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DISCUSION

El procesamiento y la presentacion de antigenos es un mecanismo clave en el
desarrollo de la respuesta inmunitaria. Las células presentadoras de antigeno contienen
los elementos necesarios para llevar a cabo los procesos de degradacion, transporte y
carga de los péptidos antigénicos en las moléculas de histocompatibilidad, que
posteriormente seran exportadas a la membrana celular. A ese nivel tiene lugar el
reconocimiento de los péptidos antigénicos por parte de los clones de linfocitos T
especificos.

Clasicamente se han definido las moléculas de histocompatibilidad de clase |
como las encargadas de presentar péptidos antigénicos de origen enddégeno a los
linfocitos T CD8+. Asi, una célula infectada por un virus puede presentar los antigenos
viricos en su superficie mediante las moléculas del MHC de clase |, ser reconocida por
los linfocitos T especificos y ser eliminada. Sin embargo, sélo unas pocas células
expresan las moléculas de histocompatibilidad de clase Il que estan encargadas de
presentar péptidos antigénicos de origen exégeno a los linfocitos T CD4+, cuya funcion

es modular a través de las citocinas la respuesta inmunitaria.

En el presente trabajo, se ha estudiado la regulacion de los genes tap1 y Imp2.
Estos genes codifican proteinas cuyas funciones son vitales para la presentacion
antigénica de proteinas endégenas a través del MHC de clase I. La proteina Imp2 forma
parte de un complejo multiproteico conocido como proteosoma, cuya funcién es la
degradacion de proteinas citosolicas dando lugar a la formacion de péptidos (Rock y
col., 1994). La proteina tap1, por su parte, forma parte del complejo proteico que permite
el transporte de los péptidos generados en el citosol hasta el reticulo endoplasmatico,
para su posterior carga en las moléculas de histocompatibilidad de clase | (Lankat-
Buttgereit y Tampé, 1999). Ambas proteinas son codificadas por genes que comparten

una misma region promotora (Kishi y col., 1993).

En el presente estudio, se ha analizado el efecto de diferentes tipos de
estimulos como el IFN-y, el LPS y el TNF-a. en la expresion de tap1 y Imp2, todos ellos
reconocidos activadores de la respuesta inmunitaria. También se ha analizado la
respuesta a otros factores como el TGF- y la dexametasona, que son inhibidores de la
induccion mediada por el IFN-y. Por ultimo se ha determinado la expresion de ambos

genes en situaciones de estrés.

Los resultados obtenidos confirman que la induccién de la expresion de los

genes murinos tap1 y Imp2 mediada por el IFN-y tiene lugar en células de diferentes
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linajes, incluyendo los linfocitos B, los linfocitos T, los fibroblastos, asi como en varias
lineas celulares de macrofagos y en cultivos primarios de macrofagos derivados de la
médula 6sea. Los resultados obtenidos han demostrado que la induccién de tap1 y Imp2
tiene lugar tras una hora de activaciéon con el IFN-y. Esta inducciéon se hace muy
evidente a las tres horas y sigue incrementando sus niveles hasta las 12-24 horas,
decayendo posteriormente. Por otra parte, se ha descrito que la induccién de tap1 y
Imp2 por el IFN-y genera dos transcritos de ARNm de 2.3 Kb para tap1 y de 900 pb para
Imp2 (Boehm y col., 1997).

El andlisis de otros estimulos inductores de la expresion de tap1 y Imp2
demostré patrones de expresion diferentes del obtenido con el IFN-y. El LPS induce la
expresion de tap1 y Imp2 a las seis horas de activacion. Esta induccion es muy breve,
ya que a las doce horas se detectan nuevamente niveles basales de tap1 y ligeramente
inferiores de Imp2. Los fibroblastos, por su parte, no responden al estimulo del LPS para
la induccion de estos genes. Sin embargo, si se ha descrito la induccién mediada por el
LPS de otros genes en los fibroblastos, como el receptor para IL-10 (Weber-Nordt y col.,
1994). Es posible que la presencia de determinados factores o vias de transduccion de
la sefal producida por el LPS permitan la activacion de algunos genes concretos en

determinados tipos celulares.

Por otra parte, observamos que el TNF-a también es capaz de inducir la
expresion de tap1 y de Imp2 en macroéfagos. Esta induccion es muy tardia, ya que
empieza a observarse a las 24 horas de activacion. En la linea celular humana de
fibroblastos Hela, el TNF-a incrementa la expresion de tap1 y Imp2 mediante la union
del factor de transcripcion NF«xB al promotor (Wright y col., 1995). Por el contrario, en
células neuronales se ha observado que el TNF-a no incrementa la expresion de tap1

(Neumann y col., 1997).

Otro de los estimulos que pudiera influir en la expresion de tap1 y Imp2, asi
como en la de otros genes, son las situaciones de estrés. In vitro, una situacién de
estrés puede ser inducida por la eliminacion del suero en el medio de cultivo. En
nuestros experimentos, observamos una induccién de la expresion de los genes tap1 y
Imp2 en macréfagos derivados de médula 6sea mantenidos en medio de cultivo en
ausencia de suero. Esta induccion tiene lugar aproximadamente a las 24 horas de
cultivo. Este patrén de induccién es muy semejante al observado tras la activacion con
el TNF-a. En condiciones de cultivo minimo, los macréfagos secretan, entre otros, TNF-
a. Esta citocina podria actuar de forma autocrina para inducir la expresion de tap1 y
Imp2 en los macréfagos sometidos a situaciones de estrés in vitro. Sin embargo, existen

otras explicaciones. Se ha observado que las situaciones de estrés en cultivo inducen
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rapidamente la fosforilacion del factor STAT1 en la serina 727 siguiendo una via de
activacion distinta de la inducida por el IFN-y (Kovarik y col., 1999). Otro de los factores
que inducen tap1 y tendrian relevancia en una situacion de estrés es la proteina p53. Se
ha descrito que p53 y agentes que dafian al ADN inducen la expresion de tap1 a través
de un elemento de respuesta a la proteina p53, incrementando asi el transporte de

péptidos presentados en la superficie por las moléculas de clase | (Zhu y col., 1999).

Las distintas cinéticas en la expresion de tap1 y Imp2 por el IFN-y sugieren que
se utilizan distintas vias en la transduccion de las sefnales. Asi se ha descrito que el IFN-
y utiliza la via JAK-STAT (Bach y col, 1997) mientras que el LPS utiliza la via de
activacion de las MAP quinasas (Ulevitch y Tobias, 1995). En ciertos casos, como
ocurre con la apoptosis, se ha podido demostrar que el efecto del LPS esta mediado por
la produccion autocrina del TNF-a (Xaus y col., 2000). Sin embargo, este no es nuestro
caso ya que el LPS induce la expresion de tap1 y Imp2 en solo 6 horas mientras que el
TNF-a requiere 24 horas. Ademas, hemos observado que en ratones knock out para el

receptor del TNF-a la expresion de tap1 y Imp2 por el LPS no esta inhibida.

Nuestros resultados muestran un patrén de expresion diferente para las
proteinas tap1 y Imp2 que son inducidas por los diferentes estimulos, segun se trate de
macréfagos o de fibroblastos. Se ha descrito que células de la misma estirpe pero con
diferente grado de maduracion, concretamente la linea celular de macréfagos murinos
WEHI y la linea RAW 264.7, muestran un comportamiento distinto en respuesta al IFN-y
(McDowell y col., 1995). En nuestro caso, gran parte del trabajo experimental descrito
en este estudio se ha llevado a cabo utilizando células de la linea macrofagica RAW
264.7 ya que, tanto en los macrofagos derivados de la médula ésea como en los de la
linea celular mencionada, se observa una expresion basal del ARNm para el gen Imp2
muy elevada, a diferencia de lo que ocurre en otras lineas celulares de macréfagos
como por ejemplo Bac-1 F5a o0 WR19 y en los fibroblastos L929, que no muestran una

expresion basal de Imp2.

El proteosoma, del cual la proteina Imp2 forma parte, esta implicado en la
degradacion continua de proteinas en el citosol. Muchos de los péptidos que se generan
tienen una vida media muy corta y no se acumulan en la célula. Por el contrario, la gran
mayoria de péptidos son finalmente hidrolizados por una cadena de aminopeptidasas y
son reutilizados en la maquinaria celular (Glickman, 2000). Sin embargo, en presencia
de un estimulo inflamatorio, es la maquinaria de presentacién antigénica la que cobra
importancia. En estos casos existen linfocitos CD4 estimulados que van a secretar IFN-y

y ofras citocinas que induciran la expresion de los genes tap1 y Imp2. Como
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consecuencia habra una mayor presentacion antigénica a través del MHC de clase | que

llevara a una amplificacion de la respuesta inmunitaria.

La expresion diferencial de tap1 y Imp2 puede reflejar los diferentes papeles que
desempefian las dos proteinas en el mantenimiento de la inmunovigilancia y durante la
respuesta inmunitaria. Se ha observado que en ausencia de Imp2 la eficiencia de
presentacion de ciertos antigenos se encuentra reducida (Van Kaer y col., 1994). Sin
embargo, la expresion inducida del Imp2 por el IFN-y incrementa la cantidad de péptidos
antigénicos que una vez transportados al reticulo endoplasmatico por el transportador

TAP, pueden unirse a las moléculas de clase I.

Los resultados obtenidos han demostrado que la induccion de tap1 y Imp2 tiene
lugar tras una hora de activacién con IFN-y. Al tratarse de genes de induccién rapida,
quisimos comprobar que esta induccidon era independiente de sintesis proteica.
Utilizando cicloheximida, un inhibidor de la sintesis proteica, se comprobd que el patron
de induccién de tap1 y Imp2 estimulado por el IFN-y no mostraba ningin cambio
significativo respecto al control, confirmando que la sintesis proteica no era necesaria en
la induccion de estos genes. Segun se desprende de los resultados de nuestro trabajo,
los transcritos de ARN son altamente estables, ya que sus niveles no decaen de forma
rapida en presencia de actinomicina D, que actia bloqueando la transcripcion. La
elevada estabilidad de los ARNm indica que el IFN-y no modifica la vida media del ARN,
sino que actua a nivel de la transcripcion de los dos genes (Cullell-Young y col., 2001).
Nuestros resultados apoyan los ensayos de run-on en los que se ha visto que el IFN-y

es capaz de inducir la expresién de tap1 en células humanas (Cramer y Klemsz, 1997).

Puesto que no se requeria sintesis proteica para la induccion de tap1 y Imp2 por
el IFN-y, nos planteamos la implicacion de STAT1 en esta induccion. El IFN-y ejerce
mayoritariamente sus efectos mediante la transduccién de la sefal a través de este
factor no requiriéndose sintesis de novo (Meraz y col., 1996). Utilizando ratones de la
cepa C57BL/6 knock out para stat1 pudimos determinar la implicacion de este factor de
transcripcion en la induccion de tap1 y Imp2 por el IFN-y. La inhibicién de la induccién de
ambos genes en ratones knock out para statl es completa, indicando que sin la
existencia de STAT1 en las células no es posible la inducciéon de ninguno de los dos

genes.

En nuestros estudios también determinamos que la induccién de tap1 y Imp2
por el IFN-a/p no es dependiente de STAT1. Aunque las sefiales clasicas de
transduccion conocidas para el IFN-a/f requieren la unién de diversos factores (STAT1,

STAT2 y p48) y su posterior unibn a las secuencias ISRE, observamos
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sorprendentemente que para la induccion de los genes tap1 y Imp2 el factor de
transcripcion STAT1 no estaba implicado en la transduccion de la sefal del IFN-a/p.
Nuestros resultados son contradictorios con los llevados a cabo en la linea celular
humana de fibrosarcoma 2fTGH (control) y en su derivada U3A (deficiente para STAT1)
donde se ha establecido que STAT1 es necesario para la induccion de tap1 por el IFN-
o/f (Min y col, 1998). Hasta la fecha, han sido descritos distintos factores de
transcripcion que se activan en respuesta al IFN-a. El ISGF-3 es un complejo formado
por STAT1, STAT2 y p48 (Schindler, 1999). El factor AAF (IFN-alpha activation factor)
(Decker y col., 1991) que no presenta ninguna diferencia con el factor GAF (STAT1a-
STAT1a) pero que a diferencia de éste no se une a la secuencia GAS del promotor del
gen GBP (guanylate-binding protein) (Shuai y col., 1992). Por ultimo, también se ha
demostrado la activacion de STAT1, mediante la union a la region GAS (Min y col.,
1998). Es posible que en los distintos tipos celulares, como los fibroblastos y los
macrofagos, la sefial de transduccion del IFN-a/f siga vias distintas. Asi se puede
pensar que exista una via de transduccion de la sefial del IFN-o/p especifica en células
presentadoras de antigeno aun por determinar. Por otra parte, tampoco podemos

descartar diferencias a este nivel entre células humanas y células de raton.

De igual forma, pudimos observar que el factor de transcripcién STAT1 esta
implicado en la via de activacion de tap1 y Imp2 por el LPS. El lipopolisacarido activa
NFxB y también el factor STAT1 (Mackman, 2000), aunque la via de activacién de
STAT1 mediada por el LPS no esta claramente determinada. Se ha descrito en la linea
monocitica humana THP-1 que el LPS puede activar directamente a un factor similar a
STAT (Tsukada y col., 1996). Existen tres vias para la activacion génica mediadas por el
LPS. Primero, puede ser que la induccién de la expresién génica por el LPS sea
independiente de la activacion de STAT1. Segundo, que el LPS pueda directamente
activar una o mas moléculas de STAT, aunque la sefial no involucre directamente la via
JAK/STAT (Gao y col., 1998). Finalmente, el LPS puede activar la expresion génica de
multiples citocinas como el TNF-a y los IFNs de tipo | (o y B) (Ohmori y Hamilton, 2001).
En la induccién de la expresion de tap1 y Imp2 mediada por el LPS es necesaria la
activacion de STAT1. Esta activacion no se debe a la produccion de IFN-a/B, ya que la
induccion de tap1 y Imp2 por esta citocina es independiente de STAT1. También
podemos descartar, como hemos mencionado con anterioridad, la implicacién del TNF-
o.. Asi, podemos concluir que la induccion de tap1 y Imp2 por el LPS sigue una via de
activacion de STAT1 aun por determinar. Se ha observado que STAT1 combina sefales
derivadas del IFN-y y del LPS durante la activacion de los macréfagos. El LPS produce
una rapida fosforilacion de STAT1 en la Ser 727. Cuando los macréfagos son tratados
secuencial o simultdneamente con el LPS y el IFN-y, el conjunto de moléculas

fosforiladas de STAT1 en Tyr 701 y Ser 727 se ve fuertemente incrementado indicando
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un punto de convergencia en la respuesta de los macréfagos a los estimulos
inmunoldgicos (Kovarik y col., 1998).

El IFN-y y el TNF-a. también cooperan para inducir la expresién de algunos
genes durante la inflamacion. Este sinergismo se debe a los factores de transcripcion
STAT1 y NFkB (Ohmori y col.,, 1997). En nuestros estudios determinamos que la
induccion de tap1 y Imp2 por el TNF-a es dependiente de STAT1 ya que no se observa
dicha induccioén en los ratones knock out para este gen. Pensamos que STAT1 podria
estar implicado en la induccion de IRF-1 a través de las secuencias GAS presentes en
su regiéon promotora. Curiosamente se ha observado en fibroblastos humanos que
STAT1 bloquea la activacion de NFxB a través de su asociaciéon con el receptor del
TNF-a (TNFR1) (Wang y col., 2000). Sin embargo, como discutimos mas adelante,
nuestros resultados demuestran que tanto IRF-1 como NFxB son necesarios para la
induccion de tap1 y Imp2 por el TNF-a.. Es posible que la via de activaciéon de tap1 y
Imp2 dependiente de STAT1 por el TNF-a sea distinta en los macréfagos y en los
fibroblastos y que la activacion de STAT1 en células presentadoras de antigeno no
implique la inhibicién de NFxB. De esta forma quedaria aun por determinar la via que

seguiria la induccion de tap1 y Imp2 por el TNF-a a través de STAT1.

Las diferencias observadas en cuanto al patron de expresion de tap1 y Imp2
inducida por diferentes estimulos motivaba un estudio mas exhaustivo de las secuencias
reguladoras presentes en el promotor compartido por estos genes. La regién promotora
de los genes tap1 y Imp2 en el ratdn esta definida por los 569 pb comprendidos entre el
codoén de inicio de la traduccion de tap1 y el codén de inicio de la traduccion de Imp2
(Marusina y col., 1997). Dentro de esta regidon promotora, hemos determinado la
presencia de diversas secuencias nucleotidicas susceptibles de union de distintos
factores de transcripcion. Existen dos cajas GAS localizadas en las posiciones 163-172
y 239-247, una caja IRF1 en la posicién 177-187, una caja NFkB en la posicién 109-119
y dos posibles cajas AP1 en las posiciones 145-150 y 410-415, todas ellas en la
direccion de Imp2. En una serie de estudios previos llevados a cabo en los fibroblastos
humanos (células HelLa), se ha demostrado que el gen tap1 esta regulado por un
promotor bidireccional de 593 pb que a su vez regula también la transcripcion de Imp2.
Ademaés, se ha observado que las secuencias reguladoras de los genes tap no
contienen motivos TATA en sus regiones 5’ pero si elementos ricos en GC (posibles
cajas Sp1). Estos elementos se encuentran localizados a 128 nucleétidos por delante
del inicio de transcripcién para tap1 y a 79 nucleétidos para tap2 (Wright y col, 1995).
Mediante experimentos de mutagénesis dirigida en estas regiones, se ha demostrado
una reduccion de hasta 3 veces en la actividad basal del promotor de tap1 (Wright y col,

1995). Existen otros ejemplos de promotores compartidos como son el promotor
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bidireccional del gen PARP-2 (poly ADP-ribose polymerase 2) y el gen ARNasa P ARN.
A pesar de compartir el promotor, estos genes se expresan de forma diferencial
dependiendo del tipo celular (Amé y col., 2001). También se han observado promotores
bidireccionales en el virus de Epstein-Barr (Takacs y col., 2001) y en algunos genes que

codifican para diferentes proteinas de la colagenasa de tipo IV (Segal y col., 2001).

Mediante experimentos de mutagénesis dirigida se introdujeron delecciones en
las diversas cajas reguladoras de tap1 y Imp2. Asi, pudimos observar como las
delecciones introducidas independientemente en las cajas GAS e IRF-1 inhiben
completamente la inducciéon de ambos genes por el IFN-y. Ello podria indicar que ambos
factores de transcripcion, STAT1 que se une a la caja GAS, e IRF-1 son necesarios para
la induccion de los genes tap1 y Imp2 por el IFN-y. Tampoco podemos descartar un
efecto cooperativo establecido entre los factores de transcripcion STAT1 e IRF-1 en la
induccion de tap1 y Imp2 por el IFN-y debido a la proximidad fisica de sus secuencias de
union, ya que éstas se sitdan una junto a la otra en el promotor (Figura 51). Este efecto
cooperativo entre estos factores de transcripcion ya se ha descrito con anterioridad para
la expresion constitutiva de Imp2. En la linea celular humana de fibrosarcoma 2fTGH, se
ha observado que el factor de transcripcion STAT1 no fosforilado e IRF-1 se unian al
promotor para activar la transcripcion del gen Imp2 (Chatterjee-Kishore y col., 2000).
Mediante experimentos de geles de retardo pudimos observar que efectivamente STAT1
se une al promotor de tap1 y Imp2 en células inducidas con el IFN-y. En cambio, no es
posible detectar una banda de retardo cuando se utilizan extractos obtenidos a partir de

las células que carecen de STAT1.

Por otra parte, observamos en los ensayos de transfeccién que sélo la caja GAS
estaba implicada en la induccién de tap1 y Imp2 por el LPS (Figura 51). En un estudio
publicado recientemente se ha demostrado que la mutacion de la caja GAS del promotor
de tap1 inhibe la induccion sinérgica de este gen mediada por el IFN-y y el LPS en
macréfagos humanos de la linea celular THP-1 (Cramer y col., 2000). En dicho trabajo
se observa que la mutacién de la caja GAS no modifica los niveles de expresién de la
luciferasa analizados a las 24 horas tras la activacion con el LPS respecto del vector
control. Nuestros resultados demuestran claramente que la induccién del ARNm de tap1
por el LPS alcanza un maximo a las 6 horas, no detectandose expresion a las 24 horas.
Ello implica una disminucion de la actividad del promotor debida al LPS entre las 6 y las
12 horas de activacion de la que se desconoce el mecanismo. Por lo tanto es posible
que la induccion de la luciferasa regulada por el promotor de tap1 y mediada por el LPS
no sea detectable a las 24 horas y sin embargo si que es detectable a las 6 horas de
activacion. Ello confirma el efecto activador del LPS independientemente de la

activacion por el IFN-y.
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Por ultimo, pudimos determinar que las secuencias nucleotidicas implicadas en
la induccién de tap1 y Imp2 por el TNF-a eran las cajas IRF-1 y NFxB (Figura 51). El
TNF-a activa el factor de transcripcion NFkB mediante la activacion de la quinasa kB
que fosforila a dicho factor. Esta activacion permite la traslocacién al nucleo del factor
NF«B y su posterior uniéon al ADN (Wajant y Scheurich, 2001). Por otra parte el TNF-a
induce rapidamente la transcripcién de IRF-1 a través de los elementos kB presentes en
su promotor (Pine, 1997). Podriamos pensar que para la induccion de la expresion de
tap1 y Imp2 por el TNF-a fuera necesario que se diera a la vez la unién al ADN del

factor IRF-1, activado por el TNF-a a través de los elementos kB, y del factor NF«B.

IFN-y LPS TNF-o.
qﬂﬁ i
STAT1 STAT1 STAT1

IRF1GAS1 NFxB IRF1GAS1 NFxB IRF1GAS1 NFxB

Figura 51. Posibles mecanismos de activacion de la expresion de los genes tap1 y Imp2
inducidos por IFN-y, LPS y TNF-a.

Durante el anadlisis de las posibles secuencias reguladoras presentes en el
promotor de tap1 y Imp2, definimos la existencia de varias cajas PU, una de ellas
situada en la caja GAS del promotor. PU.1 es un factor de transcripcion especifico de la
estirpe mielo-monocitica y esta implicado en la proliferacion y diferenciacion de los
macrofagos (Lloberas y col., 1999). También se ha descrito un papel inhibidor del factor
PU.1 en la expresién de algunos genes implicados en la presentacion de antigenos en
el ratéon, como por ejemplo el gen I-AB del MHC de clase Il (Borras y col., 1995).
Nuestros resultados demuestran que la expresién de PU.1 en los fibroblastos murinos,
mediante la transfeccion de un vector de expresion que codifica para esta proteina,
inhibe la expresion de los genes tap1 y Imp2 inducida por IFN-y. Como se ha descrito
con anterioridad, es posible que, debido a la localizacion de la caja PU.1 en el promotor

de tap1 y Imp2, el factor de transcripciéon PU.1 impida un correcto funcionamiento de la
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magquinaria de la transcripcion, afectando de esta manera la producciéon de los ARNm

para tap1y Imp2.

Existen otros estimulos que ejercen también efectos inhibidores en la expresion
de tap1 y Imp2. Por ejemplo, el TGF-By el IFN-y tienen efectos opuestos en diversas
funciones celulares pero la base de este efecto antagonista es aun desconocida. Se ha
visto que el TGF-B es una citocina inmunoreguladora que inhibe la expresion del MHC
de clase Il inducida por el IFN-y en varios tipos celulares (Piskurich y col., 1998).
Recientemente se ha observado que la inhibicion de la expresion del CITA (class I/
transactivator) mediada por el TGF-B ocurre a nivel transcripcional, y que la actividad
tanto constitutiva como inducida por el IFN-y del promotor de tipo IV del CIITA es
inhibida por el TGF-B. Sin embargo, el TGF-p no afecta a las sefiales de activacion del
CIITA mediadas por el IFN-y como son la induccion de STAT1 por esta citocina, la unién
de STAT1 al ADN y/o la induccién de IRF-1. La eliminacién de la inhibicién del TGF-3 en
la expresion del CIITA en astrocitos deficientes en la proteina smad 3 demostraba que
esta proteina era esencial en la inhibicion de la expresion del CIITA por el TGF-B y por
lo tanto en la inhibicién de la expresion del MHC de clase Il mediada por el TGF-$ (Dong
y col., 2001). Cuando realizamos estudios con el TGF-3 observamos que se inhibia la
induccion de tap1 y Imp2 producida por el IFN-y. Asi, el TGF-B actuaria también como
un inhibidor de la presentacion de antigeno mediada por el MHC de clase I. En nuestros
estudios también observamos que el TGF-f inhibia la expresion basal, no inducida, de
tap1 y Imp2. Se han descrito una serie de genes que son inhibidos por el TGF- a través
de un factor inhibidor que se une a la secuencia nucleotidica GNNTTGGtGA (Ker y col.,
1990). En nuestro caso no hemos observado la presencia de esta secuencia en la
region promotora de tap1 y Imp2, si bien no podemos descartar que este factor inhibidor

inducible por TGF-B se una al ADN mediante otras secuencias de reconocimiento.

Otros de los factores reguladores de la respuesta inmunitaria son los
glucocorticoides. En los estudios realizados en macréfagos para determinar el efecto de
los glucocorticoides, observamos que la dexametasona inhibia la expresion de tap1 y
Imp2 inducida por el IFN-y. Se ha descrito que el receptor de los glucocorticoides
bloquea la union al ADN de un factor de transcripcion de un gen del MHC de clase I,
inhibiendo asi la induccién de dicho gen (Celada y col., 1993). El receptor de los
glucocorticoides actua a la vez como factor de transcripcién y como modulador de otros
factores de transcripcién. Se ha observado que existen interacciones proteina-proteina
entre los glucocorticoides con otros factores de transcripcion como jun, fos, NF«B, etc...
(Reichardt y col.,, 2001). También se ha observado que la dexametasona induce la

produccion de citocinas de tipo 2, entre ellas la IL-4 y la IL-10 a través de la inhibicién de
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citocinas de tipo 1 como el IFN-y (Agarwal y Marshall, 2001). Todo ello se correlaciona
también con la disminucién de la expresién observada de tap1 y tap2 mediada por la IL-
10 (Salazar-Onfray y col., 1997).

En resumen, en este trabajo hemos podido determinar la regulacion de los
genes tap1 y Imp2 implicados en la presentacién antigénica a través de las moléculas
del MHC de clase |. Existen citocinas que son capaces de inducir mientras que otras
inhiben la expresion de tap1 y Imp2. Las vias de sefalizacion comparten elementos
comunes como STAT1, asi como regiones implicadas en la regulacién génica que estan
directamente relacionadas con los procesos de sefalizaciéon. Todo ello nos muestra la
complejidad de la maquinaria celular y las diferencias existentes entre los distintos tipos

celulares.
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2.3. Anadlisis de las secuencias nucleotidicas implicadas en la induccion

de tap1 y Imp2 por el LPS

Asi pues, el LPS induce la expresion de los genes tap1 y Imp2, aunque siguiendo una
cinética de induccion diferente a la obtenida con el IFN-y. Asimismo observamos que, como
ocurre con el IFN-y, la via de transduccién de la sefal por LPS es también dependiente de
STAT1. A continuacion, analizamos, mediante experimentos de transfeccién, cuales son las
secuencias de ADN presentes en el promotor de tap1 y Imp2 que pueden estar implicadas en
la regulacién de su expresion inducida por el LPS. Las transfecciones fueron realizadas en
células RAW 264.7 y se utilizaron los mismos constructos analizados en el caso del IFN-y.
Una vez analizada la expresion del gen indicador (luciferasa), y corregida segun la cantidad
de proteina presente en cada muestra, pudimos observar como la caja que contiene la
secuencia de reconocimiento GAS1 (vector pGL3GAS1) es esencial para la expresion del
gen de la luciferasa tras la activacién con el LPS, y por tanto de los genes tap1 y Imp2. Sin
embargo, y a diferencia de los resultados obtenidos con el IFN-y, la mutacién de la secuencia
de reconocimiento IRF-1 (vector pGL3IRF1) no altera de forma significativa la expresion del
gen indicador.
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AP1.a GAS2 IRF1GAS1AP1 NF«B
pGL3-ar () /\—@/\- QW uierasa); -
AP1.a GAS2 IRF1 AP1 NF¢B
poL3-GAsttap—(() /\ O iscierasal; d
AP1.a IRFIGAS1AP1 NFxB
pGL3-GAS2tap— () /\O [luciferasal ; !
AP1.a GAS2 GAS1AP1 NF¢B
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Figura 41. Determinacion funcional de la actividad promotora de tap1 inducida por el LPS
en macroéfagos. Se transfectd la linea celular Raw 264.7 con los constructos indicados en la figura y a
las 12 horas post-transfecciéon se activd con LPS (100 ng/ml) durante 6 horas. Posteriormente se
analizé la actividad luciferasa y la determinacién de proteina. Cada punto se ha realizado por triplicado
representandose la media y la desviacién estandar. Este ensayo es representativo de ftres
experimentos independientes
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Otras mutaciones que, a priori, podrian afectar a la expresion génica inducida por el

LPS, como las que alteran las cajas AP-1 (vectores pGL3AP1 y pGL3AP1.a) y NFkB (vector

pGL3NF«B), no impiden o inhiben la expresién de este gen. Asi pues, GAS1 parece ser la

Unica secuencia de reconocimiento implicada en la regulacion de tap1 y Imp2 en respuesta al
LPS (Figuras 41y 42).
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Figura 42. Determinacion funcional de la actividad promotora de Imp2 inducida por el LPS
en macroéfagos. Se transfectd la linea celular Raw 264.7 con los constructos indicados en la figuray a
las 12 horas post-transfeccion se activd con LPS (100 ng/ml) durante 6 horas. Posteriormente se
analizo la actividad luciferasa y la determinacién de proteina. Cada punto se ha realizado por triplicado

representandose la media y la desviacion estandar.

experimentos independientes
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3. REGULACION DE LA EXPRESION DE TAP1Y LMP2 POR EL TNF-q,

3.1. Induccién de la expresion de tap1 y Imp2 por el TNF-a

Hasta la fecha ha sido descrito un numeroso grupo de genes que son regulados por
el TNF-a, entre los que se encuentran genes que codifican para citocinas, factores de
crecimiento, receptores, moléculas de adhesion celular, factores de transcripcion, y muchos
otros (Liu y Han, 2001). La induccion de algunos de estos genes en respuesta al TNF-a se
debe a la activacion de factores de transcripcion como AP-1 y mas especificamente NFxB. Al
determinarse la presencia de una secuencia nucleotidica diana para NFkxB en el promotor
compartido por los genes tap1 y Imp2, decidimos analizar la implicacion de la citocina TNF-a
en la regulaciéon de la expresiéon génica de tap1 y Imp2. Utilizando técnicas similares a las
descritas en los anteriores apartados, se activaron macrofagos de la linea celular RAW 264.7
con TNF-a a una concentracion de 10 ng/ml y se determind la expresion de tap1 y Imp2.
Segun puede apreciarse en la figura 43, ambos genes experimentan un incremento en su
expresion a las 24 horas de la activacion en presencia de esta citocina. Este patrén de
expresion es similar al obtenido con el IFN-y, aunque ligeramente desplazado en el tiempo y

muy diferente al patron obtenido cuando el agente estimulante es el LPS.

TNF-a

horas 0 12 24
S —— 2Pt -_—

’ -.."- C e .-
18S - “ -d

Figura 43. Cinética de inducciéon de la expresion de tap1 y Imp2 por el TNF-a en
células RAW 264.7. Las células se incubaron en presencia de TNF-a (10 ng/ml) durante los
tiempos indicados. Se analiz6 la expresion de tap1 y Imp2 por Northern Blot utilizando 20 ug de
ARN total por carril. La expresion del gen 18S fue analizada como control de carga y
transferencia. Estos resultados son representativos de dos experimentos independientes.
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3.2. La expresion de tap1 y Imp2 inducida por el TNF-a es dependiente

de STAT1 en macréfagos de médula 6sea

Como hemos visto, el IFN-y, el LPS y el TNF-a son capaces de inducir la expresion
de los genes tap1 y Imp2. Ademas, los dos primeros requieren de la participacion del factor
STAT1 segun se desprende de los experimentos con células de ratones KO para stat1. Estos
experimentos se llevaron a cabo esta vez en presencia de TNF-a, para verificar si STAT1
podia también estar relacionado con la expresion de los genes tap1 y Imp2 inducida por el
TNF-a. Se utilizaron macrofagos derivados de medula ésea de ratones KO para stat1 y se
estimularon con TNF-a. A las 24 horas de estimulacién, observamos como los genes tap1 y
Imp2 no se expresan en los macréfagos KO para stat1, contrariamente a la expresion normal
detectada en las células de la cepa salvaje. Asi, determinamos que el factor STAT1 es
imprescindible para la expresién de los genes tap1 y Imp2 inducida no sdlo por el IFN-y, sino

también por el LPS y el TNF-a (Figura 44).

WT stat1 KO stat1

TNF-a (horas) 0 24 0 24

tap1

Imp2

- e

Figura 44. Expresion de tap1 y Imp2 inducidos por el TNF-o. en macréfagos de médula
osea de ratones WTstat1 (wid type stat1) y de KO stat1 (knock out stat1). La determinacion
de la expresion de tap1 y Imp2 inducida por el TNF-a a los tiempos indicados se realizé por
Northern blot, utilizando 20 ug de ARN total por carril. Se utilizd como control de la cantidad de
ARN en cada pocillo la sonda 18S. Estos resultados son representativos de dos experimentos
independientes.
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3.3. Analisis de las secuencias nucleotidicas implicadas en la induccién

de tap1 y Imp2 por el TNF-a

Como ocurria con el IFN-y y el LPS, el TNF-a es también capaz de inducir la expresion
de los genes tap1 y Imp2, aunque cada patréon de expresion presenta rasgos diferentes, que
se ponen de manifiesto en las distintas cinéticas de expresion. De nuevo observamos que la
presencia del factor STAT1 es un requisito indispensable para la correcta expresién de estos
genes, en cualquiera de los tres sistemas de activacion utilizados. A continuacion, siguiendo
los modelos anteriores, analizamos las secuencias de ADN presentes en el promotor de tap1
y Imp2 que pueden estar implicadas en la regulaciéon de la expresion de tap1 y Imp2 inducida
por el TNF-a. Los experimentos de transfeccion fueron realizados en células RAW 264.7 y se
utilizaron los mismos constructos analizados en el caso del IFN-y y el LPS. En este caso, los
experimentos de transfeccidbn mostraron que las cajas implicadas en la regulacién de la
expresion de tap1 y Imp2 por el TNF-a son NFkB e IRF-1 (Figuras 45 y 46). La mutacion de
las secuencias de reconocimiento para IRF-1 o NF«kB inhibe completamente la expresion del

gen indicador obteniéndose una sefial no superior al control basal no activado.
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Figura 45. Determinacion funcional de la actividad promotora de tap1 inducida por el TNF-a
en macroéfagos. Se transfectd la linea celular Raw 264.7 con los constructos indicados en la figuray a
las 12 horas post-transfeccion se activé con TNF-a (10 ng/ml) durante 24 horas. Posteriormente se
analizo la actividad luciferasa y la determinacion de proteina. Cada punto se ha realizado por triplicado
representandose la media y la desviacion estandar. Este ensayo es representativo de tres
experimentos independientes.
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Figura 46. Determinacion funcional de la actividad promotora de Imp2 inducida por el TNF-a
en macroéfagos. Se transfectd la linea celular Raw 264.7 con los constructos indicados en la figuray a
las 12 horas post-transfeccion se activé con TNF-a (10 ng/ml) durante 24 horas. Posteriormente se
analizé la actividad luciferasa y la determinacion de proteina. Cada punto se ha realizado por triplicado
representandose la media y la desviacién estandar. Este ensayo es representativo de tres
experimentos independientes.

4. OTROS ESTIMULOS Y FACTORES QUE REGULAN LA EXPRESION DE
TAP1Y LMP2

Ademas de las sefiales de activacion, que se representan en nuestro trabajo por el
IFN-y , el LPS y el TNF-qa, existen otros estimulos que pueden inducir distintos efectos en la
expresion de los genes tap1 y Imp2. En este apartado se describen diferentes mecanismos
de activacién y de inhibicion de la expresion de estos genes. En este estudio determinamos
los mecanismos activadores de ambos genes en las células sometidas a situaciones de
estrés y también pudimos observar los mecanismos de inhibicion de la transcripcion de

ambos genes mediada por diferentes factores.
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4.1. Efectos del estrés sobre la expresion de tap1 y Imp2

En situaciones de estrés, las células pueden responder de multiples maneras. Un
modo facil y comun de inducir estrés en un cultivo celular se consigue eliminando el aporte
de suero. En el modelo utilizado en el presente estudio, se cultivaron macréfagos de médula
6sea con todos los nutrientes necesarios y, en el momento en que el cultivo habia alcanzado
una confluencia proxima del 70 %, se cambidé el medio eliminando exclusivamente el suero
fetal bovino. Posteriormente, las células se analizaron a distintos tiempos de incubacion y se
procesaron para la extraccién del ARN y posterior determinacion de la expresion de tap1 y
Imp2 por Northern Blot. Como se puede observar en la figura 47, la induccion de la expresion
de tap1 y Imp2 es detectable a partir de las 12 horas de cultivo sin suero, obteniéndose un

aumento a las 24 horas (Figura 47).
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tap1

Imp2
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Figura 47. Induccion de la expresion de tap1 y Imp2 en situaciones de estrés. Se
cultivaron macrofagos de médula ésea con medio sin suero fetal bovino, recuperandose las
células a las horas indicadas. Se analiz6 la expresion de tap1 y Imp2 por Northern Blot utilizando
20 ng de ARN total por carril. La expresion del gen ribosomal 18S fue analizada como control de
carga y de ftransferencia. Estos resultados son representativos de dos experimentos
independientes.

4.2. Efectos del TGF-p y la dexametasona sobre la expresion de tap1 y

Imp2 inducida por IFN-y

El TGF-B es una citocina que regula el crecimiento y diferenciacion de varios tipos
celulares y tiene actividades inmunosupresoras y proinflamatorias. En la regulacion de la
respuesta inmunitaria, una de las funciones mejor conocidas del TGF-B es la de inhibir la
expresion de genes del MHC de clase Il en una gran variedad de tipos celulares. Estos

genes son inducidos por el IFN-y igual que tap1 y Imp2. Nuestros estudios se centraron en la
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implicacion de esta citocina en la regulacion de estos genes. Para ello, se cultivaron

macrofagos incubados en presencia de TGF-B y/o IFN-y.

Control

IFNy

TGFB
TGFB+ IFNy
Dex
Dex+IFNy

tap1

Imp2 - -
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Figura 48. Inhibiciéon de la expresion inducida por IFN-y de tap1 y Imp2 mediada por TGF-§ y
dexametasona. Se preincubaron los macréfagos de médula ésea de ratones Balb/c con TGF- 10
ng/ml o dexametasona 10° M durante media hora. Posteriormente se activaron con IFN-y 300 U/ml
durante 12 horas. Se realiz6 el analisis de la expresion de tap1 y Imp2 por Northern Blot utilizando 20
ng de ARN total por carril. Como control de carga y de transferencia se utilizé el gen ribosomal 18S.
Estos resultados son representativos de tres experimentos independientes.

Como podemos observar en la figura 48, el TGF-f no sélo no induce la expresién de
tap1 sino que ademas inhibe completamente la expresion basal de Imp2 que se observa en
todos los cultivos de macrofagos a tiempo 0. De forma similar, una incubacion con TGF-
durante media hora previa a la estimulacién con el IFN-y resulta en una inhibicién significativa
de la expresion de tap1 y de Imp2 en estas células, reduciéndose la expresién de estos

genes respecto al control de activacion.
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Figura 49. Inhibicion de la expresion inducida por IFN-y de tap1 y Imp2 mediada por TGF-§ y
dexametasona. Se preincub6 la linea celular de macrofagos RAW 264.7 con TGF-B 10 ng/ml o
dexametasona 10® M durante media hora. Posteriormente se activaron con IFN-y 300 U/ml durante 12
horas. Se realizé el analisis de la expresion de tap1 y Imp2 por Northern Blot utilizando 20 pg de ARN
total por carril. Como control de carga y de transferencia se utilizd el gen ribosomal 18S. Estos
resultados son representativos de tres experimentos independientes.
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La dexametasona es un glucocorticoide y como tal funciona como supresor del
sistema inmunitario (Agarwal y Marshall, 2001). Una de las dianas afectadas por los
glucocorticoides es la expresion de los genes del MHC de clase Il (Celada y col., 1993). Por
ello, valoramos la implicaciéon de la dexametasona en la expresion de tap1 y Imp2. Como
podemos observar en la figura 48, la dexametasona inhibe completamente la induccion de
tap1 y Imp2 por IFN-y en macréfagos de médula 6sea. En este experimento se incubo
durante media hora el cultivo celular de macréfagos con dexametasona 10° M y
posteriormente se activé con IFN-y durante 12 horas. Los analisis de la expresion de tap1 'y

Imp2 se realizaron por Northern Blot.

Para determinar si seguian el mismo patrén de expresion que los macréfagos de
médula ésea realizamos el mismo experimento en macréfagos de linea celular (RAW 264.7,
ya que muchas veces el comportamiento de las lineas celulares difiere mucho de las células
no transformadas. Como se observa en la figura 49, el TGF-p y la dexametasona actian en
la linea celular RAW 264.7 inhibiendo la expresion de tap1 y Imp2 inducida por IFN-y. Esta
inhibicién es menos notable que la observada en los macréfagos de médula ésea (Figura
48).

4.3. Efectos del factor de transcripcion PU.1 sobre la expresion de tap1

y Imp2 inducida por IFN-y

En la secuencia nucleotidica del promotor tap1-Imp2 observamos la presencia de
cajas de union al factor de transcripcion PU.1. El factor de transcripcion PU.1 pertenece a la
familia ets y es un factor de transcripcion especifico de macréfagos vy linfocitos B que en
algunos casos actua como activador mientras que en otros lo hace como represor (Valledor y
col., 1998) (Lloberas y col., 2000). Todas las proteinas de la familia ets exhiben una
secuencia en comun a la que se ha dado el nombre de dominio ets (Nye y col.,, 1992;
MacLeod y col., 1992). La secuencia fundamental reconocida por los miembros de la familia
ets la forman los nucleétidos 5° GGAA 3’. Para determinar la implicacion del factor PU.1 en la
regulacion de tap1 y Imp2, se transfectdé de forma estable una linea celular murina de
fibroblastos (L929) que carecen de la expresion de PU.1. Los fibroblastos transfectados con
el vector vacio son capaces de expresar tap1 y Imp2 inducidos por el IFN-y. Por el contrario,
los fibroblastos con el vector que codifica PU.1 muestran una gran represion de la expresion
de tap1 y Imp2 inducida por el IFN-y. Como control se observé que los fibroblastos
transfectados con PU.1, como cabia de esperar, expresaban el ARNm de PU.1, mientras que
los transfectados con el vector vacio no lo hacian. Como podemos observar en la figura 50,

PU.1 inhibe la expresion de tap1 y Imp2 inducida por IFN-y en la linea celular L929.
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Figura 50. (a) Inhibicion de la expresion inducida por IFN-y de tap1 y Imp2 mediada por el factor
de transcripcion PU.1. Se transfecté de forma estable la linea celular de fibroblastos L929 con un
vector que contiene el gen de PU.1 (véase material y métodos) o con un vector control. Posteriormente
se activaron con IFN-y 300 U/ml durante 12 y 24 horas. Se realiz6 el analisis de la expresion de tap1y
Imp2 por Northern Blot utilizando 20 ng de ARN total por carril. Como control de transfeccién se analizé
la expresion de PU.1 y como control de carga y de transferencia se utilizé el gen ribosomal 18S. (b)
Cuantificacion de la expresion relativa de los mensajeros de tap1 y Imp2 en la linea celular de
fibroblastos L929. Los valores de densidad optica de los ARNm obtenidos en cada tiempo en los
ensayos de Northern Blot, se relativizaron segun el valor del control de referencia (L32). Los resultados
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se expresan como porcentaje de este valor relativo.
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Las conclusiones que se derivan de los resultados obtenidos en el presente trabajo

son las siguientes:

1. Existen mecanismos diferentes para la induccion de tap1 y Imp2 segun el tipo de factor
inductor y el tipo celular. El IFN-y induce una activacion rapida y mantenida, e
independiente de la sintesis proteica. El LPS, por su parte, induce una activacién mas
tardia y muy breve en comparacion al anterior. Finalmente, el TNF-o induce una
activacion muy tardia de los genes tap1 y Imp2, similar a la que encontramos en
condiciones de estrés inducidas en cultivo. ElI LPS induce la expresion de tap1 y Imp2
en macrofagos pero no en fibroblastos. Asi, la expresion inducida de tap1 y Imp2

depende no sdlo del estimulo sino también del tipo celular que recibe la estimulacion.

2. El factor STAT1 desempefia un papel fundamental en las sefales de activaciéon de la
expresion de tap1 y Imp2 inducida por el IFN-y, el LPS y el TNF-a.. Sin embargo, la
expresion de tap1 y Imp2 inducida por el IFN-a/p es independiente de STAT1 en

macrdéfagos de ratén.

3. Las cajas reguladoras GAS e IRF-1 son esenciales en la induccion de la expresion de
tap1 y Imp2 mediada por el IFNy. En cambio, solo la caja GAS esta implicada en la
induccion de ambos genes por el LPS. Finalmente, las cajas IRF-1 y NFxB son

esenciales en el caso de la activacion mediada por el TNF-a.

4. Los estimulos inhibidores TGF-f y los glucocorticoides, inhiben la expresion de los

genes tap1 y Imp2 inducida por el IFN-y.
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