnl.
pB3UT sonda corresp al extremo 3’ de los genes de HLA.
Los numeros indican Kb

*Banda principal en la calle correspondiente
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Puede verse en la figura 8 que la migracion de las bandas pertenecientes a los
clones Y! e Y2 digeridos con Eco RI coincide con la migracion de las dos bandas
observadas para el DNA gen6mico de células YHHH, con tamagos relativos aproximados
de 6,5 Kb para el clon Y2 y 8 Kb para el clon YI. Ademdas de las bandas correctas
aparecen otras de menor peso molecular, tanto en la digestién con EcoRl como en la
combinada de EcoR1/Kpn! Esto fue atribuido al hecho de que este "southern” se realiz6
con DNA de fagoAgtWES como vector de los clones Y1 e Y2. La hibridizacion observada
para las bandas principales producidas por Eco RI fue satisfactoria, ya que los clones Y1
e Y2 coinciden con las bandas observadas en el DNA gen6omico de células YHHH. Se
procedio por lo tanto a realizar estudios sobre los clones obtenidos.

Para simplificar los pasos correspondientes a la obtencién y purificacion de DNA
de los clones Y e Y2, los mismos fueron subclonados en pBR322 (digerido por Eco Rl y
desfosforilado). El subclonado se realizé6 ligando una digestion Eco RI de Y| e Y2
(contenidos en AgtWES) con el vector mencionado. El analisis de las colonias obtenidas
se realiz¢ directamente a través de minipreparaciones, corte con Eco Rl y posterior
electroforesis en gel de agarosa |% para observar los insertos de 8 y 6,5 Kb.

Andlisis estructural del gen Y2

Luego de la obtencion de los clones YI e Y2 a partir de la genoteca parcial
construida con DNA de células YHHH, se procedié6 a analizar dichos clones mediante
mapeo con enzimas de restriccién y tecnica de Southern. Este andlisis se realiz6
solamente con los clones Y! e Y2 que son aquellos que podrian contener genes HLA-B
(hibridizan positivamente con la sonda locus B especifica pB3UT). Las enzimas utilizadas
para este estudio fueron EcoRI, Bgl II. Xba I, PstI, Kpn I y Pvu I, que son algunas de las
cuales presentan sitios conservados en diferentes posiciones de los genes de HLA
clonados (Jordan,1985, Malissen, 1982, Wais,1985). Las sondas utilizadas fueron pB3UT
(para mapear el extremo 3') y p0015 (para mapear el extremo extremo 5'). Los
resultados se observan en la figura 9.

50



Y2 . \ Y2 Y2

12 3 4 5 6 7 8 9 1

HEE

p001.5 pB3UT

Figura 9

"Southern” usando DNA del clon Y2. p0015': sonda corresp
al extremo 5 de los genes de HLA. pB3UT: sonda corresp. al

extremo 3 de los genes de HLA
0: X HindITI-® X Haelll 5:Eco R1/Kpnl

1:EcoRl 6: Eco R1/Pstl
2:Eco R1/Bglll 7 Eco R1/Pvull

3 Eco R1/Xbal 8 Eco R1/Kpnl/Xbal
4 EcoR1/Smal 9: ® X Haelll
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Para el clon Y1 no pudo obtenerse un mapa aproximado de restricciéon como
conclusion del estudio realizado, ya que no presenté hibridizacion para la sonda p001.5'.
Esto puede deberse a dos motivos: que tenga delecionado en forma casi completa el exon
correspondiente al dominio al o que este exon no presente homologia con la sonda
p001.5". Ademas resulto no tener sitio de corte para las enzimas Xba I, Sma I y Pvu I. De
todas maneras se pudo observar que existen varios sitios para Pst I, por lo menos 2 para
Kpn Iy por lo menos | para Bgl 1] Las caracterssticas observadas para el clon YI no
coinciden con las descriptas para la generalidad de los genes de HLA clonados, en
cuanto a la falta de sitios de restriccion para las enzimas mencionadas (Jordan, 1985,
Malissen, 1982, Wais.1985) y la posible falta de homologia de su ex6n correspondiente al
dominio &l (la primera parte del dominio &l resulta bastante conservada entre los
genes de HLA clase I, Parham, 1988). Por estos motivos los estudios siguientes se
centraron en el clon Y2 (al que mencionaremos desde ahora como gen Y2) que si
parecio responder en su organizacion esitructural a las caracteristicas generales de los
genes de HLA clase I descriptos.

Con los datos obtenidos mediante el mapeo con enzimas de restriccion y técnica
de Southern y teniendo en cuenta la organizacion general de exones e intrones de los
genes de clonados, se construy6 un mapa de restricciéon aproximado para el gen Y2.
Estos datos fueron completados ademas por analisis mediante secuenciaciéon del gen Y2
que realiz6 el Lic. Ariel Wilner. La estructura del gen Y2 puede observarse en la figura
10.
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Figura 10

Esquema del gen Y2

El andlisis de la secuencia del gen Y2 permiti6 ademds observar la presencia de
los siguientes elementos: La posicion +1 es ubicada en el codén ATG correspondiente a la
metionina que inicia el péptido lider En 1a posiciéon -50 se ubica el "TATA-box" (del tipo
TCTAAA como en la mayoria de los genes de HLA) y en la posicién -76 el "CAAT-box". En
la posicién --190 se encuentra una secuencia denominada "IFN-sensible”, la cual se
encuentra en varios genes de HLA y H2 y también en genes correspondientes a otras
proteinas inducidas por IFNG en celulas eucarioticas. Esta secuencia fue inicialmente
descripta para los genes de HLA (HLA-A3, 12.4, HLA-DR) y para el gen de metalotioneina
II (Friedman, 1985) y posteriormente se ha demostrado que la misma participa en la
respuesta al IFN de los genes H2KD (Israel. 1986). HoLd (Sugita. 1987), H2Dd (Korber,
1988), gen 6-16 (Porter. 1988), gen ISG-15 (Reich. 1987) y gen de 2'-5' oligoA-sintetasa
(Cohen, 1988). A continuacion se presenta un esquema comparativo de secuencias "IFN-
sensibles” (figura 11) donde puede verse la homologia que existe entre la secuencia
correspondiente al gen Y2 y otras provenientes de genes de HLA, H2, proteina 6-16
(humana) y 2'-5' oligoA sintetasa (humana y de ratén). En el caso de estos 3 ultimos
genes la homologia se observa con la secuencia invertida en forma 3'-5'.
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Y2 —p CGCCACCTCCGCAGTITTICTCTTCTTC

HLA-A3 —p —C A T

HLA-B? —p - —C—A CT—C TG ACAACAAC

H2ZK —» —C T A A G

6-16 (n) @4— —G—AG AT TCC

0AS (r) <@4— A—TTT AT CCG

0AS (h) @— GTTGGTTTC————FCTCAGAAG
Figura 11

Comparacion de secuencias "IFN-sensibles”

También se ha descripto que esta secuencia "IFN-sensible” coincide con 2
regiones de union de proteinas para el gen HoKb. Estas secuencias unen los factores
H2TF1 (preseate en los genes HLA-A2, HLA-A3, HoLd, HpDd, 6-16, 2'-5' oligoAsintetesa,
ISG-15. ISG-54, Baldwin. 1987) e IBP1 (presente en los genes Hsz y "enharcer” de 72 pb
de SV40, Blanar, 1989, Hde. Kvist. 1983, HLA-A3, Strachan, 1984y HzLd, Shirayoshi,
1987). Se observa para el gen Y2 que existen secuencias similares a las descriptas para
estos 2 factores (figura 12).

Sec. IEN-Sensible

Y2 (h) TTGOGGGTTCGCCACCTCCGCAGTTTCTCTTCTTC
H2Kb(r) TGGGGATTCCCCATCTCCACAGTTTCACTTCTGC
H2TF1 IBP1
Figura 12

Comparacion de regiones de union de proteinas regulatorias
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Con el fragmento ubicado entre los sitios Xbal- Xbal de fa regién 5 no traducida
del gen Y2 que contiene la region "IFN-sensible” (375 pb entre las posiciones -480 a
-105) se han realizado ensayos funcionales observando su influencia sobre promotores
heter6logos. Dichos ensayos se describen en la secciéon 2.4.2 "Estudios de funcionalidad
del promotor y regiones reguladoras del gen Y2".

La secuencia nucleotidica del gen Y2 ha sido analizada en forma casi completa.
Mediante dicho analisis no se ha podido determinar hasta el momento la especificidad
del gen Y2, esto es. si corresponde a un gen HLA-A, B, 0 C (compardndolo con secuencias
de genes de HLA clonados. Parham. 1988. Sodoyer, 1984, Lawlor, 1988, Mayer, 1988, Wais,
1988, Srivastava. 1987. Szots, 1986), a pesar de que el hecho de presentar hibridizacion
positiva con la sonda pB3UT indicaria que se trata de un gen HLA-B.

\palisis fuaci Y2

) e sion del ge ompleto

El estudio de las caracteristicas funcionales del gen Y2 se ha abordado a través de
transfecciones en células eucaridticas. Este método ha sido el de uso general para
identificar seroldgicamente los productos de genes tanto de H2 como de HLA (Guillemot,
1988, Parham.1989. Jordan.1985). Este método permite asegurar las caracteristicas
funcionales de un gen y asignar serotipos a los genes clonados mediante el uso de
aaticuerpos especificos. Se han utilizado para el estudio del gen Y2 dos tipos de técnicas:
A) Transfecciones de tipo estable. con un marcador de seleccién y B) Transfecciones de
tipo transiente. donde el producto del gen transfectado se analiza a las 48 hs. de

realizada la transfeccion

A) Transfeccion estable del gen Y2 en células Ltk~

Las células Ltk™ de ratdén han sido las mds ampliamente usadas para estudiar la
expresion de genes clonados. En el caso de genes de HLA clase I. las proteinas
codificadas por los genes transfecltados se asocian en las células Ltk con (2

microglobulina de raton (lo que constituye un requisito esencial para el transporte y
expresion en la membrana) y la mayoria de los anticuerpos monoclonales anti HLA
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reconocen los epitopos conformacionales de la molécula hibrida formada (Guillemot,
1988. Parham, 1989, Jordan 1985 Malissen, 1986). Por este motivo estas células fueron
elegidas para realizar una transfeccion de tipo estable del gen Y2. Para esto fue
realizada una cotransfeccion del gen Y2 (clonado en pBR322) con el plismido pKG5 que
contiene e gen de neomicina asociado al promotor de timidina kinasa (TK) del virus de
Herpes Simplex y confiere resistencia al antibiotico G418 (Gorman, 1985). La
cotransfeccion fue realizada utilizando una relacion gen Y2: pldsmido pKG5 de 20: 1 y el
método de transfeccion fue el de precipitacién con fosfato de calcio. La seleccién de los
clones se realizo usando una dosis de G418 de 1.2 mg/ml.

Se obtuvieron 20 clones, llamados LY2.1.1, LY2.2.1, LY222, LY223, LY231,
LY2.32 LY233 LY241, LY2.42 LY243 LY251 LY252 LY2s6.1, LY27 LY281,
LY282, LY283,LY291, LY2.10y LNEO (control transfectado solo con el plasmido pKGS).
Sobre estos clones se realizé inmunofluorescencia indirecta de superficie con el
anticuerpo monoclonal YTH/76, para tralar de detectar el producto del gen Y2. En este
experimento (y en todos los siguientes de transfeccién transiente) se utilizé como
control de la técnica de inmunofluorescencia indirecta de superficie, mutantes YHHH
sin y con estimulacion de 200 U/m! de IFNa durante 24 hs. y el anticuerpo monoclonal
YTH/76. La imagen de inmunofluorescencia que se observa para este control se muestra
en la descripcion de la tecnica utilizada (figura I, seccion Materiales y Métodos).

El resultado de la inmunofluorescencia con el anticuerpo YITH/76 fue negativo
para los 20 clones de celulas Ltk™. Esto pudo ser debido a varios motivos: Por un lado que
el gen Y2 sea en realidad un pseudogen, por lo que la proteina codificada nunca podré
detectarse. Puede ocurrir también que el promotor del gen Y2 posea una actividad muy
baja o nula. Por otro lado, el anticuerpo monoclonal YTH/76 tal vez no reconozca al
producto del gen Y2 Otro motivo posible para el resultado negativo observado es que el
gen Y2 solo se exprese al recibir las celulas una estimulacién con IFNG; esto se basa en
el hecho de que el gen Y2 fue clonado a partir de mutantes YHHH y estas células, asi
como las parentales Molt4, resultan negativas para la expresion de genes
pertenecientes al locus B en ausencia de estimulacién con IFNa (al momento de
realizado este experimento no se disponia de IFNa murino en el laboratorio para
permitir el andlisis de esta hipotesis) Finalmente, se ha descripto que existen genes de
HLA (en particular HLA-B27) que son incapaces de combinarse con 2 microglobulina
de raton, lo cual hace que no puedan expresarse en la membrana de las cé¢lulas L
(Guillemot. 1988, Parham.1989). Para tratar de averiguar cual de todas estas posibilidades
fue la responsable del resultado negativo observado, se realizaron varias transfecciones
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de tipo transiente en distintas lineas celulares; estos experimentos se describen a
continuacion.

B) Transfecciones de tipo transiente del gen Y2

Para realizar este tipo de ensayos se consideré la posibilidad de utilizar varias
lineas celulares, que presentaban diferentes ventajas para realizar los experimentos
planteados: Se intent6 utilizar la linea celular NSO (mieloma murino) que presenta la
caracteristica de ser negativa para el anticuerpo monoclonal YTH/76, pero resulté ser
totalmente refractaria al método de tranfeccion indicado para células en suspencion
(DEAE-dextrano) También se tratd de utilizar las lineas MCF-7 y T47-D (células
epiteliales humanas) que presentaban la posibilidad de estimulacién con IFNa humano,
pero ambas presentaron reactividad positiva para los anticuerpos YTH/76 y W6/32 (este
ultimo reconoce un epitopo o determinante publico en todos los alelos de HLA clase |
humanos). Por lo tanto se descartdé el uso de las lineas NSO, MCF-7 y T47-D como
recipientes para realizar easayos con el gen Y2. Se utilizaron finalmente 2 lineas
celulares: NIH3T3 (fibroblastos de raton) y J26 (células Ltk~ de raton que expresan [32

microglobulina humana).

Transfeccion del gen Y2 en celulas NIH3T3

En primer lugar se transfecto el gen Y2 en células NIH3T3, que presentan la
caracteristica de poseer una eficiencia de tranfeccion muy alta por el método de
precipitacion con fosfato de calcio Se realiz6 una tranfeccién transiente en la cual el
gen Y2 completo (fragmento de 6.5 Kb clonado en pBR322) fue transfectado de 3
maneras diferentes 1) En forma circular, o sea el plasmido intacto. 2) Cortado por EcoRI,
que libera el gen completo (es la enzima utilizada para el clonado). 3) Cortado por Xba I,
que deja al gen Y2 estructuralmente completo, con los elementos "CAAT-box" y "TATA-
box" pero que deleciona la zona "IFN-sensible” ubicada en posicién -190 (el fragmento
que se produce va de posiciones -105 a +4200 aproximadamente). Luego de 48 hs. de
realizada la tranfeccion se preparo RNA total de las células y se detectd {a presencia de
mRNA del gen Y2 por la técnica de Dot-blot Como sonda se utilizé un fragmeanto de 175
pb correspondiente a la region del promotor y del péptido lider del gen Y2 (-105 a +70).
El resultado de la hibridizacion se observa en la figura 13.
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Figura 13

Dot-Blot" de RNA de celulas 3T3 transfectadas con el gen Y2.
1- RNA 3T3 transfectadas gen Y2, plasmido circular

2- RNA 3T3 transfectadas gen Y2. cortado por EcoR1

3- RNA 3T3 transfectadas gen Y2, cortado por Xbal

4- RNA 3T3 no transfectadas

21.g 2jug de RNA total, 1/3: dilucion 1:3, 1/9 dilucion 1:9

Puede observarse que existe expresion del gen Y2 a nivel de transcripcion en el
caso de transfectarse el mismo en forma circular o linealizado con Eco RI (lineas 1 y 2).
La expresion del gen Y2 parece anularse en el caso de que se delecione la regidn
regulatoria que contiene la zona [FN-sensible’ por corte con Xba I (linea 3). Esto
indicaria que dicha region regulatoria posee elementos importantes para la
transcripcion del gen Y2 que funcionan aun en ausencia de estimulacion con IFNa. Se
observa ademas que la expresion del gen Y2 es muy baja en las condiciones del ensayo,
lo cual se atribuyo en ese momento a la falta de estimulacion con [FNa murino

Para observar si1 la expresion del gen Y2 a nivel de transcripcion (analizada a
traves de la deteccion de mRNA) se correlacionaba con expresion a nivel de proteina, se
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realiz6 un experimento similar en células NIH3T3 pero esta vez tratando de detectar el
producto del gen Y2 en la membrana de las celulas transfectadas. Para esto, luego de 48
hs.de transfectadas las células con el gen Y2 por el método de precipitacion con fosfato
de calcio se realiz6 inmunofluorescencia indirecta de superficie con el anticuerpo
monocional W6/32 (reconoce HLA-A, B, C) y también con el anticuerpo monoclonal
YTH/76 (reconoce HLA-B). El resultado fue negativo en ambos casos. Nuevamente, la
falta de expresion observada podria deberse a los motivos enunciados para el caso de la
transfeccién estable en células Ltk™, esto es, que el gen Y2 sea en realidad un
pseudogen, que no-se exprese en ausencia de estimulaciéon con IFN&, o que no se
exprese debido a la falta de 32 microglobulina humana en c¢lulas NIH3T3. Por o tanto,
la transfeccion transiente del gen Y2 en células NIH3T3 permitié observar que parece
existir expresion del gen Y2 a nivel de mRNA, pero no fue posible la deteccién en la
membrana celular de la proteina codificada, aun utilizando el anticuerpo monoclonal
W6/32, que reconoce los productos de los distintos loci HLA-A, B, C.

s { e ¢ 6

Para descartar los problemas mencionados anteriormente relacionados con la
falta de expresion de ciertos genes de HLA en ausencia de 32 microglobulina humana y
los relacionados con la posible falta de expresiéon del gen Y2 en ausencia de
estimulacion con IFNa se realizé el siguiente experimento: Se transfectaron en forma
transiente células J26 ( son células derivadas de Ltk~ que han incorporado por
transfeccion el gen de B2 microglobufina humana) con el gen Y2, y luego de 16 hs. de
realizada la transfeccion se estimularon con una dosis de 1000 U/ml de IFNa/B murino.
Luego de 24 hs de estimulaciéon se realizo inmunofluorescencia indirecta con los
anticuerpos W6/32 e YTH/76. El resultado fue tambien negativo, aun en presencia de
estimulacion con IFNa/B. Este resultado parece indicar que la falta de expresion del gen
Y2 en la membrana de las células transfectadas se debe a que el gen Y2 es en realidad un
pseudogen, ya que a pesar de detectarse mRNA en células NIH3T3 transfectadas, no
puede observarse la proteina codificada aun en presencia de estimulacién con IFNa/By
de la posibilidad de combinacién con (32 microglobulina humana.

En los experimentos descriptos de andlisis de funcionalidad del gen Y2 completo
no se dispuso de un control positivo para incluir en los ensayos (no se disponia de un
gen de HLA clase I clonado funcional y cuya expresion pueda detectarse en la
membrana de las celulas transfectadas por los métodos descriptos). De todas maneras, lo
que si podemos asegurar es que en todos los casos de transfeccion del gen Y2 completo
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las transfecciones resultaron de una buena eficiencia, ya que siempre se realizaron
controles de transfeccion paralelos con los plésmidos RSVCAT (contiene como promotor
el LTR del virus del sarcoma de Rous, asociado al gen CAT) o pSV2CAT (contiene el
promotor y "enharcer” del virus del sarcoma de mono, SV40, asociado al gen CAT).
También fue controlada en todos los casos la técnica de inmunofluorescencia como se

comenté anteriormente.

Para estudiar la funcionalidad de promotores y regiones reguladoras de genes
eucarioticos se han desarrollado sistemas que incluyen vectores de expresion a los que
puede adosarse la region de DNA bajo estudio y sistemas de transfeccién de estos
vectores en célulag en cultivo. Los vectores de expresién mds comunmente usados
contienen un gen que codifica para una actividad enzimdtica ausente en células
eucarioticas y cuyo ensayo sea rapido y sensible. Tal es el caso de los genes que
codifican para cloramfenicol-acetiltransferasa (CAT, Gorman, 1982) y para
Pgalactosidasa (Bgal, Gorman, 1985). Esta fue la estrategia seguida para el estudio de
funcionalidad del promotor y regiones reguladoras del gen Y2, esto es, unir las regiones
bajo estudio a distintos vectores de expresién y realizar con ellos transfecciones de tipo

transiente en varios tipos celulares.

Este tipo de estudios fue realizado incluyendo el promotor completo del gen Y2 en
el pldsmido pSB1. El mismo contiene sitios para realizar el clonado de promotores, el gen
CAT que permite medir el funcionamiento de dichos promotores y una sedal de
poliadenilacion proveniente de SV40 (virus de sarcoma de mono). A continvaciéon se
observa un esquema del promotor y regiones reguladoras del gen Y2 con sus
principales elementos (figura 14).
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Figura 14

Promotor y regiones reguladoras del gen Y2

El promotor completo del gen Y2 fue clonado en el pldsmido pSBI utilizando el
fragmento Eco RI/ Narl que se observa en la figura 14. Este fragmento incluye los §
primeros aminodcidos de! gen Y2. pero puede analizarse que esta secuencia queda en
fase con el gen CAT de acuerdo al sitio de clonado que se utiliz6 en este vector (los
detalles de construcciéon de este pidsmido se describen en la secciéon 4. "Plasmidos
utilizados"). El plasmido pSBl es semejante a los plasmidos derivados de pSV2CAT
(Gorman, 1982), pero presenta una delecién entre posiciones 1095 a 2485 de pBR322
(Yaniv, comunicacién personal). Se ha descripto que la secuencia mencionada
proveniente de pBR322 ejerce efectos negativos sobre la actividad de genes
transfectados (Peterson, 1987), en particular sobre pSV2CAT que contiene parte de esta
secuencia (posiciones 2066 a 2490 de pBR322). Con el pldsmido construido (pSBRNd) se
hicieron transfecciones de tipo transiente en mutantes YHHH por el método de DEAE-
dextrano, sin y con estimulacién de IFNa y utilizando el protocolo de transfeccién
modificado que se describe en la seccién 3."Estudio de células Molt4 y mutantes YHHH
por ensayos de transfeccién con promotores sensibles a [FN&". Las condiciones que se
utilizaron para realizar las transfecciones son aquellas que permiten observar
actividad del promotor del gen Hsz en estas células. A pesar de esto no pudo observarse
actividad del plasmido pSBRNd en mutantes YHHH, aun en presencia de estimulacién
con 2000 U/m! de TFNa& durante 24 hs. Para comprobar si la falta de actividad del
plasmido pSBRNd se debia a problemas inherentes a la baja eficiencia de transfecciéon
que se obtiene con el método de DEAE-dextrano, el pldsmido pSBRNd fue transfectado en
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células J26. Estas células son fibroblastos de ratén y puede utilizarse el método de
precipitacion con fosfato de calcio para transfectarlas (como se mencion6.
anteriormente las células J26 son células Ltk™ de ratén que tienen incorporado el gen de
fmicroglobulina humana). Se realizaron transfecciénes de tipo transiente sin y con
estimulacién de 1000 U/ml de [FNa/f murino durante 24 hs., pero tampoco en este caso
pudo observarse actividad del plasmido pSBRNd. En todos los experimentos fue utilizado
el plasmido RSVCAT como control de transfeccién y su actividad pudo ser medida sin
ningln tipo de inconvenientes.

Los resultados obtenidos con el plasmido pSBRNd indican que el promotor del
gen Y2 funciona muy débilmente o no es funcional, ya que no pudo observarse
actividad del mismo en mutantes YHHH ni células 26, aGn en presencia de estimulacién
con IFNa humano o IFNa/B murino. Los resultados de los experimentos de
transfeccion del promotor completo del gen Y2 son contradictorios con la observacion
anterior de mRNA proveniente del gen Y2 en la transfeccién del gen Y2 completo en
células NIH3T3. Existe la posibilidad de que la contradiccién observada sea debida a que
el promotor del gen Y2 posea una actividad muy baja, y solo pueda ser visualizada por
transfeccion en células NIH3T3 (las células NIH3T3 poseen una eficiencia de
transfeccion muy elevada). De todas maneras es significativo el hecho de que no se
haya podido observar ningin aumento de actividad del promotor del gen Y2 por
estimulacién de las células transfectadas con IFNa. Otra posibilidad para explicar la
contradiccion observada es que el plasmido utilizado como vector para el promotor del
gen Y2 no resulte funcional, por algun defecto en su estructura que no pudo detectarse.

En cuanto a la expresion del gen Y2 en mutantes YHHH, el Lic. Ariel Wilner ha
realizado ensayos mediante al técnica de nucleasa S1. Se han utilizado dos sondas, una
correspondiente a 58 pb del final de! péptido lider y 14 pb del primer intrén y otra
correspondiente a 195 pb del dominio al (aminodcidos | a 65) y 111 pb del primer
intrén. Con ambas sondas se obtuvo proteccién del tamado esperado para mRNA de
mutantes YHHH inducidas con 200 U/ml de IFNa durante 24 hs. (y no en mRNA de
células sin inducir con IFNa). Esto indica que el gen Y2 se expresa en mutantes YHHH al
recibir upa estimulaciéon con IFNa, si bien no se ha utilizado como sonda la region que
presenta mayor polimorfismo entre los genes de HLA para realizar los ensayos (zona
correspodiente a los aminoacidos 62 a 90 del dominio «l, donde se ubica parte del
bolsillo de unitn de peptidos provenientes de antigenos). Estos hechos son coincidentes
con la deteccion de mRNA proveniente del gen Y2 en la transfeccién de células NIH3T3.
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Estos estudios fueron realizados utilizando vectores de expresién que contienen
un gen cuyo producto permite medir actividad enzimdatica (CAT o Pgal), la seial de
poliadenilacién de SV40 y promotores con sitios de clonado en su regiéon 5' que permiten
observar influencias de regiones reguladoras sobre la actividad de dichos promotores.
La region reguladora del gen Y2 que fue objeto de estudio es aquella comprendida entre
las posiciones -480 a -105, que contiene la regiéon de 26 pb denominada "[FN-sensible”
ubicada en posicion -190 a -164 (ver figura 14). Este fragmento de 375 pb fue clonado en
3 tipos de vectores diferentes y con los plasmidos construidos se realizaron ensayos de
transfeccion transiente en mutantes YHHH sin y con estimulacién de IFNa. El objetivo
de este tipo de experimentos es observar si el fragmento de 375 pb proveniente del gen
Y2 es capaz de conferir a promotores heterélogos la propiedad de ser inducible por
IFNa.

En primer lugar se utilizé el plasmido TKYCAT, que contiene el promotor del gen
de timidina kinasa (TK) del virus de Herpes simplex asociado al gen CAT. El fragmento de
375 pb proveniente del gen Y2 fue clonado en posicion 5' respecto del promotor TK y
con el plasmido resultante (TKYXd) se realizaron ensayos de transfeccién transiente en
células YHHH sin y con estimulacién de 400 U/m! de IFNa durante 24 hs. Las
condiciones de transfeccion que se utilizaron son aquellas que permiten visualizar
actividad del promotor del gen H2KP en células YHHH. Como control de transfeccion se
utiliza el plasmido RSVCAT (contiene el promotor del virus del sarcoma de Rous asociado
al gen CAT). En todos los casos los ensayos se realizaron usando cantidades equivalentes
de proteinas, salvo en el caso de RSVCAT. donde la cantidad empleada es 5 veces menor al
resto de los ensayos. El resultado se observa en la figura 15.
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Figura 15

1- YHHH transfectadas TKYCAT

2- YHHH transfectadas TKYCAT + 400 U/ml IFN
3- YHHH transfectadas TKYXd

4- YHHH transfectadas TKYXd + 400 U/ml IFN
5- YHHH transfectadas RSVCAT

Como puede observarse, el fragmento de 375 pb proveniente del gen Y2 no es
capaz de conferiral promotor TK en el plasmido TKYXd la propiedad de ser inducible por
IFN& (lineas 3y 4), y ademds parece disminuir la actividad del promotor TK (lineas 1 y
3). Se observa también una diferencia entre las lineas 1 y 2, 3 y 4, o sea los pldsmidos
TKYCAT y TKYXd sin y con tratamiento de IFNa. Esto puede deberse a que en ciertos
casos el tratamiento con IFNa disminuye la eficiencia de transfeccién, fenoémeno
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observado en c¢lulas YHHH al realizar tratamientos con IFNa previos a la transfeccién
del plasmido H2KPCAT (seccion 3."Estudio de células Molt4 y mutantes YHHH por ensayos
de transfeccion con promotores seasibles a IFNx).

En segundo lugar, para coafirmar el resultado observado con el plasmido TKYXd,
se intentd realizar ensayos con el plasmido pHFpBG2, que contiene el promotor TK
asociado al gen de Bgalactosidasa. Esto permitiria descartar que el resultado obtenido con
el plasmido TKYXd se deba a problemas inherentes a la estructura del vector utilizado.
Para esto el fragmento de 375 pb fue clonado en el vector pHFpG2 y con el plasmido
resultante (pHFpBG2Xd) se realizaron ensayos de transfeccién transiente en células
YHHH sin y con estimulacién de 2000 U/m! de IFNa durante 24 hs. Lamentablemente la
sensibilidad del sistema de transfeccion transiente y medicion de actividad del gen de
Bgalactosidasa en células YHHH resulto demasiado baja como para poder medir actividad
del plasmido pHFBG2Xd. El sistema de visualizacién de actividad transcripcional por
medicién de actividad de (galactosidasa solo resulté funcional en células NIH3T3, que
presentan una eficiencia de transfeccién por el método de precipitacién con fosfato
muy superior a la observada en células Molt4 y mutantes YHHH por el método de DEAE-
dextrano. A pesar de que pudo observarse actividad del plasmido pHFPG2Xd en células
NIH3T3 no pudieron realizarse ensayos de induccién con IFN, ya que no se disponia de
IFNa/B murino en ese momento en el laboratorio. Por este motivo el uso de este

plasmido como vector de expresion fue descartado.

En tercer lugar se utiliz6 como vector de expresién para el fragmento de 375 pb
proveniente del gen Y2 el plasmido RSVCAT (contiene el LTR del virus del sarcoma de
Rous asociado al gen CAT). Esto se realiz6 con el objeto de observar si el hecho de que el
fragmento de 375 pb no confiera la propiedad de ser inducible por IFNa al promotor TK
es debido a una caracteristica particular del promotor TK o se debe a alguna falla en esta
regién reguladora proveniente del gen Y2. Para analizar la influencia del fragmento de
375 pb sobre el LTR del virus del sarcoma de Rous, se utilizé6 para el clonado un sitio
Mlul interno al LTR del plasmido RSVCAT (posicion -376 respecto del sitio HindIII donde
une al gen CAT. se conserva la zona promotora del LTR ubicada en -70 respecto del
mismo sitio). Con el plasmido resultante (RSV/Xd/CAT) se realizaron ensayos de
transfeccion transiente en células YHHH con estimulacion de diferentes dosis de IFNx

durante 24 hs. El resultado se observa en la figura 16.
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Figura 16

|- YHHH transtectadas RSV/Xd/CAT

2- YHHH transfectadas RSV/Xd/CAT + 200 U/ml IFN
3- YHHH transfectadas RSV/Xd/CAT + 400 U/m/! IFN
4- YHHH transfectadas RSV/Xd/CAT + 800 U/ml IFN
5- YHHH transfectadas RSYCAT

4- YHHH transfectadas RSVCAT + 200 U/ml IFN

7- YHHH transfectadas RSVCAT + 400 U/ml IFN

%- YHHH transfectadas RSVCAT + 800 U/ml IFN

9- YHHH no transfectadas

Puede observarse en la figura (lineas | a 4) que la actividad del plasmido
RSV/Xd/CAT no es incrementada por tratamiento de las células con IFNa. Esto implica

que el fragmento de 375 pb no es capaz de conferir al promotor de RSV la propiedad de
ser inducible por [FN© Ademas se observa que la actividad del plasmido RSV/Xd/CAT es
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menor que la actividad del plasmido RSVCAT en todos los casos. Esto puede ser debido a
que el fragmento Xbal-Xbal de 375 pb proveniente del gen Y2 contenga algin tipo de
secuencia "silenciadora” de la transcripcién o mas probablemente a que el clonado de
dicho fragmento en el sitio Mlul del LTR de RSV perturbe de alguna manera la alta
eficiencia transcripcional de este promotor viral (este ultimo hecho no fue investigado
con mayor detalle).

Los resultados obtenidos en los experimentos de funcionalidad de la regién "IFN-
sensible” proveniente de la regién 5' del gen Y2 indican que la misma no es capaz de
conferir la propiedad de ser inducible por IFN& al promotor TK del virus de Herpes
simplex ni al LTR de! virus del sarcoma de Rous. Existe la posibilidad de que el fragmento
utilizado de 375 pb (posiciones -480 a -105 del gen Y2) no resulte suficiente para
conferir a un promotor [a propiedad enunciada y se requieran otras zZonas vecinas
(hacia 5' o hacia 3') que no fueron incluidas en los ensayos. Sin embargo, este no parece
ser el caso, ya que los resultados observados con el fragmento de 375 pb reproducen los
resultados que se obtuvieron con el promotor completo del gen Y2, con el cual tampoco
pudo detectarse ningun tipo de induccion con IFN.

A continuacién observamos una tabla que resume los resultados obtenidos en
experimentos de transfeccion en distintos tipos celulares del gen Y2 completo, su regién
promotora completa asociada al gen CAT y su regién "IFN-sensible” asociada a otros
promotores (tabla 1).



Plésmido Region

Reguladora

Gen Y2 Y2
(pBR322)

Gen Y2 Y2
(pBR322)

Gen Y2 Y2
(pBR322)

pSBRNJ Y2

TKYX4 Y2
RSV/X4/CAT Y2

Progotor Tipode Céfules IEN

Ye

Y2

Y2

Y2

TK

]rg;st €¢.

Estable

Trans.

Trans.

Trans.

Trans.

LTR RSV Trans.

Ltk

NIH3T3 -
R -y+

YHHH -y+
Jeé “V+

YHHH -y«

YHHH -y«

Ensavo Resultado

Inmunof,
YTH/76

Deteccitén +(1)
mRNA

Inmunof.

YTH/76
V6/32

CAT
CAT

CAT +(2)

CAT +(3)

(1) Se detecta débilmente mRNA para el caso del promotor compieto del gen Y2.

(2) Se detecta débilmente actividad de CAT en igual nivel sin y con tratamiento

de IEN.

(3) Se detecta activided de CAT en igual nivel sin y con tratamiento de [EN.

Tabla 1

Observamos en la tabla 1 que A) No pudo detectarse el producto a nivel de
proteina del gen Y2, por transfeccion en células Ltk~, NIH3T3 y J26,a0n en presencia de
estimulacion con IFNa murino (celulas J26). Solamente pudo detectarse mRNA
proveniente del gen Y2 por transfeccion en células NIH3T3. B) No pudo detectarse
actividad del promotor completo del gen Y2 por transfeccion en células YHHH ni J26,
aun en presencia de estimulacién con IFNa. C) El fragmento Xbal-Xbal de 375 pb del
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gen Y2 que contiene la region "IFN-sensible” no es capaz de conferir la propiedad de
ser inducible por IFNc al promotor TK nial LTR de RSV, por ensayo de transfecciéon en
células YHHH. Este fragmento se comporta ademds como un “silenciador”, ya que
disminuye la actividad transcripcional de los promotores ensayados.

Los resultados obtenidos indican que el gen Y2 no es funcional en su expresiéon a
nivel de proteinas, ya que en .ningUn caso pudo detectarse su producto usando los
anticuerpos YTH/76 y W6/32. Esto sugiere que posiblemente el gen Y2 sea en realidad
un pseudogen. Respecto de la funcionalidad del promotor del gen Y2 existe una
contradiccion en los resultados obtenidos: Por una parte todos los experimentos que se
han realizado asociadolo al gen CAT indican que no es funcional, abn en presencia de
estimulacion de las células transfectadas con IFNa. Por otro lado, fue posible detectar
mRNA del gen Y2 por transfecciéon en células NIH3T3, lo cual indicaria que el promotor
sies funcional. y estaria de acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos de
proteccion a nucleasa S1 con RNA de células YHHH. Existen varias posibilidades para
explicar estos resultados: a)Puede ocurrir que la actividad de! promotor del gen Y2 sea
tan débil que solo pueda ser visualizada en células de muy alta eficiencia de
transfeccion como NIH3T3. b) La construccion que se utiliz6 para asociar el promotor
del gen Y2 al gen CAT tal vez no sea apropiada para detectar su expresién (por defectos
en la estructura del plasmido, ya que el mismo no fue testeado con otro promotor).
Respecto de 1a influencia de la region "IFN-sensible” del gen Y2 sobre otros promotores,
la misma no es capaz de conferir la propiedad de ser inducible por IFNa al promotor TK
nial LTR de RSV, mas aun. su presencia resulta en una disminucion de actividad de los
promotores ensayados



io de cé Molt4 ta
promotores sensibles a IFNa

Este tipo de estudios fue disefiado con el objeto de observar si las diferencias en
expresion de HLA entre celulas Molt4 y mutantes YHHH frente a la estimulacion con
IFNa se deben a la existencia en céjulas YHHH de algun factor regulador de la expresion
de HLA de accion en trans que presente aumentada su actividad respecto de Molt4. Esto
significaria que la mutacién responsable del fenotipo de alta respuesta en células YHHH
se encontraria en algun gen regulador de la expresion, distante del gen cuya expresion
visualizamos aumentada (Hipotesis II, seccion 1. "Objetivos. Hipétesis de trabajo"). Para
examinar esta posibilidad, se utilizo como estrategia introducir en células Molt4 y
mutantes YHHH genes exogenos provistos de promotores de genes de H2 sensibles a
IFNa. Si la hipotesis planteada es correcta, se observarian diferencias en la expresiéon
de este nuevo gen entre ambos tipos celulares al recibir una estimulaciéon con [FNa. Se
realizaron transfecciones de tipo transiente en células Molt4 y mutantes YHHH
utilizando como indicador de actividad del promotor ensayado el gen CAT
(cloramfenicol-acetiltransferasa) y estimulando las células transfectadas con distintas
dosis de IFNa.

ns jo en célu olt u

Las linecas celulares Molt4 e YHHH son células linfoideas tipo T, que presentan la
caracteristica de crecimiento en suspension y no puede emplearse para ellas el método
de transfeccion mas corriente que es el de precipitacion del DNA con fosfato de calcio. El
meétodo indicado para transfectar células en suspenciéon es el de DEAE-dextrano
(Gorman, 1985), que presenta 2 desventajas respecto del caso de transfectar células de
tipo fibrobasto por el metodo de precipitacion con fosfato: la eficiencia de transfeccion
obtenida es menor y ademas disminuye en forma significativa la viabilidad celular. Esto
hizo que fuera necesario realizar muchos ensayos para ajustar las condiciones de
transfeccion en células Molt4 e YHHH, ya que se presentaron varios problemas (que
afortunadamente pudieron solucionarse).

En primer término se realizaron varios experimentos de transfeccion utilizando
el plasmido RSVCAT (contiene el LTR del virus del sarcoma de Rous asociado el gen CAT)
que presenta la caracteristica de tener muy alta expresion en muchas lineas celulares.

70



Un ejemplo del tipo de experimentos realizados se observa en la figura 17 donde se
ensayan diferentes tiempos de tratamiento con DEAE-dextrano, diferentes
concentraciones de DEAE-dextrano, diferentes cantidades de DNA plasmidico,
tratamiento con cloroquina posterior a la transfeccion y efecto de un shock eléctrico
proveniente de una unidad piezdeléctrica. En todos los casos la cantidad de células
transfectadas es 2. 109 y el DNA del plasmido es purificado a traveés de un gradiente de
CICs Los ensayos enzimaticos se realizan con cantidades equivalentes de proteinas.

1234567 8910112

Figura 17
DEAE-dextrano Tiempo de DNA RSVCAT Cloroquina0l,ImM
ug/ml incubacion pg/ml tpo.
1.300 30° - -
2. 300 30° 1 -
3.300 45’ 1 -
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4. 300 60’ |
5. 500 30' 1 -
6. 300 30 1 1h.
7. 300 30 | 5h.
8.300 30 10 -
9.Control bact. -
10.Shock eléct.10 5 1
pulsos
11.Shock eléct. 30 5 {
pulsos
12Shock elect. 10 5 |
pulsos+50g/ml

DEAE-dextrano

Puede observarse que las condiciones mas eficiente resultaron una
concentracion de DEAE-dextrano de 300ug/mi, con 10ug de DNA por ensayo y une
incubacion de 60' (lineas 4 y 8). El tratamiento con cloroquina (inhibidor de enzimas
lisosomales) posterior a la transfeccion no mejora la actividad observada (lineas 6 y 7).
El shock eléctrico resulto eficiente solo en presencia de 50 ug/m! de DEAE-dextrano
(linea 12). De acuerdo a estos resultados, las condiciones de transfeccion que se
eligieron fueron 300 ug/mi de DEAE-dextrano, con 10 g de DNA durante 60’ de
incubacion. Se realizaron también ensayos para optimizar las condiones del ensayo de
actividad de CAT (ensayo enzimatico), se observé que puede usarse hasta [/2 del
volumen de reaccion de extracto celular sin que se existan problemas de inhibicién.

Usando las condiciones descriptas comenzaron a realizarse ensayos con el
plasmido HoKPCAT. El mismo contiene el promotor completo del gen HaKb (-1900 a +10)
asociado al gen CAT. El gen Hsz resulta el homoélogo murino de HLA-A y su expresion
aumenta por acciéon del IFNa (Israel. 1986). Se conoce ademas su secuencia y se ha
estudiado su estructura y caracteristicas funcionales en detaile (Kimura, 1986).
Observamos en la figura 18 un esquema del promotor y "enhancers" del gen H2Kb.
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Figura 18

Esquema del promotor y regiones regulatorias del gen Hsz

La zona denominada IRS es la llamada secuencia "IFN-sensible”, responsable del
aumento de transcripcion del gen Hsz frente al estimulo con IFNa. Las zonas
indicadas como "enh. A" y "enh. B" son dos "enhancers” que pueden producir aumento
de la transcripcion sobre promotores heterologos (promotor de conalbumina,
Kimura,1986). Se han descripto tambien zonas de union de nucleasas que se superponen
con lazona "IFN-sensible”, la zona C (unién de H2TF1, Baldwin, 1987) y la zona D (unién
de IBP1, Blanar, 1989). Se ha demostrado ademas que este promotor es activo en lineas

celulares humanas (Hela Israel, 1986).
Con el plasmido H2KPCAT se realizaron treansfecciones en células Moltd y

mutantes YHHH en las condiciones que se describieron anteriomente y en este punto
comenzaron a surgir inconvenientes: En primer lugar se observé que al realizar
transfecciones con el plasmido H2KPCAT las células presentaban un dafio muy severo,
recuperdndose muy pocas células viables (medidas por incorporacion de azul tripan) al
final del tratamiento con DEAE-dextrano. Se ensayaron distintas preparaciones del
plasmido H2KPCAT, inclusive utilizando distintas sales (NaAc, KAc, NH4C!) para
precipitar el DNA del plasmido en los pasos finales de la purificacion, pero siempre se
observaba el mismo fenomeno . el cual ademds nunca habia sucedido con el plasmido
RSVCAT. Para solucionar este problema debieron realizarse 2 gradientes de CICs
consecutivos para purificar el DNA del plasmido; se consigui6 asi tener una viabilidad
adecuada (50%).

El segundo problema que surgio al transfectar el plasmido H2KbPCAT fue que no
podia observarse actividad del mismo, aun en presencia de estimulacién con IFNa, a

73



pesar de que las células resistian perfectamente el tratamiento con DEAE-dextrano. Por
este motivo se decidio comprobar la actividad del plasmido HszCAT en otras lineas

celulares y descartar asi problemas en su estructura. Se realizé una transfeccion de tipo
transiente en células NIH3T3 (fibroblastos de ratén) y H4II (hepatoma de ratén) por el

método de precipitacion con fosfato' El resultado se observa en la figura 19.

Figura 19

1- H41I transfectadas RSVCAT
2- H4ll transfectadas HoKPCAT

3- NIH3T3 transfectadas RSVCAT
4- NIH3T3 transfectadas HoKPCAT
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Como puede observarse en la figura 19. el plasmido H2KPCAT resulto activo tanto
en células NIH3T3 como en células H4ll (lineas 2 y 4), si bien en este Gltimo caso la
actividad es muy baja Esto implica que 1a falta de actividad observada en células Molt4 y
mutantes YHHH se debi¢ a problemas en el método de transfeccién y no en la estructura
del plasmido.

Se decidi6 entonces probar la actividad de este plasmido en células Molt4 y
mutantes YHHH realizando un tratamiento con IFNa durante 48 hs. previas a la
tranfeccién y 48 hs posteriorgs a la misma. El tratamiento con IFNa previc a la
transfeccion tuvo por objeto conseguir que los factores responsables del aumento de
expresion de genes de HLA ya se encuentren inducidos en el momento de realizar la
transfeccion. Este tipo de estrategia tampoco tuvo efecto, ya que no pudo observarse
actividad del plasmido HpKPCAT. Ademds se observo para el plasmido RSVCAT que el
tratamiento previo con [FNa disminuyo notablemente la eficiencia de transfeccion, por
lo que se descarto la posibilidad de realizar pretratamientos con IFNa.

Finalmente. para poder ohservar actividad del pldsmido HszCAT en ceélulas
Moit4 y mutantes YHHH el protocolo de transfeccion debié ser modificado de la siguiente
manera. En lugar de transfectar 2. 106 celulas con 10 g de DNA por ensayo, debieron
transfectarse 20. 106 células con 100 pg de DNA por ensayo. Solo en estas condiciones
pudo observarse actividad del plasmido HoKPCAT en células Molt4 y mutantes YHHH y
realizar e] experimento de comparacion de actividad del mismo en ambos tipos celulares
en presencia de distintas dosis de IFNa. El resultado se observa en la figura 20. Los
ensayos enzimaticos se realizaron con cantidades equivalentes de proteinas. salvo en el
caso de las lineas 5 y 10. donde se emplea la cuarta parte de la cantidad utilizada en los
otros casos.
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Figura 20

1- Molt 4 transfectadas HoKPCAT
- Molt 4 transtectadas H2KPCAT + 200 U/m! IFN
- Molt 4 transfectadas HoKPCAT » 500 U/ml IFN
- Molt 4 transfectadas H2KPCAT + 2000 U/m! IFN
- Molt 4 transfectadas RSVCAT
- YHHH transfectadas Ho2KPCAT

- YHHH transfectadas HoKPCAT + 200 U/m! IFN
$- YHHH transfectadas HoKPCAT - 500 U/ml IFN

9- YHHH transtectadas HszCAT 2000 U/ml IFN
10- YHHH transfectadas RSVCAT

~no

l (O R e

Puede verse que la actividad del plasmido HQKPCAT es similar en celulas Moltd y

mutantes YHHH cuando no existe estimulacién de IFNa (lineas 1 y 6), pero al recibir
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diferentes dosis de [FN2. la actividad resulta siempre mayor en células YHHH (lineas 2, 3,
4y lineas6.7.8) La mayor diferencia de actividad entre celulas Molt4 y mutantes YHHH
se observa para una dosis de 2000 U-ml de IFNo.. La eficiencia de transfeccion es similar
para ambas lineas celulares, segun se observa para el plasmido RSVCAT (lineas 5y 10).
En el caso del plasmido RSVCAT las transfecciones se realizaron con 5. 106 celulas por
ensayo.

El resultado obtenido en este experimento parece confirmar la hipotesis de que
la mutacion responsable del fenotipo de alta respuesta en células YHHH se encuentra en
algun gen regulador de la expresion de HLA, cuya accién se ejerce en trans sobre la
transcripcion de los genes de HLA Esta caracteristica de accion en trans hace que sea
posible la visualizacion del efecto sobre la actividad de un gen introducido en forma
exogena (H2KPCAT).

Este resultado implica un acercamiento a la caractetrizaciéon molecular de la mutacion
responsable del fenotipo de alta respuesta observado en células YHHH frente 2 la
estimulacion con IFN&

El factor de accion en trans responsable del fenotipo observado podria
presentarse en mayor cantidad en celulas YHHH (cambio cuantitativo) debido a alguna
mutacion relacionada con la region reguladora de su expresion, o poseer mayor
afinidad por la region reguladora de la expresion del gen H2KP por algin cambio en su

estructura (cambio cualitativo).

Con el objeto de mapear la zona del promotor del gen H2KP sobre la cual actua el
factor de accién en trans con actividad diferencial en células YHHH, se realiz6 un
ensayo de transfeccion similar al anterior utilizando el plasmido HszCAT y el plasmido
pSVAH2 Este ultimo plasmido contiene solo la region promotora del virus SV40 asociada
al gen CAT (repeticion de 21 pb entre posiciones -198 a +1 de pSV2CAT. se ha
delecionado la zona enhancer” constituida por la repeticion de 72 pb, Gorman, 1985).
Como "enhancer se ha insertado un fragmento de 127 pb del promotor del gen H2KP
que contiene la region I[FN-sensible” (posiciones -216 a 189). Esta zona ha sido
descripla como necesaria y suficiente para observar induccion por IFNQ de la actividad
del promotor de conalbumina (Israel. 19%6) Se realizé6 una transfeccion de tipo
transiente en celulas Molt4 y mutantes YHHH con los plasmidos mencionados, sin y con
estimulacion de una dosis de 2000 U/mi de IFNa
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Figura 21

1- Molt4 transfectadas HszCAT

2- Molt4 transfectadas HoKPCAT + 2000 U/ml IFNo.
3- YHHH transfectadas HpKPCAT

4- YHHH transfectadas H2KPCAT « 2000 U/m! IFNa
5- Molt4 transfectadas pSVAH?

6- Molt4 transfectadas pSVAH2 + 2000 U/ml [FNa.
7- YHHH transfectadas pSVAH?

$- YHHH transtectadas pSVAH2 + 2000 U/m! IFN«
9- Molt4 transfectadas pSVa

1U- Molt4 transfectadas pSVa + 2000 U/m! [FNo

I11- YHHH transfectadas pSVA

12- YHHH transtectadas pSVA + 2000 U/m! IFNc
| 3- Molt4 transfectadas RSVCAT
I4- YHHH transfectadas RSVCAT
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Como puede observarse, para el promotor completo del gen H2KP (lineas 1,2, 3 y
4) se confirma el resultado anterior esto es, 1a actividad del plasmido H2KPCAT es mayor
en células YHHH al recibir una estimulacion con IFNa En este experimento la
eficiencia de transfeccion de las celulas Molt4 fue superior al de las mutantes YHHH
(plasmido RSVCAT. lineas 13 y 14). esto implica que la diferencia de actividad observada
en las lineas 2 y 4 es en términos reales aun mayor. Realizando un conteo de
radioactividad de 14C-cloramfenico! para las lineas 2,4, 13y 14 observamos que:

14C-cloram. no  14C-cloram. Porcentajede  Valor corregido
convert (cpm) convert. (cpm)  conversion relativo
2- Molt4 HoKb + 139329 2 846 2%
3- YHHHH2Kb 130647 5 636 4% 6.4
13-Molt4 RSV 5412 136 678 %%
14-YHHH RSV 103850 4369 29%

% Conv. X (H-2) % Conv. M4 (RSV)
% Conv.X (H-2) %Conv.X (RSV)

Valor relativo corregido =

Tabla 2

La eficiencia de transfeccién para células Molt4 fue superior a la de mutantes
YHHH (para el plasmido RSVCAT el porcentaje de convercion de 14C-cloramfenicol a
formas acetiladas fue de 96% en celulas Molt4 y 30% en mutantes YHHH). siendo la
diferencia entre ambos tipos celulares de 3 veces a favor de células Moltd. Si
consideramos este factor para el plasmido H2KPCAT, los valores de conversion de 2%
para células Molt4 y 4% para mutantes YHHH se transforman en 2% y 12%
respectivamente. lo cual implica un aumento de 6 veces en actividad del plasmido
H2KPCAT en mutantes YHHH respecto de celulas Molt4.
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Para el plasmido pSVAH2 no pudo observarse un resultado similar, esto es, la
actividad en celulas Molt4 es semejante a 1a actividad en mutantes YHHH, sin y con
estimulacién de IFNa (lineas 5, 6. 7 y 8) Esto implica que no solo no puede observarse
diferencia de actividad entre celulas Molt4 y mutantes YHHH sino que tampoco puede
verse el fenomeno de induccién por [FNa para un mismo tipo celular. Esto resulta
contradictorio con los resultados ya descriptos (Israel, 1986). en los cuales se observa
que un fragmento similar obtenido del promotor del gen H2KP (posicion -216 a -100) es
capaz de conferir al promotor de conalbumina la propiedad de ser inducible por IFNa
por transfeccion en celulas Ltk~ Lo que si parece observarse es un ligero efecto
“enharcer” del fragmento de 127 pb al comparar el plasmido-pSVAH?2 (lineas 5.6, 7y 8)
con el plasmido pSVA que no contiene dicho fragmento (lineas 9,10, 11y 12). La falta de
induccion por efecto del IFNQ observada para el plasmido pSVAH2 podria deberse a 2
motivos. Por un lado la propiedad de ser inducible por IFN« tal vez pueda ser conferida
al promotor de conalbumina. pero no al promotor de SV40 (sin embargo un fragmento
similar del gen HoLd entre posiciones -210 a -121, puede conferir dicha propiedad a la
secuencia repetitiva de de 21 pb de SV40 utilizada como promotor, por ensayos de
transfeccion en celulas NIH3T3, Sugita. 1987). Por otro lado, la region utilizada como
“enharcer” en los ensayos realizados (posicion -216 a -89) tal vez sea suficiente para
conferir la propiedad de ser inducible por IFNa al ser transfectado en células de tipo

fibroblastos murinos. pero no en células de tipo linfoideo humanas como Molt4 e YHHH.

Los resultados observados con el plasmido HszCAT implican que la mutacién
responsable del fenotipo de alta respuesta observado en mutantes YHHH se encuentra
en algun factor de accion en trans scbre los genes de HLA clase I. Dicho factor con
actividad diferencial en mutantes YHHH podria presentar un cambio cuantitativo (que
las mutantes YHHH posean mayor cantidad de este factor respecto de celulas Molt4) o
cualijtativo (que el factor presente en las mutantes posea mayor afinidad por la region
reguladora que el }acwr presente en las células parentales). Lamentablemente, los
ensayos realizados con el plasmido pSVAH? no permitieron precisar la region del
promotor H2KP sobre la que actua el factor con accion diferencial en células Molt4 y

mutantes YHHH.
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Plasmidos utilizados

Durante el desarrollo de la presente Tesis se utilizaron varios plasmidos, algunos
cedidos por otros investigadores y otros cuya construccién fue parte del trabajo

realizado. Se presenta aqui una descripcion de todos ellos:

pHS5RN6 : Contiene un fragmento de 1200 pb del extremo 5’ no codificante del pseudogen
HLA 12.4 (Malissen. 1982). subclonado en el vector M13mpi8. Este clon se extiende desde
un sitio EcoR1 (extremo 5') hasta un sitio Narl (extremo 3') que coincide con el ATG
iniciador de la traduccion (aproximadamente posiciones -1200 a +3). Se desconoce si
discrimina especificidad HLA-A, B.C

pBBl Comprende una zona de 450 pb que codifica para el dominio a2 del pseudogen HLA
12 4 (posiciones +565 a +1024 respecto de ATG iniciador, Malissen. 1979), subclonado en
el vector M13mp8. No discrimina especificidad HLA-A, B. C.

pB3UT: Contiene un fragmento de 35% pb del extremo 3’ no traducido del gen HLA-BS La
secuencia de esta sonda comienza a continuacion del dominio citoplasmatico del cDNA
del cual fue aislada (Koller. 1984). Este fragmento fue subclonado en el vector pUC9.
Reconoce especificidad HLA-B.

p001: Contiene un clon de ¢cDNA del gen HLA-B7 de 1400 pb (Sood, 1981) que comprende
toda la region codificante del mismo Presenta hibridizacién positiva con todos los genes
de HLA clase | (no discrimina especificidad HLA-A, B, C) y se encuentra clonado en
pBR322

Haﬁbgﬂ. Contiene como promotor la region 5' del gen H2KDP (posicion -1900 a posicion
+10) asociado al gen CAT El gen H2KDP resulta el homologo murino de HLA-A y su

expresion aumenta por accion del IFNo (Israel. 1986)

RSVCAT Contiene como promotor la zona LTR del virus del sarcoma de Rous, asociado al

gen de cloramfenicol acetiltransferasa (CAT) (Gorman. 1982).
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pKG3. Contiene el gen de neomicina asociado al promotor de timidina kinasa (TK) del
virus de Herpes simplex. Confiere resistencia al antibiotico G-418 (geneticin). (Gorman,
1985).

p001.5 . Contiene un fragmento de 120 pb de la regién 5' no traducida del pldsmido p001.
El subclonado de este fragmento se realizo de la siguiente manera: Se mape¢ el plasmido
p001 por corte con Pstl. Hinfl y Bgl [I y se determino por andlisis en gel de agarosa
1.2% que existe un sitio Bgl IT a 120 pb de extremo 5 del clon p001 (sitio Pstl). El sitio
Pstl se encontraria al comienzo del dominio &l y el sitio Bglll coincidiria con el
aminoacido 64 del dominio al. Se purifico el fragmento de 120 pb en gel de

poliacrilamida 5% y se subcloné en el vector pUCS.

Pstl BgIIII Sajz 961 Hinfl Pstl
resee I l seeew
— Ol 02 o3
120pd

Kp- & pUCS (BamH1/Pst1) —p» p001 5"

TKYXd, TKYXi Estos plasmidos fueron construidos utilizando como base el plasmido
TKYCAT. el cual contiene el promotor de timidina kinasa (TK) del virus de Herpes
simplex (Mc Knight. 1982). asociado al gen de cloramfenicol acetiltransferasa (CAT). En
la region 5 adyacente al promotor TK existen sitios de clonado donde se inserto el
fragmento de 375 pb proveniente del gen Y2 que contiene la regién "IFN-sensible”
Para certificar la orientacion del fragmento de 375 pb (TKYXd: 5'-->3', TKYXi. 3'¢--5'), se
utilizo un sitio Alul interno a dicho fragmento y un sitio Bgl 1] interno al promotor TK
(corte con Bgl II. "fill in” con dCTP-32p y posterior corte con Alul). Los fragmentos
producidos se separaron en gel de poliacrilamida 5% y el resultado se revelé por

autorradiografia.
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L&y XsTm ()C3UT
= 'K

Xbal Xbal
u

l

a TKYCAT (Xbal) ——» TKYXd, TKYXi

Andlisis de orientacion:

Y2 X
r 1T i
¥bal Alul Xbal Bglll
------ . t TKYXd
115 260 164
L ]
424pd
Y2 TK
r 1 i
Xbal Alul  Xbal Bglll
I TKYK
260 115 164
L j
279pd
pHFRG2Xd, pHF(3G2Xi Estos pldasmidos fueron coastruidos utilizando como base el

plasmido pHFBG2, que contiene el promotor TK asociado al gen de Pgalactosidasa
(Masli,1984) En la region 5 adyacente al promotor TK existen sitios de clonado donde se
inserto el fragmento de 375 pb proveniente del gen Y2 que contiene la regién "IFN-
sensible” Para certificar la orientacion del fragmento de 375 pb (pHF(BG2Xd. 5'-->3',
pHFBG2Xi: 3'«<--5). se utiliz6 un sitio Alul interno a dicho fragmento y un sitio Sall
correspondiente a la zona de clonado del plasmido pHFPG2 (corte con Sall, “fill in” con
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dCTP-32p y corte con Alul). Los fragmentos producidos se separaron en gel de
poliacrilamida 5% y el resultado se revelo por autorradiografia.

L&)&a GyTm (C)cz3UT

Xbal Xbal
o

l

a pHEPG2 (Xbal) —» pHEPGZXd, pHESG2 Xi

Andlisis de orientacion

Y2 TX
F T -
Sall ¥bal Alul ibal Bglll
[ I KN NN eee pHrﬁGZXd,
L J 260 260
- 120pd
Y2 X
4 L e=-
Sall Xbal Alul Xbal Bglll
e pHEPGZXi
. , 120 260
260pd

RSV/Xd/CAT: Este plasmido fue construido insertando el fragmento de 375 pb
proveniente del gen Y2 que incluye la region "IFN-seasible” en la zona LTR del
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plasmido RSVCAT. Para esto fue utilizado un sitio Mlul ubicado en posicién -376 respecto
del sitio HindIII donde se encuentra unido este LTR al gen CAT (se conserva la region
promotora ubicada en -70 respecto del mismo sitio, Yamamoto, 1980). La orientaciéon del
fragmento de 375 ph se verificod por corte con HindIIl y Apal y posterior andlisis en gel
de agarosa |,2%.

L G&y&xa XsTm C)Cc3UT

Xbal Xbal
(W)

l “Fill in”

aRSVCAT (Miul/"Fill in") ——» RSV/X4/CAT, RSV/Xi/CAT



Andlisis de orientacion.

LTR Y2 LTIR
! e " 1 Gen CAT
Xbal bal
Apal Accl Miul Apal Apal  Mlul HindIIl  Apal
L..... 3. Rsvmarcar
148 78 97 175 376
_____ J L )1 ceeaa.
2817pd 551pd 1906pd
LTIR Y2 LTR
r 11 17 ) Gen CAI
Xbal ibal
Apal Accl Miul ApalApal Miul Hindlll  Apal
L..... {3 RsvAicaT
148 175 97 M 376 "
2914pd 454pb 1906pd

pSBRNd, pSBRNj: Contienen el promotor completo de! gen Y2 (posicién -1230 a posicién
+12) asociado al gen CAT Para construir este plasmido se digiri6 el gen Y2 con EcoRl y
Bglll, se purific6 el fragmento producido de 1600 pb en gel de agarosa 1%, se digirié
luego con Narl y se realizo "fill in” del producto de la digestion. El producto obtenido fue
clonado en el plasmido pSB! (Yaniv M.. comunicacion personal) cortado por HindIIl y
completado por “fill in”" El plasmido pSBI contiene el gen CAT, la sedal de
poliadenilacion de SV40 y presenta una delecion entre posiciones 1095 a 2485 (pBR322)
donde podria existir una secuencia que hace disminuir la actividad transcripcional de
plasmidos transfectados en celulas eucarioticas. La orientacién del promotor (pSBRNd:
5'-->3", pSBRNi 3'«--5') fue verificada por corte con EcoR!l y Xbal y posterior analisis en
gel de agarosa 1%
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. L &y)&3 XyTm (;Cz23UT 7
M e
EcoR! Ner! BllII

I—

1600pd

Narl
"Eill in”

a pSB1 (HindI11/"Fill in") —» pSBRNJ, pSBRNi

Andlisis de orientacion:

Y2 CAT
! 1A )
EcoR1 Xbal Xdal EcoRt EcoR}
‘ — - 1+ | pSBRNd
L JL L JL J

3069pd 374pd 353pd 1350pd

Y2 CAT
L LA I
EcoR1i Xblal th>a1 E(EORI EcoR1
' T 1  E— PSBRNi
2469pd 374pd 953pbd 1350pd

El fragmento EcoR1/Narl proveniente del gen Y2 contiene el promotor completo
de dicho gen y ademads incluye los 5 primeros aminoacidos. El hecho de incluir estos
aminoacidos no debiera interferir con la correcta expresiéon del gen CAT, ya que por la
forma que se realiza el clonado (corte del gen Y2 con Narl, corte de pSB! con HindlIl y
"fill in” de fragmento y vector) la secuencia nucleotidica queda en fase, segun se

observa en el esquema:
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Y2 pSBI
ATG GTG CTC ATG og} 'AGC TTG GCG AGA TTT TCA GGA GCT AAG GAA

| S——

“Fill in"
GCT AAA ATG—— Gen CAT

pSVAH?: Contiene la regidon promotora del virus de SV40 asociada al gen CAT y como
"enhancer” un fragmento de 127 pb que incluye la region "[FN-sensible” del promotor
del gen H2KD Este plasmido fue construido de la siguiente forma: Un fragmento de 614
pb del plasmido HoEPCAT (sitio Xbal del promotor Hsz hasta sitio EcoR1 del gen CAT)
fue subclonado en el vector pUCI9 El plasmido resultante (pUCH2) fue digerido con Ddel
y se aislaron todos los fragmentos producidos menores de 350 pb en gel de agarosa 1,2%.
La mezcla de fragmentos obtenida fue digerida con Alu | y luego de realizado “fill-in"
con dNTPs, fue ligada con el plasmido pSVA. El plasmido pSVA deriva del plasmido
pSV2CAT. que fue digerido con Accl y Sphl para eliminar la zona "enhancer” y
conservar lazona promotora constituida por la secuencia repetitiva de 21 pb. El andlisis
de las placas obtenidas luego de transformada la ligacién se realiz6 mediante
hibridizacion "in situ” del DNA, utilizando como sonda un fragmento de 346 pb del
promotor del gen HoKb (sitio Xbal hasta sitio Nrul, posiciones -365 a -19). El analisis de
las colonias obtenidas fue confirmado por corte con Hincll y técnica de Southern
usando la misma sonda que para el analisis de las colonias bacterianas. Posteriormente
se realizaron otros analisis de orientacion y confirmacién de la estructura de los
plasmidos obtenidos por corte con Hindlll. “fill in" con 3ZP-dNTPs, corte con Hpall,
Hinfl y Haell (separadamente) y separacion en gel de acrilamida 6% de los fragmentos
obtenidos. También se ralizaron cortes con Avall y separacién en gel de agarosa 1%.
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Promotor HpkP Gen CAT

Lk

HindIII
Xbal Ddel Alul Ddel Nrul EcoR1
IRS
] | [ |
ol es
=365 =216 -89 -28 -19 +] +249

640 pb

v

apUCl9 —P pUCH2

Ddel Alul
pUCH2 ————P Aislam. agerosa 1,2% ————P» Ligacién a pSVA

“fill in” ¢

pSVAH),

pSV2CAT
Repeticién de 72pb  Repeticién CAT
|
L ® ¢ @ ¢ SE——— “ F
-503 =233 -198 +1
Acc1/Spht
pSVA
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Esquema pera o] andlisis de orientacion:

pBR322 Hak® pSV2 Gen CAT

Dde! Alut N
Heell Acc!  Avall Hpall Sphi HindIIl
| 1 |

-428 -325 =257 -222 -198 +1




Discusién

Durante el presente trabajo se han tratado de estudiar los mecanismos que
producen una diferente expresion de los genes de HLA clase I como respuesta el
tratamiento con IFNc entre células Molt4 y mutantes YHHH. Esto fue encarado a través
de 2 estrategias diferentes, orientadas a contemplar 2 hipétesis que podrian explicar el
fenémeno observado En primer, lugar se realizaron estudios sobre los genes de HLA de
células YHHH, para investigar si la caracteristica de alta expresion de antigenos HLA-B
como respuesta al tratamiento con [FNo era debido a una particularidad del gen que
presenta aumentada su expresién Esta estrategia se orient6 a realizar el clonado y
estudio de genes de HLA-B a partir de células YHHH. los cuales resultan de interés
particular por el hecho de no expresarse en células Molt4 y mutantes YHHH en ausencia
de estimulacion con IFNo. y ser los que presentan un mayor aumento en su expresién
como consecuencia del tratamiento El estudio de los genes HLA-B hubiera permitido
también, caracterizar con mayor presicion el fenotipo expresado por las mutantes
YHHH. ya sea por estudios de secuenciacion del gen clonado o a través de transfecciones
en otras lineas celulares y posterior deteccion con anticuerpos especificos. El hecho de
obtener un gen HLA-B funcional mediante al primera estrategia mencionada hubiera
permitido ademas, realizar los estudios de transfeccién de promotores sensibles a [FNa
en ceélulas Molt4 y mutantes YHHH usando un modelo homélogo. En segundo lugar, se
realizaron estudios de actividad de los promotores de los genes H2KP e Y2 en células
Molt4 y mutantes YHHH sin y con estimulacién de IFNQ, para observar si el fenémeno

de alta expresion involucra algun factor de accion en trans sobre los genes de HLA.

y caracteristicas estructurales del mismo.

El analisis por la tecnica de Southern del DNA genomico de células Moltd y
mutantes YHHH se orienté a elegir una enzima que permitiera realizar una genoteca
parcial a partir del DNA de mutantes YHHH Las condiciones buscadas fueron que dicha
enzima no produjera cortes internos a los genes de HLA-B y que el tamado de los
fragmentos producidos fuese adecuado para clonar en fagoA. La enzima elegida fue
EcoR1 y el tamano del DNA a clonar se restringi6 a la fraccion comprendida entre 96 y
6.7 Kb, ya que en ella se ubicaron los genes de HLA-B por mapeo mediante la técnica de
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Southern. Esta estrategia coincidié con la descripta recientemente para el clonado de
genes completos de HLA clase 1. donde se seleccionan en gradiente de sacarosa
fragmentos de DNA entre 6 y 8 Kb producidos por EcoRl para coastruir genotecas
parciales en fago\ (Parham, 1989) A partir de la genoteca contruida en fago AgtWES
pudieron aislarse 3 clones de genes HLA positivos para la sonda p001 (clones Y1, Y2,
Y7). Dos de estos clones resultaron positives también para la sonda pB3UT (clones Yl e
Y2) y con ellos se realizaron los estudios posteriores, ya que probablemente
contuvieran genesde HLA pertenecientes al locus B. Para el clon Y1 no pudo obtenerse
un mapa aproximado de restriccion como conclusién del estudio realizado, ya que no
presento hibridizacion para la sonda p0015 y ademas resulté no tener sitio de corte
para lasenzimas Xba I. Sma ] y Pvul Las caracteristicas observadas para el clon Y! no
coincidieron con las descriptas para la generalidad de los genes de HLA clonados, en
cuanto a la falta de sitios de restriccion para las enzimas mencionadas (Jordan, 1985,
Malissen. 1982. Wais.1985) y la posible ausencia de su exén correspondiente al dominio
al (o falta de homologia con otros genes de HLA clonados, aunque la primera parte del
dominio al resulta bastante conservada entre los genes de HLA clase [, Parham, 1988).
Por estos motivos los estudios siguientes se centraron en el clon (o gen) Y2.

El gen Y2 reépondio en sus caracteristicas estructurales a las descriptas para la
mayoria de los genes de HLA clase | clonados, en su organizaciéon de exones e intrones,
su estructura primaria (analizada por el Lic. Ariel Wilner) y su localizaciéon de sitios de
restriccion conservados para genes de HLA clase | (EcoR1, Xbal, Kpal, Narl, BglIl, Pstl
y Smal). En su region 5 no traducida presento los sigientes elementos: En posicion -50
(respecto de ATG iniciador) se ubica e] "TATA-box", de tipo TCTAAA como en la mayoria
de los genes de HLA clase I (Guillemot, 1988) y en posicion -76 se ubica el "CAAT-box". En
posicion -190 se encuentra la secuencia "IFN-sensible”, que resulté homoéloga a las
secuencias de este tipo presentes en los genes de HoKP (Israel, 1986), HoLd (Sugita,
1987), Hde (Korber. 1988). gen 6-16 (Porter. 1988), gen ISG-15 (Reich, 1987) y gen de
2'-5' oligoA-sintetasa (Cohen, 1988) La region "IFN-sensible” del gen Y2 se halla
superpuesta ademas con 2 regiones descriptas para la unién de las proteinas H2TF1
(presente en los genes HLA-A2, HLA-A3. HzLd, Hde. 6-16, 2'-5' oligoAsintetesa, ISG-15,
ISG-54. Baldwin. 1987) e IBP1 (presente en los genes HoKP y "enharcer” de 72 pb de
SV40, Blanar. 1989. Hpk9d Fvist, 1983 HLA-A3. Strachan, 1984y HpL9, Shirayoshi, 1987).

Las caracteristicas mencionadas indicaron que el gen Y2 podria ser un gen
funcional. que podria codificar para una especificidad hasta ahora no clonada ni
secuenciada Sin embargo, mediante el analisis de su secuencia no pudo determinarse si
la misma correspondia a un gen HLA-A, B, o C (por comparacion con secuencias de
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genes de HLA clase I clonados). De todas maneras, el gen Y2 presentd hibridizacion
positiva con [a sonda pB3UT. lo cual indicaria que se trata de un gen HLA-B.

Caracteristicas funcionales del gen Y2

Este analisis fue realizado a través de transfecciones en diferentes lineas de
células eucaridticas A) Transfecciones del gen Y2 completo, B) Transfecciones del
promotor completo del gen Y2 asociado al gen CAT. C) Transfecciones de plasmidos con
distintitos promotores a los que se les asocio el fragmento Xbal-Xbal de 375 pb
proveniente de la region 5 no traducida del gen Y2 (que contiene la regién "IFN-
sensible”).

A continuacion se observa nuevamente la tabla I, que resume los experimentos

de transfeccion realizados con el gen Y2



Plasmido  Regién Promotor Tipode Células IEN Ensayo Resultado

Reguladora Transfec,
Gen Y2 Y2 Y2 Estable Ltk Inmunof.
(pBR322) YTH/76
Gen Y2 Y2 Y2 Trans.  NIH3T3 Deteccitn +(1)
(pBR322) mRNA
Gen Y2 Y2 Y2 Trans. J26 -y+ Inmunof.
(pBR322) YTH/?6
V6/32
pSBRNJ Y2 Y2 Trans. YHHH ~-v+ CAT
Jeé Y+ CAT
TKYXd Y2 K Trans. YHHH -y+ CAT +(2)
RSV/XA/CAT Y2 LTR RSV Trans. YHHH -v+ CAT +(3)

(1) Se detecta débilmente mRNA para el caso del promotor completo del gen Y2.

(2) Se detecta débilmente actividad de CAT en igual nivel sin y con tratamiento
de IEN.

(3) Se detecta actividad de CAT en igual nivel sin y con tratamiento de IEN.

Tabla 1

A)Transfecciones del gen Y2 completo

Se realizaron transfecciones del gen Y2 completo en varios tipos celulares y
utilizando 2 tipos de técnicas: transfecciones de tipo estable y transfecciones de tipo
transiente. El objetivo de este estudio fue asegurar la funcionalidad del gen Y2 a traves
de la deteccion de su producto en la membrana de las células transfectadas. Por otra
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parte, esta metodologia hubjera permitido tipificar serologicamente el producto del gen
Y2. mediante el uso de anticuerpos especificos.

Se realiz6 una transfeccion de tipo estable en células Ltk~ (fibroblastos de
ratdn), y se tratd de detectar el producto del gen Y2 en la membrana de los clones
obtenidos por inmunofluorescencia con el anticuerpo monoclonal YTH/76, pero el
resultado fue negativo. Debido a esto se realizaron varias tranfecciones de tipo
transiente en otras lineas celulares. para analizar si la falta de expresion del gen Y2 en
células Ltk™ era debida a problemas inherentes a la estructura del gen Y2, falta de
reconocimiento del producto del gen Y2 porel anticuerpo YTH/76, falta de expresion del
gen Y2 en ausencia de estimulacion de las células transfectadas con IFNa murino o
incapacidad del gen Y2 para combinarse con 2-microglobulina de ratén. Se obtuvieron
varias respuestas al utilizar la linea celular J26. que son células Ltk~ que han
incorporado por transfeccion el gen de (2-microglobulina humana. Se realizé con ellas
una traasfeccion de tipo transieate del gen Y2. estimulando las celulas transfectadas
con una dosis de 1000 U/ml de IFNa/p murino durante 24 hs. Luego se realiz6
inmunofluorescencia indirecta de superficie con los anticuerpos monoclonales YTH/76
y W6/32.El resultado observado fue tambien negativo, aun en presencia de estimulacion
con IFNa/p murino y de la posibilidad de combinacién del gen Y2 con [R2-
microglobulina humana Esto hizo descartar las posibilidades de faita de reconocimiento
del gen Y2 porel anticuerpo YTH/76. falta de expresién en ausencia de estimulacién con
IFN e incapacidad de Y2 para combinarse con [2-microglobulina de ratén, por lo que el
resultado observado se debio muy probablemente a problemas en el estructura del gen
Y2

Unicamente pudo obtenerse un resultado positivo al realizar una transfeccion de
tipo transiente en celulas NIH3T3. detectando ¢l mRNA del gen Y2 en las células
transfectadas por la tecnica de "Dot-blot” (si bien la sefal obtenida fue muy débil).

Los ensayos de transfeccion realizados con el gen Y2 completo indicaron que su
producto no es detectable en la membrana de las células transfectadas, sean éstas Ltk-,
NIH3T3 o J26. unicamente pudo detectarse mRNA proveniente de gen Y2 en células
NIH3T3. Esto indicaria que el gen Y2 podria ser un pseudogen. ya que su producto fue
detectable a nivel de mRNA. pero no de proteina.

B)Transfecciones del promotor completo del gen Y2 asociado al gen CAT

Para estudiar la funcionalidad del promotor completo del gen Y2. el mismo fue
asociado al gen CAT utilizando el vector de expresién PSB1. En este vector fue clonado el
promotor completo del gen Y2 y.con la construccién resuitante (plasmido pSBRNd) se
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realizaron transfecciones de tipo transiente en mutantes YHHH sin y con estimulacién
de IFNa y en células J26 sin y con estimulacion de IFNa/B murino. En ningun caso pudo
observarse actividad del plasmido pSBRNd. ni siquiera en presencia de estimulacion con
IFN. Estos resultados son contradictorios con los resultados obtenidos anteriormente en
cuanto a la deteccion de mRNA proveniente del gen Y2. El hecho de haber realizado una
deteccion de mRNA indicaria que el promotor del gen Y2 es funcional, pero esto no pudo
ser confirmado por asociacion de dicho promotor al gen CAT. Existen 2 posibilidades que
podrian explicar la contradiccion observada: que la actividad del promotor del gen Y2
solo pueda ser visualizada en celulas de muy alta eficiencia de transfeccion como
NIH3T3. o que el plasmido construido para asociar el promotor del gen Y2 al gen CAT
posea defectos que no fueron detectados, aunque la estructura de la region de union del
promotor al gen CAT fue confirmada por secuenciacion (la forma de construccion de
este plasmido seria adecuada para que resulte funcional. segun se observa en la seccion
4. "Plasmidos utilizados”).

C) Transfecciones de plasmidos con distintitos promotores a los que fue asociado el
fragmento Xbal-Xbal de la regiébn 5 no traducida del gen Y2 que contiene la region
"IFN-sensible”

Estos experimentos fueron realizados con el objeto de observar si la regién "IFN-
sensible” del gen Y2 (que presenta las caracteristicas normalmente descriptas para
genes inducibles por IFN), era capaz de conferir la propiedad de ser inducible por IFN a
otros promotores. Para esto el fragmento Xbal-Xbal de 375 pb proveniente de la region
5" no traducida def gen Y2 (que conliene una secuencia homoléga a la region "JFN-
sensible”) fue clonado en 3 tipos de vectores. TKYCAT, pHFG2 y RSVCAT. Los plasmidos
TKYCAT y pHFG2 contienen el promotor TK de virus de Herpes simplex asociado al gen
CAT y Bgal respectivamente. y el plasmido RSVCAT contiene como promotor el LTR del
virus del sarcoma de Rous (RSV) asociado al gen CAT Con los plasmidos construidos se
realizaron ensayos de transfeccion transiente en mutantes YHHH, sin y con
estimulacion de IFNa. Pudo observarse actividad de los plasmidos TKTXd y RSV/Xd/CAT,
pero la misma no fue incrementada por tratamiento con IFNa de las células
transfectadas Para el plasmido pHFpG2Xd no pudo observarse actividad, ya que el
sistema de transfeccion y medicion de fgalactosidasa resulté muy poco eficiente como
para ser utilizado en celulas linfoideas Por este motivo fue descartado.

Los resultados obtenidos indican que el fragmento Xbal-Xbal de 375 pb
proveniente del gen Y2 que contiene la region "IFN-sensible” no fue capaz de conferir
la propiedad de ser inducible por [FN<. al promotor TK ni al LTR del RSV. Se observé
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ademds que la presencia de este fragmento disminuia la actividad de los promotores
ensayados. lo cual haria suponer la existencia en esta region de alguna secuencia
"silenciadora’. que funcionaria tanto en presencia como en ausencia de IFN. Otra
explicacion para la disminucion de actividad de los promotores TK y LTR podria ser que
la introduciéon de un fragmento de DNA en una region muy cercana al promotor
disminuya la eficiencia de transcripcion en forma inespecifica. simplemente por
efectos de tipo conformacional. Con los ensayos realizados no podemos discriminar cual
de estas posibilidades es la correcta. si bien resulta significativo que el efecto de
disminuir la actividad transcripcional se haya observado con dos promotores de
estructura tan diferente como TK y LTR de RSV

El comportamiento funcional de la region "IFN-sensible” del gen Y2 no cumple
las caracteristicas descriptas para este Lipo de secuencia presente en otros genes, donde
la misma es capaz de conferir inducibilidad por IFN en los genes HaKP (Israel, 1986),
HaLd (Sugita, 1987). HaDd (Korber, 1988). gen 6-16 (Porter, 1988), gen ISG-15 (Reich,
1987) y gen de 2'-5 oligoA-sintetasa (Cohen. 1988) Mads aun. fragmentos similares
conteniendo la region [FN-sensible” funcionan como “enhancers” sobre promotores
heterologos en ausencia de estimulacion con IFN, en el caso de los genes H2Kb (Kimura,
1896) y HLA-B7 (Ganguly 1989). v no lienen efecto como “silenciadores” como se
observo para la region estudiada del gen Y2 Estos hechos indican que la region
regulatoria 5 del gen Y2 no se comporta de la manera descripta para varios genes
inducibles por IFN

Podemos concluir del analisis funcional del gen Y2 por el metodo de
transfeccion en celulas eucarioticas que
A) No pudo detectarse el producto del gen Y2 a nivel de proteinas.
B) No pudo detectarse actividad transcripcional del promotor del gen
Y2
C)La region "IFN-sensible” del gen Y2 no es capaz de conferir la propiedad de
ser inducible por IFN a promotores heterélogos (TK y LTR de RSV).

El unico caso en que pudo observarse algun tipo de actividad del promotor del
gen Y2 fue al detectar mRNA del mismo luego de transfeccion de tipo transiente en
céelulas NIH3T3 Este seriael unico indicio que apunta en el sentido de funcionalidad de
dicho promotor. ya que el resto de los ensayos han indicado que el promotor del gen Y2
tiene una actividad muy baja o no es funcional. Todos estos hechos llevan a pensar que
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el gen Y2 es probablemente un pseudogen. donde las regiones promotoras y/o
regulatorias habrian perdido su actividad.

En cuanto a la expresion del gen Y2 en mutantes YHHH, el Lic. Ariel Wilner ha
realizado ensayos mediante al técnica de nucleasa S1. Se han utilizado dos sondas, una
correspondiente a los aminoacidos 6 a 29 del peptido lider y otra correspondiente a los
aminoacidos | a 65 del dominio al Con ambas sondas se obtuvo proteccion del tamafio
esperado para mRNA de mutantes YHHH inducidas con 200 U/ml de IFNa durante 24 hs.
(y no en mRNA de celulas sin inducir con IFNa). Esto podria indicar que el gen Y2 se
expresa en mutantes YHHH al recibir una estimulacion con IFNa,, si bien no se ha
utilizado como sonda para realizar los ensayos la region que presenta mayor
polimorfismo entre fos genes de HLA (zona correspodiente a los aminoacidos 62 a 90 del
dominio &l y aminoacidos 95 a 116 del dominio &2, donde se ubica el "bolsillo” de union
de peptidos provenientes de antigenos) Los resultados obtenidos por la técnica de
mapeo S| son coincidentes con la deteccion de mRNA proveniente del gen Y2 en la
transfeccion de celulas NIH3T3

Durante la finalizacion de la redaccion de este trabajo se obtuvieron datos sobre
1a secuencia del gen Y2 que indican que existe una mutacién en la secuencia
correspondiente al aminoacido N? 44 del dominio a3 (delecion de la tercera base del
codon correspondiente), lo cual produce un cambio de fase en el marco de lectura del
gen Y2 Dicha mutacion hace que la secuencia de aminodcidos predicha para el dominio
Q3 no coincida con el consenso y que se observe un codén de terminacién en el
aminoacido N? 90 del dominio &3. por lo que la proteina codificada carece de dominios
transmembrana y citoplasmaticos Esta puede ser una de las causas de la falta de
expresion del produ.cto del gen Y2 en la membrana celular, y explicaria el resultado
negativo observado en las transfecciones del gen Y2 completo y la posterior deteccién
de su producto en la membrana de las celulas transfectadas por inmunofluorescencia
con anticuerpos monoclonales Aun en el caso de que la proteina codificada por el gen
Y2 se exprese en la membrana celular (por ejemplo a través de un puente de fosfatidil-
inositol), 1a modificacion del dominio a3 a partir del aminoacido N? 44 deriva sin duda
en una modificacion de la estructura de la proteina codificada por el gen Y2, respecto de
genes de HLA clase I "clasicos” Las consecuencias de esta modificacién son muy
probablemente una falta de combinacion con [2-microglobulina y una falta de
reconocimiento de esta molecula por parte de los anticuerpos monoclonales anti HLA
“clasicos” utilizados Existe la posibilidad ademas. de que la proteina codificada por el
gen Y2 sea secretada al medio extracelular. lo cual podria ser otra explicacion de la falta

de deteccion en la membrana de las células transfectadas.
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Recientemente se ha descripto el aislamiento y secuenciacién de un gen
'correspondiente al locus H (HLA-H Chorney. 1990). y el mismo presenta un 99.9% de
homologia con el gen Y2 El gen HLA-H presenta también la mutacién en el aminoacido
N® 44 del dominio a3 que produce el cambio de fase en la lectura y un codén de
terminaciéon prematuro en el aminoacido N? 90. Se ha sugerido que HLA-H puede
tratarse de un gen de HLA "no clasico” del tipo Qa descripto en el sistema murino. Estos
genes se caracterizan por presentar codones de terminacién en el marco de lectura de
sus regiones citoplasmaticas que dan lugar a proteinas de menor tamafo que los genes
de HLA clase I “clasicos Este es el caso del gen HLA-G. que presenta una region
citoplasmatica mas corta de lo normal (contiene solo 6 aminoacidos. Geraghty. 1987) y
debido a esto ha sido postulado como un gen de HLA clase I "no clasico” Ademds, se ha
observado que este tipo de genes pueden presentarse unidos a la membrana celular a
traves de un puente de fosfatlidil- invsitol Este puente se establece en el gen Q7b a
traves del grupo carboxilo de un residuo de acido aspartico ubicado en posicion 295
(region de transmembrana), (Waneck. 1988) En el gen HLA-H y también en el gen Y2.
al producirse el corrimiento del marco de lectura a partir del aminodcido N? 44 del
dominio a3, el resto de la secuencia contiene un residuo de dcido aspdrtico y dos de acido
glutamico Cualquiera de estos residuos podria proveer un grupo carboxilo para la
formacion del puente de fosfatidil-inositol

En cuanto a la expresion del gen HLA-H, se ha observado deteccion de mRNA del
mismo en la linea celular 3 1.0 (linfoblastoma humano) y luego de ser transfectado en la
linea celular J27 (celulas L de raton que expresan (2-microglobulina humana). La
expresion de este gen es muy baja, ya que se observa solo en un 5% respecto del nivel
del gen HLA-B27. en los mismos sistemas. Este bajo nivel de expresién del gen HLA-H,
detectado a traves de la presencia de mRNA. se asemeja a los resultados obtenidos para el
gen Y2 por transfeccion en celulas NIH3T3 La expresion del gen HLA-H aumenta hasta
el mismo nivel del gen HLA-B27 al realizar experimentos de "barajeo de exones” y
posterior transfeccion Estos experimentos se realizaron utilizando la region 5 de HLA-
H hasta el sitio Kpn1 (posicion -1195 respecto de ATG iniciador hasta el final del dominio
«2).y a continuacion la region 3 de HLA-B27 a partir del sitio Kpnl (intréon N? 3 y
dominios a3. transmembrana. citoplasmaticos y senal de poliadenilacion) Utilizando
este gen “hibrido . la expresion aumento hasta el nivel del gen HLA-B27 completo. Estos
hechos indican que las regiones ubicadas hacia 3 del sitio Kpnl pueden ser las
responsables del bajo nivel de expresion del gen HLA-H. Es posible que para una
completa expresion del gen HLA-H se requiera algun “enhancer” localizado en el intron
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N? 3 (o regiones hacia 3’ de dicho intron) y que este "enhancer” se encuentre ausente o
alterado en el gen HLA-Hy noen el gen HLA-B27

Lasecuencia del gen Y2 difiere de la del gen HLA-Hen 10 mutaciones puntuales,
comparando ambas secuencias desde las posiciones -480 a +3042. Estas mutaciones
producen 4 cambios. ubicados en los aminodacidos 83 (dominio al), 120, 152 (dominio a2)
y 231 (dominio &3, comparando la secuencia aminoacidica sin considerar la delecion
presente en este dominio) El resto de las mutaciones se halla en zonas no codificantes.
Los datos descriptos para el gen HLA-H y el gen Y2 en cuanto a sus secuencias indican
que ambos pueden tratarse de genes alelos. La expresion de los genes HLA-H e Y2 ha
sido estudiada mediante estrategias diferentes. sin embargo. se observé que ambos se
expresarian en un nivel muy bajo

Los hechos mencionados indican que los genes HLA-H e Y2 podrian clasificarse
como. A) pseudogenes pertenecientes a la familia de HLA clase I "cldsicos”, o B) genes
pertenecientes a la familia de HLA clase I no clasicos” (tipo Qa murino), de funcion
desconocida hasta el momento Los estudios realizados con ambos genes no permitieron

todavia discriminar cual de estas posibilidades es la correcta.

Estudios de tranfeccion transiente en_celulas Molt4 y mutantes YHHH utilizando el
plasmido HoKhCAT

Se realizaron transfecciones de tipo transiente en células Molt4 y mutantes
YHHH con el plasmido H2KPCAT (que contiene el promotor completo del gen Hsz), sin
y con estimulacion de diferentes dosis de [FNu. Esto permiti6 observar que la actividad
del promotor del gen H2KP es mayor en celulas YHHH que en células Molt4 al recibir
ambas estimulacion con IFNa. Este resultado implica que la mutacion responsable del

fenotipo de alta respuesta observado en celulas YHHH se halla en algun gen regulador
de la expresion de los genes de HLA. de accion en trans sobre los mismos El factor de
accion en trans con actividad diferencial en mutantes YHHH podria presentarse en
mayor cantidad en dichas celulas (cambio cuantitativo), o poseer mayor afinidad por su
elemento blanco dentro de la cascada de factores activada por IFN que aquel presente en
celulas Molt4 (cambio cualitativo)

Posteriormente se realizaron ensayos para tratar de acotar la zona del promotor
del gen H2KD sobre la que actua el factor de accion en trans mencionado. Para esto, un
fragmento de 127 pb que contiene la region [FN-sensible” del gen H2Kb fue asociado al
promotor de SV40. seguido del gen CAT Con el plasmido coastruvido se realizo una
transfeccion de tipo transiente en celulas Molit4 y mutantes YHHH, sin y con
estimulacion de 2000 U/ml de IFNo. [.amentablemente no pudo reproducirse el resultado
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obtenido con el promotor completo del gen H2Kb, ya que fa actividad del plasmido
pSVAaH? fue similar en células Molt4 y mutantes YHHH, aun en presencia de
estimulacion con IFNa. Esto implica que no solo no pudo observarse el efecto del factor
con actividad diferencial en células YHHH sino que tampoco pudo verse el fenomeno de
induccion por IFNo. Solamente pudo observarse un ligero efecto “enhancer” del
fragmento proveniente del promotor Hsz Esto resulta distinto a los resuftados
descriptos anteriormente, en los cuales se observa que un fragmento similar del
promotor del gen HoKP es capaz de conferir la propiedad de ser inducible por IFNo al
promotor de conalbumina en ensayos de transfeccion en celulas Ltk™ (Israel. 1986). La
falta de induccion por efecto de IFNG observada para el plismido pSVAH? podria
deberse a 2 motivos: Por un lado la propiedad de ser inducible por IFNa tal vez pueda
ser conferida al promotor de conalbumina. pero no al promotor de SV40 (aunque un
fragmento similar del gen HzLd puede conferir dicha propiedad al promotor de SV40 en
ensayos de transfeccion en celulas NIH3T3. Sugita. 1987). Por otro lado. la region
utilizada como ‘enharcer” en los ensayos tal vez sea suficiente para conferir la
propiedad de ser inducible por IFNwu a otros promotores al ser transfectados en células
de tipo fibroblastos murinos. pero no en células de tipo linfoideo y del estadio de
diferenciacion de timocitos inmaduros de Molt4 ¢ YHHH.

Respecto del mecanismo propuesto como responsable del fenotipo de alta
respuesta en celulas YHHH, se ha descripto que la expresién de los genes de HLA clase I,
clase Il y otros genes sensibles a IFN depende de elementos regulatorios ubicados en
regiones cercanas a los promotores de dichos genes (secuencias regulatorias que
actuarian en cis) y tambien de faclores nucleares que actuarian sobre esos elementos
regulatorios (factores de accion en trans) Se ha descripto ademads que en el sindrome de
inmunodeficiencia severa combinada (SCID), la falta de expresion de antigenos HLA-DR,
DQy DP es un defecto genetico que no se segrega con los genes del MHC y que no puede
ser revertido por accion de IFNYy (de Preval. 1985). Recientemente se ha encontrado que
el defecto genetico reside en la falta de union del factor RF-X a su secuencia regulatoria
correspondiente (secuencia X). lo cual hace que no se expresen genes de MHC clase Il
(Reith.1988) Tambien se ha clonado un ¢DNA para el factor RF-X a partir de linfocitos B
normales. Con este cDNA se observé. sin embargo, que los pacientes con SCID presentan
mRNA para el factor RF-X. que coincide en cantidad y longitud con el presente en
individuos normales Esto indica que debe existir alguna mutacion que afecta la afinidad
del factor RF-X para unirse a la secuencia X en los pacientes con SCID (Reith, 1989) Estos

hechos indican que probablemente el mecanismo que produce el fenomeno de alta
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respuesta en celulas YHHH involucra una mutacion en algun factor de accion en trans
sobre los genes de HLA Mas aun. los resultados obtenidos con el pldsmido HszCAT en
células Molt4 y mutantes YHHH apuntan en el mismo sentido que resultados descriptos
recientemente para estas lineas celulares (Erusatinsky,1989): Se ha observado que el
pretratamiento de células Molt4 con ésteres de forbol (forbol-12,13-dibutirato)
reproduce el fenotipo observado en celulas YHHH al ser estimuladas con IFNa. Se
propone un modelo en el que existiria un factor inducible por ésteres de forbol en
células Molt4, responsable del aumento de expresion de los genes de HLA, factor que se
encontraria presente en forma constitutiva en células YHHH. Se sugiere por lo tanto fa
existencia de un factor de accion e¢n trans sobre los genes de HLA inducidos por [FN&
como responsable de! fenotipo observado en células YHHH, que ademas tendria la
caracteristica de ser inducido por esteres de forbol en células Molt4.

Finalmente podemos afirmar con respecto a las estrategias abordadas para el
estudio del fenomeno de alta expresion en mutantes YHHH, que la primera de ellas
(Estudio de los genes de HLA-B de celulas YHHH) no resultd exitosa, ya que el gen que
pudo clonarse no resulto funcional Esto impidié que pudieran realizarse ensayos de
expresion de su region promotora y reguladora en células Molt4 y mutantes YHHH. lo
cual hubiera permitido confirmar v reforzar los resultados obtenidos con el promotor
del gen H2KDP Por el contrario. la segunda estrategia utilizada (Estudios de transfeccion
transiente utilizando el promotor del gen H2EDP), permitio obtener una respuesta acerca
de la naturaleza del fenémeno observado en células YHHH. Esta fue la visualizacion de la
existencia de un factor de accion en trans sobre los genes de HLA, inducible por IFNa,

w Qél*%ﬁ)

con actividad incrementada en las mutantes YHHH.
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