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PROLOGO

En esta tesis se recoge el trabajo experimental realizado sobre los

mecanismos implicados en la tolerancia central.

El objetivo inicial fue la puesta a punto de una nueva tecnologia para la
identificacion de genes de interés inmunolégico, basada en la presencia de
motivos AU y en el uso de una técnica que nos permitiese comprobar su expresion
diferencial en diferentes situaciones. El método, llamado AU-DD (AU-Differential
Display), dio como resultado la identificacion de un gen regulador de la

transcripcion, el gen ZNF304, con mayor expresion en tejidos linfoides.

El tema de la regulacion de la transcripciéon se habia vuelto importante
para la explicacion del papel del timo en la tolerancia, al producirse el co-
descubrimiento por parte de Hanahan y colaboradores y de nuestro laboratorio del
fendmeno de la expresion promiscua de genes correspondientes a antigenos

periféricos en el timo.

Aplicamos la experiencia metodoldogica adquirida en biologia molecular
para tratar de corroborar los datos de expresion ectopica de insulina en el timo y

la influencia sobre ella de los polimorfismos VNTR.

Al descubrirse la funcién del gen AIRE en el control de la expresion
promiscua de muchos autoantigenos en el timo, nos planteamos la cuestion sobre
qué nivel de control, el polimorfismo del gen de la insulina o el ejercido por el
factor de transcripcion AIRE, tenia mayor influencia en la expresion total y por
consiguiente en la tolerizacion de la insulina. Esta cuestion representd el tema del
ultimo trabajo presentado en esta tesis aunque debido a la normativa de la UAB

no puede considerarse como parte fundamental.



NOTA

Debido a la normativa de la UAB que establece que en las publicaciones
presentadas con fecha posterior al 17 de diciembre de 2003 ha de constar la
afiliacion a la UAB del doctorando, la siguiente publicacion debe considerarse

como parte no fundamental de la tesis:

Insulin alleles and autoimmune regulator (AIRE) gene expression both
influence insulin expression in the thymus.
Sabater L, Ferrer-Francesch X, Sospedra M, Caro P, Juan M, Pujol-
Borrell R.

J Autoimmun 2005;25(4) 312-18

y los siguientes articulos se presentan como anexos:

1. AU-Differential Display, Reproducibility of a differential mRNA display
targeted to AU motifs.
Dominguez O, Sabater L, Ashhab Y, Belloso E, Pujol-Borrell R.
Methods Mol Biol 2003; 226: 225-36

2. El timo: vieja glandula, nuevas ideas.
Ricardo Pujol Borrell, Lidia Sabater
Medicina Clinica 2003; 120(6) 216-8



La colaboracion de la doctoranda en otros trabajos sobre los mecanismos

de la tolerancia central ha dado como resultado las siguientes publicaciones:

1. Multiple sclerosis candidate autoantigens except myelin oligodendrocyte

glycoprotein are transcribed in human thymus.
Bruno R, Sabater L, Sospedra M, Ferrer-Francesch X, Escudero D,

Martinez-Caceres E, Pujol-Borrell R.
Eur J Immunol. 2002 Oct;32(10):2737-47.

2. Different patterns of nicotinic acetylcholine receptor subunit

transcription in human thymus.
Bruno R, Sabater L, Tolosa E, Sospedra M, Ferrer-Francesch X, Coll J,

Foz M, Melms A, Pujol-Borrell R.
J Neuroimmunol. 2004 Apr;149(1-2):147-59.

3. HLA-DRB5*0101 and -DRB1*1501 expression in the multiple sclerosis-

associated HLA-DR15 haplotype.
Prat E, Tomaru U, Sabater L, Park DM, Granger R, Kruse N, Ohayon
JM, Bettinotti MP, Martin R.

J Neuroimmunol. 2005 Oct;167(1-2):108-19.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AIRE........cco, Autoimmune Regulator, regulador autoinmune

APECED..........ccccoiiviiiiin, Autoimmune polyendocrinopathy candidiasis-
ectodermal dystrophy.

APSL....iiii Autoimmune Polyendocrine syndrome, typus 1

ARE.......o oo AU rich elements

AUFL.......cooi AU rich element RNA binding protein 1

CAMP ......cooiiiiii e Adenosinmonofosfato ciclico

CBP..iiii CREB-Binding Protein.

CTLAA ... Cytotoxic T Lymphocyte-Associated protein 4

EAE.....ccoiiiiiii Experimental Autoimmune Encephalomyelitis,

encefalomielitis autoinmune experimental

FOXP3....cooiiiii Forkhead box P3

GAD. ... Decarboxilasa del acido glutamico

GITR. .. Glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor
GM-CSF....ccooooviiiiiiiiiiiis Granulocyte-macrophage colony stimulating factor
HATS .o Histona acetiltransferasa
HEL.....ooooiiii Hen egg lysozyme protein

HIF alpha.........ccociiis Hypoxia inducible factor, alpha

hNRNP D......oooooiiiis Heterogeneous nuclear ribonuclear protein D

HP1 alpha, beta............... Heterochromatin protein alpha, beta
HSR.... Homogeneously staining region

I1A-2, ICA512.........c......... Insulinoma associated tyrosine phosphatase like

protein, islet cell antigen 512
IDDM2.......cooiiiiiiiiiecee Insulin dependent diabetes mellitus 2
IGRP....oo Islet-specific glucose-6-phosphatase catalytic subunit-
related protein.
IL2, IL7....ooiii, Interleucina 2, 7
IPEX . Immunodysregulation, polyendocrinopathy and

enteropathy, X

KAPL......oooiiiiiii KRAB associated protein 1

Kid-L...oiiiii e Kidney, ischemia and developmentally regulated
protein 1

KRAB.......o oo Kruppel associated box

LTR Receptor de la linfotoxina



MHC......oo Major Histocompatibility Complex, complejo mayor de

Histocompatibilidad

MTECS......coiiiii Medullary Thymic epithelial cells, células medulares
del timo

NOD......ccoiiiiiiiiieiiecee Nonobese diabetic mouse.

PACAP......cc oo Pituitary adenylate cyclise-activating polypeptide

PAE.....ccooi Peripheral antigen expressing cells, células que

expresan antigenos periféricos.

PHD. ...t Plant Homeodomain

PKA ..o Protein Kinase A

PML-NDS........ccoooviiiiines Promelocytic leucemia nuclear domains

PLP. i, Proteolipid protein, proteina proteolipidica

RAG. ... Recombination Activating gene

SETDB1............ooviviiin SET domain, bifurcated 1

TCR.ooii T cell Receptor, receptor de células T

TFHID....ooo Transcription initiation factor 11 D

TGFP oo Transforming Growth Factor beta

TNF alpha..........cccoooe. Tumor Necrosis Factor alpha

TSH.oi Thyroid stimulating hormone, hormona estimulante
tiroidea

TSHR....oo, Receptor de la hormona estimulante tiroidea

TSLP .o Thymic stromal lymphopoietin, linfopoyetina del
estroma timico.

TTP Tristetraprolin

VIP. o Vasoactive intestinal peptide

VPACL.....cooiiiiiii Vasoactive intestinal peptide receptor 1
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INTRODUCCION 1

1. CONCEPTOS GENERALES DE LA TOLERANCIA INMUNOLOGICA

1.1 Concepto de tolerancia y enfermedad autoinmune

El sistema inmunolégico es el conjunto de tejidos, células y moléculas
responsables de proteger al organismo contra bacterias, virus, parasitos e incluso
contra el cancer. Es capaz de elaborar respuestas para su eliminacion a la vez que
conservar memoria del encuentro. El sistema inmunoldgico debe ser capaz de
detectar y reaccionar contra multitud de agentes externos pero una caracteristica
fundamental del sistema inmunolégico es la de no reaccionar frente a los
componentes propios del individuo. Tolerancia inmunolégica se podria definir
como la ausencia de reaccion contra antigenos propios. El sistema inmunoldgico
se ayuda de una gran diversidad de receptores antigénicos tanto de células B
(anticuerpos), como de células T (TCR) para abarcar el amplio espectro de
antigenos contra los que debe actuar. La diversidad, sin embargo, ya que se
genera al azar por la recombinacion de segmentos génicos, implica que el
repertorio de especificidades de las poblaciones T y B incluyan un porcentaje de
clones con receptores contra componentes propios o clones autoreactivos. Las
enfermedades autoinmunes son la manifestacion clinica de la reactividad contra
moléculas propias.

El sistema inmunoldgico cuenta con diferentes mecanismos para ejercer

tolerancia y diferenciar los componentes propios de los ajenos.

1.2 Anatomia del timo y ontogenia de los linfocitos

El timo es el 6rgano linfoide primario donde los linfocitos T maduran a
partir de precursores que provienen de la médula 6sea. Es un 6rgano bilobulado,
encapsulado por tejido conectivo y esta ubicado en el mediastino anterior y
superior.

La zona de la subcapsula se encuentra colonizada por células pre-T
procedentes de la médula O6sea, linfoblastos de gran tamafio que proliferan
activamente.

La corteza es la parte externa donde encontramos gran densidad celular e
intensa actividad mitética. Se divide en lobulillos irregulares separados por septos

o tabiques de tejido conjuntivo que penetran hasta la unidén cortico-medular. Los
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INTRODUCCION 1

lobulillos se mantienen interconectados y presentan zonas de septos incompletos.
Una malla de células epiteliales alberga a los timocitos para su maduracion. La
mayor parte de los timocitos corticales estan en rapida division reordenando
activamente los genes del TCR aunque todavia no lo expresen en membrana. Asi
pues, a nivel celular encontramos en la corteza principalmente timocitos
inmaduros, células epiteliales corticales y algun macréfago aislado.

La médula es la zona de menor densidad celular que ocupa el espacio
central del drgano y es donde se encuentran los timocitos mas maduros. También
encontramos células epiteliales medulares (MTECs), dendriticas y macrofagos. Los
corpusculos de Hassall, caracteristicos de la médula, son estructuras epiteliales de
capas concéntricas ricas en citoqueratina. Se cree que son la fase final de
maduracion de las células epiteliales y recientemente se ha demostrado que en
los corplasculos de Hassal existe expresion de TSLP (Thymic stromal
lymphopoietin). Se postula que la linfopoyetina estromal timica podria inducir la
expresion de marcadores, como CD80 o CD86 en las células dendriticas CD11c
positivas que condicionarian la diferenciacion de los linfocitos T CD4 hacia células

reguladoras[1].

Esquema de la composicion celular del timo

Zona subcapsular

»ap s

Cortex

1%

Unlén cortico-medular

Figura 1: Esquema de la estructura del timo y composicién celular
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INTRODUCCION 1

El timo deriva del endodermo y de un pequefio elemento ectodérmico del
tercer arco faringeo. Durante la octava y la novena semana de vida fetal la zona
subcapsular timica es infiltrada por linfoblastos y otras células precursoras de la
médula 6sea. La migracion de las células precursoras no es al azar sino mediada
por factores quimotacticos producidos peridédicamente por el rudimento timico.

Los precursores inmaduros linfoides de los linfocitos T se generan en la
médula Osea a partir de células madre pluripotenciales (stem cells). Estos
progenitores migran hacia el timo penetrando por los vasos de la unién cortico-
medular. Precisamente, la irrigacion de la corteza se realiza a través de capilares
que nacen de arteriolas ubicadas en la zona corticomedular. Cada capilar esta
recubierto de una capa continua de tipo epitelio-reticular formando parte de la
barrera hemato-timica que restringe el acceso de antigenos sanguineos hacia el
lugar de diferenciacion de las células T.

El desarrollo de los timocitos estd marcado por el proceso de
reordenamiento de las cadenas génicas que daran lugar al receptor de células T
(TCR) y por su expresion en membrana y sobretodo por una evolucién en la
expresion de marcadores de superficie como CD3, CD4 o CDS8.

Cuando un precursor T entra en el timo carece de la mayoria de
marcadores de superficie que caracterizan a los linfocitos maduros ademas de no
tener reordenados los genes del TCR. El receptor de la IL-7 es esencial para la
formacion de células T en un estadio temprano de diferenciacion. Recientemente,
se ha descrito el papel del receptor de la IL7 que actia de forma sinérgica con el
factor de transcripcion Notchl en una poblacion precursora con potencial tanto
linfoide como mieloide. La via de sefializacion de Notch inhibe la diferenciacion de
la fraccion no-T (dendriticas, macréfagos y células NK) y a la vez promueve la
proliferacion de células con potencial T en respuesta a sefiales de la citocina
IL7.[2] Sin embargo, es necesaria la interaccion con el microambiente del
estroma timico para que estas células en fase de proliferacion puedan
diferenciarse hacia células T. Las células inmaduras de la corteza ademas de ser
células doble negativas (CD4-CD8-) también se caracterizan por la expresion de
CD44 y c-Kit.

Posteriormente expresan CD25 (cadena alpha del receptor de IL2) y
reducen la expresion de CD44 y c-kit. En este estadio de CD25+CD44low se
empieza a reordenar la cadena beta del TCR.

Los timocitos que completan con éxito el reordenamiento acoplan esta
cadena con una cadena pTalpha para formar un receptor pre-TCR que forma un

complejo con moléculas CD3, de lo contrario mueren por apoptosis. La célula
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INTRODUCCION 1

prolifera, los reordenamientos de la cadena beta se bloquean por el fendmeno de
exclusion alélica y aparecen los marcadores CD4 y CD8. En este estadio son
células doble positivas. Cuando dejan de proliferar reducen su tamafio y empiezan
a reordenar la cadena alpha hasta que expresan en membrana un TCR completo.
Sin embargo, esto no frena necesariamente los reordenamientos del locus alpha
[3]-

Los timocitos doble positivos CD4+CD8+ interaccionan con el estroma
timico que expresa moléculas MHC de clase | y Il presentando péptidos propios.
Los clones con alta afinidad para las moléculas MHC propias son delecionados al
igual que los clones que no son capaces de reconocer péptidos en el contexto
MHC. Los clones que son capaces de reconocer moléculas MHC de clase | pierden
la molécula CD4 y pasaran a ser células T CD8+ y del mismo modo los clones que
reconocen moléculas MHC de clase Il pasaran a ser células T CD4+.

So6lo una pequeria fraccion de los timocitos iniciales saldran a periferia,

alrededor del 5%, tras los procesos de seleccion.
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INTRODUCCION 1

1.3. Tolerancia Central
El mecanismo de tolerancia central se basa en la delecion en el timo de
clones autoreactivos por la interaccion con antigenos propios presentados por

moléculas MHC de las células presentadoras de antigeno.

1.3.1 Seleccién Positiva

La seleccion positiva se da en la etapa en que las células doble positivas
expresan un TCR funcional. Los clones T capaces de reconocer péptidos en el
contexto de las moléculas MHC propias reciben una sefial de supervivencia y son
seleccionadas positivamente. Estos péptidos son procesados y presentados por
diferentes células presentadoras de antigenos, tales como dendriticas timicas,
macrofagos, células B y células epiteliales. Tras este proceso se inhibe la
expresion de los genes RAG1l (Recombination Activating gene) y RAG2 y se

detiene el reordenamiento de la cadena alfa del TCR.

1.3.2 Seleccién Negativa

La seleccidon negativa es el proceso por el cual se eliminan los timocitos con
un TCR capaz de interaccionar con gran afinidad/avidez con antigenos propios.

En la médula timica encontramos dos tipos de células presentadoras de
antigeno importantes para la seleccion timica: células dendriticas y células
epiteliales medulares.

Se ha demostrado fehacientemente que en las células epiteliales medulares
se transcriben genes de forma ectdpica o promiscua que normalmente sdélo estan
expresados en tejidos periféricos y que este mecanismo fundamenta la tolerancia

central.
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1.3.3 Expresién ectdpica o promiscua en el timo

El descubrimiento de la expresion intratimica de antigenos especificos de
tejidos periféricos ha cambiado algunos de los paradigmas sobre los mecanismos
subyacentes a la tolerancia central hacia los antigenos. El fendmeno se ha
llamado expresion promiscua o ectdpica.

La expresion ectépica de moléculas tipicas de otros tejidos en el timo es
hoy dia un hecho ampliamente demostrado [4, 5] que contribuimos en parte a
formular en nuestro laboratorio en sus inicios [6, 7]. Anteriormente se creia que el
timo solo era responsable de promover tolerancia hacia antigenos ubicuos y
accesibles mediante el torrente sanguineo y que la tolerizacion de los antigenos
especificos de tejido o secuestrados inmunolégicamente se debia a mecanismos
periféricos posteriores a la seleccion timica [8, 9], mecanismos de anergia [10] o
de regulacion y/o polarizacion de la respuesta inmune.

Las primeras pistas de que el timo era capaz de expresar antigenos
especificos de tejido y que ello favorecia la tolerancia se obtuvieron de estudios
con transgenes bajo promotores especificos de tejido [11, 12], que curiosamente
se expresaban en el timo. Posteriormente se observd que el fendmeno era una

funcion normal de algunas células del timo [6]

1.3.3.1 PAE (Peripheral antigen expressing cells)

Tras la demostracion de la expresion de autoantigenos en el timo se inici6
la busqueda de las células PAE especializadas en dicha expresion. En una de las
primeras demostraciones de la existencia de estas células en el timo se les definia
como células raras de la médula timica que eran capaces de expresar genes
exclusivos de pancreas [13].

La busqueda de las células PAE no ha estado exenta de controversia.
Pugliese et al. [14, 15] proponian a las dendriticas y a los macrdfagos como
células PAE porque mediante inmunofluorescencia encontraban colocalizacion de
los marcadores que definen estas subpoblaciones celulares con la tinciéon para
GAD y para IA-2 y no observaban colocalizacion con células epiteliales
citoqueratina positivas. Este estudio coincide con resultados anteriores de Throsby
[16]. Aunque es una evidencia que las células corticales epiteliales y las
dendriticas tienen la capacidad de expresar y presentar antigenos periféricos, el

enriquecimiento de las diferentes fracciones timicas permitié definir las células
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epiteliales medulares como las células PAE mas probables [17]. La adquisicion de
nueva tecnologia para la separacion de una forma casi pura de los diferentes tipos
celulares que componen el timo capaces de presentar antigenos (dendriticas,
epiteliales medulares y epiteliales corticales) permite analizar por separado el
nivel de la expresién promiscua.

La expresion de autoantigenos en las células estromales timicas parece
seguir una gradacion en cuanto a abundancia y diversidad. Las células mas
maduras expresan cada vez mas variedad y abundancia de autoantigenos. El
gradiente va desde las células epiteliales corticales, epiteliales medulares
inmaduras, hasta las epiteliales medulares maduras. En los corpusculos de Hassall
de timo humano y ratoén también se ha detectado expresion promiscua. Estan
considerados el Ultimo estadio de diferenciacion de las epiteliales medulares [18,
19].

1.3.3.2 Genes expresados en el timo promiscuamente

Los genes que estan expresados en el timo de una forma ectopica
constituyen un grupo heterogéneo en cuanto a funcion y por supuesto no se limita
a los antigenos propensos a ser diana de la respuesta inmune como insulina, o
proteina basica de la mielina [4, 17, 20]. Se calcula que en el timo de ratdon
podrian estar expresados alrededor de 3000 genes de forma promiscua, segun
estudios con microarrays [21]. Curiosamente entre ellos, y también en humanos,
encontramos antigenos fetales expresados en edad adulta, antigenos ligados al
desarrollo, e incluso antigenos relacionados con el embarazo de una forma poco
restrictiva. En estos estudios las células epiteliales medulares son las células
estromales timicas con mayor nivel de expresion de autoantigenos, de hecho
algunos genes soélo estan expresados en las epiteliales medulares, incluso algunos
genes solo se expresan en un subtipo de mTECs con fenotipo maduro (MHC clase
Il high, CD80 high). Otros genes, sin embargo, se encuentran expresados por
igual en epiteliales medulares y en epiteliales corticales.

Dentro de la red europea Eurothymaide que se encarga de coordinar los
esfuerzos europeos sobre el estudio del timo y a la que pertenece nuestro
laboratorio, se ha elaborado una base de datos (www.edtsa.org) donde es posible

consultar los autoantigenos expresados en el timo y la bibliografia al respecto.

1.3.3.3 Polimorfismos

De acuerdo con la hipétesis que sostiene que la expresion promiscua de

antigenos juega un papel crucial en la tolerancia a antigenos periféricos, pequefias
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variaciones en el nivel de la expresion ectdpica de autoantigenos en el timo son
suficientes para condicionar el establecimiento de la tolerancia.

El locus IDDM2, que fue el segundo locus ligado a la predisposicion a la
diabetes tipo 1 identificado, consiste en un minisatélite situado en la region del
promotor de gen de la insulina. Es un locus polimérfico y los alelos consisten en
un nimero variable de repeticiones en tandem. Este polimorfismo esta claramente
asociado con la expresion promiscua del gen de la insulina en el timo. Se ha visto
que los alelos con mayor numero de repeticiones o de clase Il producen mayor
expresion de insulina, hasta 3 veces mas que los alelos de clase |. Esto provoca
una proteccion dominante de los alelos clase 11l contra la diabetes tipo 1 que
favoreceria la seleccion negativa de los clones autoreactivos por una mayor
abundancia de expresion ectépica de insulina en el timo.

La enfermedad de Graves es una enfermedad autoinmune del tiroides
caracterizada por la presencia de autoanticuerpos contra el receptor de la
hormona TSH (Thyroid stimulating hormone) lo que provoca una hiperfunciéon de
la glandula. Mediante estudios de mapeo genético de la susceptibilidad se ha
podido determinar que en el TSHR existe un locus de susceptibilidad aunque no se
haya podido acotar los polimorfismos asociados a la enfermedad [22]. Podria

representar otro ejemplo de cémo un polimorfismo afecta a la tolerancia.

1.3.3.4 Procesamiento diferencial de los transcritos de los

autoantigenos

Alteraciones o fallos en la fase de presentacion de autoantigenos a los
precursores timicos para su delecion por disminucién o ausencia de la molécula en
cuestion puede comprometer la tolerancia.

La proteina PLP (myelin proteolipid protein) es un componente de la vaina
de mielina de los oligodendrocitos y autoantigeno en la EAE (experimental
autoimmune encephalomyelitis), modelo murino de la esclerosis multiple. Su
expresion en el timo esta restringida a una variante generada mediante
procesamiento alternativo del transcrito. La forma DM20 es la predominante en el
timo pero carece de un exon (aminoacidos 116-150) que esta presente en la
isoforma expresada en el sistema nervioso central. Esto conlleva que la porciéon de
proteina no expresada en el timo no puede ser tolerizada y por lo tanto los clones
T que escapan a periferia pueden ser los responsables del inicio de la EAE [5, 23].
Dado que el mismo tipo de expresion diferencial se da en el timo humano y el

sistema nervioso, estos datos son extrapolables a la esclerosis multiple.
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El gen 1A-2 (Insulinoma associated tyrosine phosphatase-like protein)
también llamado ICA512 (islet cell antigen 512) constituye otro ejemplo de
procesamiento alternativo del transcrito en una molécula susceptible de ser
autoantigeno de una enfermedad autoinmune como la diabetes tipo 1. IA-2 es
una proteina transmembrana con dominio extracelular e intracelular que se
encuentra enriquecida en granulos de secrecion de los islotes pancreaticos y de
las células neuroendocrinas. En el timo y en el bazo s6lo se expresa la forma
alternativa, donde falta uno de los exones del transcrito mientras que en los
islotes podemos encontrar el transcrito entero [24]. Ademas, la region del
transcrito donde se realiza el procesamiento alternativo codifica para una zona de
la proteina donde se han descrito epitopos diana para la reactividad en la diabetes
tipo 1 [25].

El estudio publicado recientemente [26] sobre el gen de la proteina
especifica de células beta del pancreas, IGRP (islet-specific glucose-6-phosphatase
catalytic subunit-related protein), constituye otro ejemplo de como el mecanismo
del procesamiento alternativo de los mensajeros influye en la tolerancia central.
IGRP es un autoantigeno en el modelo murino NOD (Nonobese diabetic Mouse)
[27] [28] y es frecuente que humanos y ratones compartan dianas de la
respuesta inmune (como por ejemplo insulina, GAD, IA-2), y rasgos de
susceptibilidad genética. En humanos el gen se encuentra en el cromosoma 2,
cerca del locus de susceptibilidad IDDM7 [29]. El transcrito entero solo se expresa
en pancreas y no en timo o en bazo, donde se expresan formas alternativas, por

lo que algunos epitopos no pueden ser tolerizados en los tejidos linfoides.

1.3.3.5 Reqgulacién de la expresién promiscua

1.3.35.1 Gen AIRE

El control de la expresion promiscua de muchos antigenos en el timo esta
sujeto a un regulador transcripcional, el gen AIRE (autoimmune regulator) [17].

La expresion del gen AIRE esta restringida al epitelio timico donde alcanza
su méximo nivel, estando también expresado en células del linaje dendritico y en
el testiculo [30, 31]

Mutaciones en el gen AIRE estan relacionadas con el sindrome autoinmune
poliglandular, APS1 también llamado APECED (Autoimmune polyendocrinopathy
candidiasis-ectodermal dystrophy) [32, 33], un sindrome que se hereda con
caracter autosémico recesivo siguiendo un patron claramente mendeliano y

monogénico. Se han descrito hasta 50 mutaciones en el gen AIRE de todo tipo,
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inserciones, deleciones, cambios en la pauta de lectura y mutaciones en lugares
de splicing. La clinica de la enfermedad incluye numerosas enfermedades
autoinmunes especificas de o6rgano. En ratones, las mutaciones en el gen
ortélogo, Aire producen un sindrome paralelo al humano con infiltracion linfocitica
en multiples 6rganos. En el timo de estos ratones se pierde en gran parte la
expresion promiscua de antigenos periféricos.

El gen AIRE esta codificado en la posicion cromosOmica 21g22.3 y su

proteina de 545 aminoacidos tiene aproximadamente 58KDa.

e Motivos conservados de la proteina AIRE

El analisis de la secuencia del gen AIRE y su localizacion nuclear sugieren

que se trata de un factor de transcripcidon con una serie de motivos conservados:

a) PHD zinc fingers

AIRE contiene dos motivos zinc finger PHD (plant homeodomain), es decir,
del tipo C4HC3 que frecuentemente se encuentran en proteinas que regulan la
transcripcion modificando el estado de la cromatina [34]. Esta estructura terciaria
coordina la union de dos 4tomos de zinc. Ademas, el motivo PHD tiene homologia
con el dominio RING finger que se sabe que tiene capacidad E3 ligasa. Se ha
demostrado que el primer PHD de AIRE tiene actividad enzimatica E3 ubiquitin-
ligasa, que implica la adicion de moléculas de ubiquitina a otras proteinas como
marca para su degradacion [35]. Se han encontrado mutaciones en esta zona en
pacientes con APECED que bloquean la funcion enzimatica [36]. De esta manera,
el complejo multienzimatico del proteasoma, que colabora en los procesos de
degradacion de proteinas y la generacion de péptidos que se incorporan a las

moléculas HLA de clase I, estaria relacionado con autoinmunidad .

b) SAND

SAND es otro dominio conservado y recibe el nombre por las proteinas
que lo contienen (Spl00, AIRE, NucP41/75 y DEAF-1). Este dominio se ha
relacionado con unién a DNA [37] pero AIRE carece de los aminoacidos del

dominio necesarios para ello.
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c) HSR
HSR (Homogeneously staining region) es un dominio de unos 100
aminoéacidos en la region aminoterminal de AIRE con estructura de hélice alpha
[38] que comparte con otras proteinas con funcion de factor de transcripcion,
como Spl00. En Spl100, este dominio permitiria la dimerizacion de la proteina y
su localizacion en zonas PML-NDs [39] (promyelocytic leukemia nuclear domains)

que se han relacionado con control del crecimiento celular y con apoptosis [40]

e Proteinas gue interaccionan con AIRE

CBP (CREB-Binding Protein) es un cofactor transcripcional relacionado con
muchos factores de transcripcion como Jun, Fos, NF-KB y proteinas STAT [41].
CBP tiene actividad intrinseca histona acetiltransferasa [42, 43]. Se asocia con
HIF alpha (Hypoxia inducible factor) y se ha visto que relaciona la maquinaria
basal de transcripcién con otros factores de transcripcion mas especificos [44].
AIRE se une de forma directa a CBP [45] y podria potenciar su capacidad de
activacion transcripcional.

El receptor de la linfotoxina beta LTR se requiere para la formacion de los
organos linfoides secundarios durante la organogénesis [46]. Este receptor, que
se encuentra expresado en las células estromales del timo, y sus ligandos son
indispensables para formar un microambiente favorable para los timocitos en
formacion a la vez que son necesarios para mantener la homeostasis de los
linfocitos ya que la deficiencia en la via de sefalizacion del receptor de la
linfotoxina beta hace que las células epiteliales medulares se desorganicen. Los
linfocitos maduros quedarian retenidos y no saldrian a periferia [47].

La via de sefializacion de la linfotoxina alpha y el receptor de la linfotoxina
beta se han visto asociados con la expresion del gen Aire. El fenotipo del ratén
Aire deficiente es muy parecido al fenotipo del ratén deficiente en linfotoxina
alpha o en LTR beta. En ambos modelos existe infiltracion de linfocitos en érganos
periféricos. Los niveles de mRNA de Aire y de insulina en el timo de ratones
deficientes en el receptor de la linfotoxina beta se ven muy reducidos, aunque
este escenario revierte con la incorporaciéon de un anticuerpo agonista del
receptor de linfotoxina beta. Esto demuestra que AIRE esta controlado por este
receptor y por ende también lo esta la expresion promiscua de autoantigenos en
el timo.[48]
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e El nivel de expresiéon de AIRE influye en el nivel de expresién

promiscua o ectopica

El andlisis del raton deficiente en Aire ha demostrado que el gen AIRE
controla la expresion de muchos antigenos especificos de tejido en el timo,
aunque otros antigenos, como la Proteina C reactiva del higado, no se regulan por
esta via ya que se su expresion se sigue detectando en ratones Aire deficientes.
[49]

Pequerias variaciones en el nivel de expresion autoantigenos en el timo de
forma ectopica puede tener consecuencias en la tolerancia. Se han descrito
variaciones interindividuales en la expresion de varios antigenos como por
ejemplo la insulina que han sido atribuidas, en parte, a polimorfismos en regiones
reguladoras. En el modelo animal el gen AIRE parece actuar de una forma dosis
dependiente en inducciéon de la expresion promiscua de genes correspondientes a
antigenos periféricos en el timo y pequefias variaciones de expresion pueden
modificar la eficiencia del sistema de seleccidn timica. En un sistema experimental
transgénico en el que la proteina HEL esta bajo el control del promotor de insulina
de rata (RIP) el ratén AIRE -/- no produce ni insulina endégena ni HEL, mientras
en el ratén AIRE -/+ produce niveles intermedios, aproximadamente la mitad de

los presente en ratones con dos copias funcionales del gen AIRE. [50]

Hoy dia, el mecanismo por el que AIRE actia como regulador de la
expresion promiscua no se conoce totalmente. Se postula que AIRE recluta varios
componentes de la maquinaria transcripcional y los dirige mediante su unién a la
matriz nuclear hacia regiones gendmicas especificas donde estarian agrupados los

genes que regula.[51]
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1.4 TOLERANCIA PERIFERICA

La delecion de los clones autorreactivos en el timo aunque exhaustiva
también deja escapar a la periferia un porcentaje de clones capaces de reaccionar
contra moléculas propias. Se ha demostrado la existencia de clones capaces de
reconocer proteina basica de la mielina [52], pro-insulina [53] y GAD65 [54] en
individuos normales. Diferentes mecanismos periféricos permiten que estos clones
autorreactivos no desencadenen una reaccion especifica. Los conceptos basicos

son: ignorancia, anergia, delecion, inhibicion y supresion.

1.4.1 Ignorancia inmunolégica

La ignorancia inmunoldogica se basa en que los linfocitos “naive”
autorreactivos presentes en la periferia no encuentran las moléculas propias de
una forma adecuada, ya sea por la presencia de barreras anatomicas o por falta
de un ambiente propicio. Células neuronales o musculares no expresan moléculas
MHC de clase Il, rasgo esencial para el reconocimiento de antigenos por parte de
los linfocitos T CD4+, ni tampoco normalmente moléculas de adhesion que
faciliten el contacto con los linfocitos. Por lo tanto, aunque existen clones
autorreactivos contra antigenos en periferia, la diana no se encuentra accesible

inmunolégicamente.

1.4.2 Anergia

El estado de anergia de los linfocitos autorreactivos circulantes hace
referencia a la no proliferacién a pesar de producirse el encuentro con el antigeno
para el que son especificos. Se produce por la induccién incompleta del linfocito
ya que para que se de una respuesta inmunolégica es necesario ademas del
reconocimiento antigeno-anticuerpo una segunda sefial de coestimulacion
proporcionada por las células presentadoras de antigeno, normalmente

macroéfagos y células dendriticas

1.4.3 Inhibicién clonal

El inicio de la proliferacion implica también activar los mecanismos de
regulacion que llevaran a la supresion de la respuesta. La molécula CTLA-4 forma

parte de un mecanismo de inhibicidon necesario para este control.
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1.4.4 Células T requladoras

El sistema inmunolégico ha generado mecanismos para la supresion activa
de las células T autoreactivas que escapan al control de la deleciéon clonal en el
timo y salen a la periferia.

Las células T reguladoras o también llamadas T supresoras actdan
suprimiendo la activacion del sistema inmune. Son capaces de inhibir la respuesta
autoinmune por lo que funcionan como mecanismo complementario de la
tolerancia central. Las células reguladoras no proliferan por interaccion de su TCR
con un agonista pero son capaces de expandirse rapidamente en un ambiente
linfopénico por lo que regulan en cierto modo la homeostasis del compartimento
T.

La caracterizacion de las células reguladoras a nivel de marcadores de
superficie especificos ha sido histéricamente controvertida. El primer marcador de
superficie que fue propuesto para definir esta poblacion de linfocitos supresores
fue CD25 (la cadena alpha del receptor de IL2) aunque también esta expresado
en células T activadas, por lo que necesariamente se debe completar el fenotipo
regulador con otras moléculas. Otros marcadores propuestos fueron: CTLA-4
(Citotoxic T-lymphocyte-associated protein 4)[55, 56] y GITR (Glucocorticoid-
induced tumor necrosis factor receptor) o la liberacién de citocinas como IL10 o
TGF-beta, pero todas estas caracteristicas también son compartidas por linfocitos
activados.

El factor de transcripcion FOXP3 es el rasgo que mejor define a las células
con capacidad reguladora, tanto CD25+ como negativas. [57-59]

Las células CD4+CD25+ representan una fraccion de un 5-10% del total de
células CD4+[60] y su delecidon provoca enfermedades autoinmunes espontaneas
[61].

Hoy dia se distinguen las siguientes clases fenoétipicamente diferentes de
células T reguladoras [62, 63]:

1. Reguladoras naturales (nTregs) producidas en el timo con fenotipo
FOXP3+CD4+CD25+. Su mecanismo supresor se basa en el
contacto celular directo dependiente de la interaccion con CTLA4

2. Células reguladoras inducidas periféricamente mediante dendriticas
tolerogénicas. La accidon supresora se debe a la expresion de IL-10 y
TGFB.

3. Células reguladoras con alta expresion de TGFB, T helper 3 que

también son inducidas periféricamente.
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1.4.4.1 Gen FOXP3

El gen FOXP3 es un regulador transcripcional que posee dos motivos
conservados: zinc finger y forkhead/winged helix.

Mutaciones en el gen FOXP3 lleva en humanos a desarrollar un sindrome
autoinmune multisistémico llamado IPEX (immune dysregulation,
polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome) ligado al cromosoma X,
caracterizado por poliendocrinopatia, enteropatia y alteraciones
inmunoldgicas.[64, 65]. El gen ortélogo murino Foxp3 produce un sindrome
llamado scurfy que fenotipicamente copia el IPEX humano[66]. Ratones
deficientes en Foxp3 no son capaces de generar células reguladoras CD4+CD25+
y sucumben frente al sindrome inflamatorio. La expresidon ectdpica de Foxp3
confiere funcién supresora en células CD4+CD25- [57]. De igual manera, la
autoinmunidad de un ratén deficiente en Foxp3 puede evitarse por administracion
de células supresoras CD4+CD25+[59]

1.4.5 Regulacion periférica del sistema inmune mediante neuropéptidos

anti-inflamatorios. Células dendriticas tolerogénicas.

Los primeros neuropéptidos que se han relacionado con la regulaciéon del
sistema inmune han sido VIP (Vasoactive Intestinal Peptide) y PACAP (Pituitary
Adenylate cyclase-activating polypeptide), potentes agentes inmunosupresores
que afectan tanto a la inmunidad innata como a la adaptativa [67-69].

En cuanto a la accion de VIP en la inmunidad adaptativa podemos destacar
su capacidad anti-inflamatoria, actuando sobre macréfagos e inhibiendo la
fagocitosis, la produccion de radicales libres y la migracion [70, 71]. Ademas, es
capaz de inhibir la produccidon de citocinas inflamatorias y quimiocinas, asi como
promover la produccion de IL-10 (citocina anti-inflamatoria). VIP es capaz de
variar el balance de citocinas Th1/Th2 a favor de la inmunidad tipo Th2.

La accion de VIP sobre la respuesta adaptativa se basa en favorecer la
diferenciacion de células dendriticas tolerogénicas cargadas con péptidos propios
que activan o inducen la accién de células T reguladoras como mecanismo de
tolerancia periférica.

La administracion de VIP retrasa el debut, baja la frecuencia y la severidad
en modelos experimentales de autoinmunidad [72-74].

La induccion de las dendriticas tolerogénicas esta mediada a través del
receptor VPAC1 y la via de sefializacion de cAMP/PKA. [75]
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I11. INTRODUCCION

2. CONCEPTOS GENERALES DE REGULACION DE LA
TRANSCRIPCION

2.1 Control Transcripcional

En eucariotas, el DNA gendmico esta empaquetado en cromatina, que
condensa el DNA y hace posible que el ntcleo de la célula contenga gran cantidad
de material genético. El consorcio publico para la secuenciacion del genoma
humano [76] y el sector privado, Celera Genomics [77] presentaron el primer
borrador del genoma humano en febrero del afio 2001, sin embargo, no estaba
exento de errores y faltaba por confirmar aproximadamente el 10% de la
secuencia de la eucromatina, zona del genoma donde se localizan la mayoria de
los genes y casi el 30% de las zonas heterocromatinicas. Actualmente se calcula
que el numero de genes que codifican para proteinas es de unos 20.000-25.000
[78], aunque todavia queda determinar un listado final de genes.

El genoma humano y el de organismos inferiores no difieren
significativamente en cuanto al nimero de genes. Los fendbmenos de presion
evolutiva han llevado al genoma humano a aumentar la complejidad adoptando
como estrategia la duplicacion de porciones de DNA ya existentes y la elaboracion
de mecanismos de regulacion mas sofisticados de expresion génica en vez de
incrementar el niumero de genes.

Las diferencias fenotipicas y la miriada de funciones diferentes que
desempefian las células eucariotas se deben a los genes que se transcriben
diferencialmente en cada una de ellas y por consiguiente, las acciones y las
propiedades de cada tipo celular se deben a las proteinas que contienen. La
regulacion de la expresion génica determina la concentracion de los diferentes
mRNAs, modulando la tasa y la periodicidad de la transcripcion.

Podemos distinguir varios puntos de control sobre la regulacion de la

expresion génica:

2.1.1 Inicio de la transcripcién

En eucariotas, la RNA polimerasa Il es la encargada de transcribir todos los
genes que codifican para proteinas. El proceso de transcripcion requiere la
formacion de un complejo de factores de transcripcion, que junto con la RNA

polimerasa se une a las regiones promotoras de los genes a transcribir, por
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ejemplo, TFIID que se une a la TATA box mediante el dominio TBP (TATA-Binding

Protein). Constituyen los factores de transcripcion de la maquinaria general o
basal.

Por otro lado, el inicio de la transcripcion se modula mediante proteinas
reguladoras que activan o reprimen la sintesis de los genes uniéndose a su region
promotora, o a los denominados enhancers (zonas reguladoras del genoma que
pueden modular la transcripciéon de genes que no se encuentran necesariamente
proximos).

Los factores de transcripcion son proteinas estructuradas en dominios
diferenciados, por un lado poseen dominios de unién al DNA y por el otro,
dominios con capacidad reguladora de activacion o de represion. Su concentracion
y su actividad controlan la expresion de la mayoria de los genes que codifican
para proteinas mediante la unién al DNA y actuando sobre la maquinaria general
de transcripcion. Son elementos que ejercen su funcién en trans-.

Por otro lado, los factores de transcripcion pueden modificar el estado de la

cromatina como mecanismo de control de la expresion.

2.1.2 Control transcripcional, modificacién del estado de la cromatina

2.1.2.1 Estructura de la cromatina

La cromatina es el conjunto de ADN y proteinas histonicas del ndcleo de las
células eucariotas. La regulacion del inicio de transcripcion se puede ejercer
modificando el estado de condensacion de la cromatina entre eucromatina y
heterocromatina. La heterocromatina representa una region densa, hipoacetilada
e inaccesible para los factores de transcripcion y por lo tanto los genes que
contiene estarian silenciados. Por el contrario la eucromatina seria un estado mas
laxo de unidén del DNA a las histonas que permitiria el acceso de la maquinaria
transcripcional.

La unidad estructural de la cromatina es el nucleosoma que se forma con
dos subunidades de cada clase de histonas (H2A, H2B, H3 Y H4), o sea,
estructura de octameros empaquetada por aproximadamente 150 pb de DNA. Los
nucleosomas estan unidos entre si por tramos cortos de DNA y por las histonas de
union tipo H1 que a su vez se empaquetan en unidades superiores. La estructura
de la cromatina es altamente dinamica, con lo que puede pasar de su forma activa
a la inactiva para silenciar o permitir la transcripcion de los genes de una zona

concreta.

2.1.2.2 Regulacion de la transcripcion
Las regiones N-terminal del nicleo de las histonas se ven modificadas

frecuentemente por acetilacion/metilacion o fosforilacion. La acetilacion de las
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histonas mediante enzimas llamadas histona acetiltransferasas (HATS) requiere la

transferencia de un grupo acetilo del acetil-coenzima A al grupo amino del residuo
lisina. Este proceso implica la modificacion y reduccion de la carga neta del ndcleo
de las histonas que conlleva un descenso de la afinidad por el DNA, el nucleosoma
se desenrolla y esto permite el acceso a los factores de transcripcion. Por el
contrario la substraccion de este grupo acetilo por parte de las histonas
deacetilasas (HDACs) provoca la compactacion de la cromatina haciendo

inaccesible la zona para los factores que activarian la transcripcion.

2.1.2.3 Proteinas dedos de zinc

Las proteinas dedos de zinc son la familia con mayor representacion en el
genoma eucariota, alrededor del 1% [79]. El motivo dedo de zinc es la unidad
estructural de estas proteinas y tiene la capacidad de reconocer secuencias
especificas y unirse al DNA [80], por ello las proteinas que lo contienen
frecuentemente actian como factores de transcripcion. El motivo dedo de zinc se
caracteriza por la presencia de 28 aminoacidos conservados. Existen diferentes
tipos de proteinas dedos de zinc atendiendo a la estructura y composicion de
aminoacidos, el mas comun es el representado por dos residuos de cisteina y dos
de histidina (C2-H2), que coordinan la unién de un atomo de zinc y forman una
estructura terciaria de dos laminas beta antiparalelas y una hélice alpha. Este
subgrupo de proteinas recibe el nombre de kruppel por su homologia con el
motivo encontrado en Drosophila. La primera proteina descrita con dedos de zinc
de este tipo fue TFIIIA en Xenopus laevis que regula la expresion de los genes
ribosomales 5S [80].

Las proteinas dedos de zinc suelen tener varias copias de este motivo,
consecutivas y codificadas en el mismo exon, ubicadas en la regidon carboxilo
terminal. La frecuencia de unidades estructurales repetidas del motivo zinc finger
en un mismo gen se incrementa en organismos superiores, de esta manera,
existen genes zinc finger con hasta 37 zinc fingers concatenados en humanos.

Las funciones que desempefian las proteinas dedos de zinc son diversas.
La primera funcidn que se les atribuy6 fue la de factores de transcripcion debido a
su capacidad de unirse al DNA. Posteriormente, por estudios cristalograficos de

proteinas se descubrié que también eran capaces de interactuar con RNA [81].
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Figura 2: Estructura terciaria de un motivo dedo de zinc.

Existen aproximadamente 700 proteinas de este tipo C2-H2 en el genoma.

e Represién transcripcional y la caja KRAB

La caja KRAB (Kruppel associated box) es un dominio proteico conservado
que se encuentra en el extremo amino-terminal de aproximadamente un tercio de
las proteinas con dedos de zinc. Las proteinas con el dominio KRAB fueron
inicialmente descritas en el afio 1991 por Bellefroid et al [82]. La caja KRAB es
un moédulo de represion transcripcional especifico de vertebrados de unos 75
aminoacidos organizada en dos exones diferentes, caja A y B separados por un
intron de tamafo variable. La caja A es suficiente y necesaria para mediar la
represion [83] , por lo que frecuentemente el subdominio B no esta presente. Al
encontrarse en otro exon puede ser delecionado mediante procesamiento

alternativo del mensajero. La estructura terciaria del dominio KRAB la conforman

dos hélices anfipéticas.

Figura 3: Esquema de la estructura de una proteina dedos de zinc con caja KRAB.

Muchos genes que codifican para proteinas con cajas KRAB se encuentran
organizados en “clusters” o grupos dentro de los cromosomas. El cluster mas
conocido y que engloba el 51% de los genes con cajas KRAB esta en el

cromosoma 19, en la region 19q13. [84] Otros clusters estan localizados en las
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zonas centroméricas y teloméricas de otros cromosomas. La agrupacion de estos

genes en los cromosomas parece indicar un efecto de duplicacion posiblemente

por presion evolutiva [85].

e Mecanismo de represién de la caja KRAB

Las proteinas con caja KRAB para desemperiar su funciéon de represion se
asocia con co-represores. La proteina KAP1 (KRAB associated protein 1), tambien
llamada TIFlbeta (transcriptional intermediary factor 1) o KRIP1 (KRAB
interacting protein) es el corepresor mejor estudiado que interactia con la caja
KRAB. Fue identificada por tres grupos diferentes [86-88]. Se une al dominio
KRAB como oligdbmero y recluta otros integrantes del complejo represor como
Heterocromatina protein 1 (HPlalpha, HPlbeta), histona deacetilasas y setdbl
una nueva proteina con motivo SET que metila la lisina 9 de la histona H3. Las
proteinas HP1 tienen la capacidad de unirse a esta lisina metilada para condensar

la cromatina [89-91].

{E[O/ nucleosoma

KAP1

HP1

Setdbl

HDAC

Zinc Finger
DNA

Motivo KRAB

Figura 4: Modelo del complejo formado por una proteina con caja KRAB para

mediar la represion

La funcién principal de la caja KRAB es la de represion transcripcional de la
RNA polimerasa I, 11 y 11l [92, 93]. Otras funciones propuestas son, por ejemplo,
la que desempefia Kid-1 que se une al heteroduplex de DNA en el nucleolo y lo

desintegra. Esto provoca una disminucion de sintesis de RNA ribosémico y de RNA
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polimerasa I, ya que son funciones que se llevan a cabo en este compartimento

celular. También se ha visto que el dominio KRAB de Kidl puede unirse y
posiblemente actuar via RNA polimerasa | [94].

Znf74 es una proteina nuclear que se puede unir a RNA y que interactia
con la forma hiperfosforilada de RNA polimerasa Il en presencia de factores de
splicing, uniendo de esta manera la regulacién transcripcional y la post-
transcripcional. Este factor de transcripcion se ha relacionado con el Sindrome de
DiGeorge, sindrome caracterizado por hipoplasia de timo y paratiroides. Znf74 se
encuentra delecionado de forma hemicigota en la mayoria de los casos sugiriendo
que el nivel de expresion de este gen podria influir en las anomalias del sindrome
[95].

ZNF91 es una importante y numerosa subfamilia dentro del grupo de KRAB
zinc fingers. Se encuentra situada en la regiéon cromosdmica 19pl12-p13.1, donde
se localiza un importante cluster de proteinas zinc finger. Sus integrantes aunque

ubicuos estan mas expresados en células T[96] .
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I111. INTRODUCCION

3. REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL, CONCEPTOS
GENERALES

3.1 Mecanismos de control post-transcripcional

La mayoria de genes regulan su expresion al inicio de la transcripcion,
aunque en eucariotas los transcritos primarios no son funcionales y deben ser
trasladados y procesados en el citoplasma.

Un punto importante de control de la sintesis de proteinas se realiza a nivel
post-transcripcional. Se han identificado gran cantidad de elementos en las
secuencias no traducidas del RNA mensajero que ejercen una regulacion post-
transcripcional en la expresion génica, actuando a nivel de la estabilidad del
transcrito, modificando su localizacion subcelular o variando la eficiencia de la
traduccion [97].

Por lo general, en los transcritos eucariotas encontramos la sefal de
poliadenilacion a 10-35 nucleétidos antes de la cola de adeninas.

La vida media de los transcritos (turnover o recambio) representa un
aspecto clave para el control de la expresion génica, puede oscilar entre unos
pocos minutos y unos dias. Los mRNA de vida media mas corta pertenecen a
genes fuertemente regulados y que frecuentemente codifican para proteinas que
son necesarias Unicamente de forma puntual.

Motivos especificos estructurales que actlan en cis- sobre le RNA pueden
ser una marca de inestabilidad de los mMRNA bajo determinadas condiciones. Una
de las clases mas importantes de estos elementos en cis- son las zonas ricas en
adeninas-uracilos, los llamados motivos AU o regiones ARE (AU-Rich Elements).

Shaw y Kamen observaron que las regiones ARE de la zona 3’ no traducida
del mRNA del gen GM-CSF introducidas en el gen de la beta-globina promovia su
degradacion, reduciendo su vida media de mas de 10 horas a tan s6lo unos 30
minutos.

Las regiones AREs controlan la degradacion del mRNA del gen que las
contiene mediante interacciones con proteinas que se unen especificamente a

estas zonas.
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3.1.1 Motivos AU, inestabilidad del transcrito

Los motivos AU actian sobre la estabilidad y por consiguiente ejercen su
regulacion a nivel post-transcripcional. Estan localizados en las regiones 3’ no
traducidas de los RNA mensajeros en genes de vida media corta como citocinas,
factores de transcripcion y protooncogenes [98]. Se caracterizan por mediar la
deadenilacion y la degradacion del transcrito. Tipicamente estas regiones
contienen pentameros de adeninas-uracilos, con el pentamero consenso AUUUA
repetido dentro de una region rica en uracilos.

La traduccion aberrante de algunos genes controlados por este mecanismo
se ha visto implicada en procesos inflamatorios, cancer y autoinmunidad.
Mutaciones que estabilizan c-fos o c-myc pueden llevar a una transformacion
oncogénica .

Se calcula que alrededor de un 8% de genes contienen motivos AU en su

zona 3’ no traducida [99]

Clases de motivos AU

Se han definido tres clases de motivos AU en funcién de su secuencia y de
sus propiedades funcionales.

. Clase |

Contienen copias dispersas del motivo AUUUA embebidos en regiones ricas
en uracilos. Factores de transcripcion y proto-oncogenes (c-myc, c-fos)

. Clase 11

Contienen el motivo basico AUUUA en tandem n veces. Tipico de citocinas
IL2, IL3, TNF alpha, GM-CSF (granulocyte-macrophage-colony stimulating factor)

. Clase 111

No poseen el motivo consenso pero contienen regiones ricas en uracilo

como es el caso de c-jun

Proteinas que se unen a los motivos AU (AUBPs, AU binding proteins)

El mecanismo que produce inestabilidad a los transcritos que poseen
motivos AU en su cola 3'no traducida incluye la participacion de proteinas capaces
de unirse al mMRNA y producir la deadenilacién de la cola polyA y la posterior
degradacion.

AUF1/hnRNP D, tristetraprolin TTP, BRF1, KSRP, TIA-1 y TIAR son
ejemplos de proteinas con capacidad de unirse al RNA y producir su

desestabilizacion.
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El mecanismo concreto que usan para mediar la degradacion esta siendo

estudiado actualmente. Algunas de estas proteinas reclutan el exosoma, un

complejo multicatalitico con capacidad exo-ribonucleolitica 3'-5’ [100, 101]

AUF1/hnRNPD

AUF1 también llamada hnRNPD (heterogeneous nuclear ribonuclear protein
D) es una proteina con capacidad desestabilizadora que se une directamente a los
motivos AU pero que no posee capacidad ribonucleolitica propiamente.

Se ha asociado la interaccion de AUF1 con la desestabilizacion de
numerosos genes: TNF alpha, IL-1b, GM-CSF, c-fos, c-jun, c-myc, EGR-1,p21,
MnSOD, catalasa, varias ciclinas, GROa/CXCL1,cdc25, Bcl-2 y otros genes [102-
104]

La degradacion de los transcritos con AREs es también dependiente del
proteasoma y de ubiquitinacion. AUF1 forma un complejo con proteinas de stress
como: heat shock proteins hsc70-hsp70, el factor de inicio de la traduccién elFG -
4 y la proteina de union a la cola polyA (PABP). Cuando AUF1 se desplaza de este
complejo es accesible a la ubiquitinacion. La degradacion de AUF1 por parte del
proteasoma comporta el bloqueo de la rapida desestabilizacion de los transcritos
con motivos AU. [105]

HuR/HUA

Las proteinas HuR también llamadas HuA son proteinas ubicuas de la
familia ELAV (embrionic letal abnormal vision) [106]. Otras proteinas de la misma
familia son especificas de neurona (HuB, HuC, HuD) [107].

Son proteinas que se unen al RNAmM y ejercen un efecto estabilizador
postranscripcional sobre: ciclinas A y B1, c-fos, B-catenina, COX-2, miogenina,
MyoD, GM-CSF, VEGF (vascular endotelial growth factor), TNF alpha, c-Myc,
interleucinas, Hsp70, p21, p27, y p53 [108].

TTP

Tristetraprolin, también llamada Nup475, TIS11 o G0S24 es una proteina
dedos de zinc con el inusual motivo CCCH. Tiene capacidad de unién al RNA, en
concreto a los motivos AU, y promueve su deadenilacion y degradacion. Se ha
demostrado su accién sobre GM-CSF y sobre TNF alpha. Ambos transcritos
poseen motivos AU de clase Il1. [109, 110]

La via de sefializacion de las MAPK puede modular la accidon de la proteina
TTP ya que posee una serina fosforilable por parte de p38MAPK. Los mismos

estimulos que provocan el incremento de su transcripcion a su vez favorecen la
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fosforilacion en las serinas y la translocacion de ndcleo a citoplasma. Estudios

recientes han demostrado que la expresion de TTP estaria regulada por STAT1, un
factor de transcripcion controlado por interferon gamma. En macréfagos la
estimulacion con LPS implicaria la expresion de TTP inducida por interferon
gamma con el fin de controlar y limitar la expresidbn de varios genes
proinflamatorios CCL2, CCL3, IL6, TNFalpha mediante su desestabilizacion. [111]

Modelos animales deficientes en proteina TTP desarrollan un complejo
sindrome que incluye artritis inflamatoria, dermatitis, caquexia, autoinmunidad e
hiperplasia mieloide y que puede ser practicamente subsanado con anticuerpos
anti-TNFa

TIA-1
TIA-1 (T-cell-restricted intracellular antigen 1) y TIAR (TIA-1- related)
interaccionan con RNA mensajeros en regiones ricas en uracilo, en concreto

regiones ARE de TNFalpha y COX-2

3.1.2 Otros mecanismos de control

Micro RNAs

Los microRNAs (miRNAs) son RNA de corta longitud y de cadena sencilla
que se unen a los mMRNA reprimiendo su traduccién. Se descubrieron en el
transcurso del andlisis de las mutaciones de los genes lin-4 y let-7 en C.Elegans
que causan defectos en el desarrollo larvario [112, 113]. Se demostré que estos
genes no codifican para proteinas sino que su transcripcion produce RNAs de
cadena muy corta (21-22 nucleétidos) que se unen especificamente a la region 3’
no traducida de ciertos genes diana para reprimir su traduccion [114]. Estan
evolutivamente conservados y representan una de las clases de genes
reguladores méas abundante del genoma, entre 0.5-1% [115]. La mayoria de los
miRNA en genomas animales solo poseen cierto grado de complementaridad
[116] vy es posible que se necesite la union de varios miRNAs en una misma
region no traducida para producir represion [117]. Los miRNA primarios son
procesados por una Ribonucleasa Il (Drosha) en el ntcleo que produce un bucle
0 “hairpin” de unos 70 nucledtidos [118]. Estas estructuras (pre-miRNAs) son
exportadas al citoplasma donde la proteina Dicer con capacidad ribonucleasa es
capaz de cortar el hairpin y una de las dos cadenas de la estructura intermediaria

se incorpora al complejo RISC (RNA-induced-silencing complex)
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Se ha demostrado en células S2 de Drosophila que proteinas implicadas en

el procesamiento de los microRNAs, Argonauta 1, argonauta 2 y DICER estan
asociadas con el mecanismo de regulacion de inestabilidad del transcrito de TNFa
. En el caso de DICER1 se ha demostrado tambien en células HelLa.[119] miR16
es un microRNA que posee una secuencia complementaria a los motivos AU y que
es capaz de interactuar con los motivos AU de COX2 y TNFa en un sistema de

RNA reportero modulando la estabilidad del transcrito.

La hipoétesis mas plausible que se debate en la actualidad implica la accion
orquestada de todos los mecanismos apuntados anteriormente.

TTP se puede unir a motivos AU mediante su zinc finger caracteristico
[120] pero también se ha visto asociada a al complejo eiF2C/Ago, que a su vez
interactiia con miR16. Cuando este complejo encuentra un Mrna con motivos AU
en virtud de la complementaridad de secuencia con miR16 se unirian y
transitoriamente podria interactuar con RISCs (RNA induced silencing complex)

Las proteinas de unidén a los motivos AU, los miRNAs y el exosoma podrian

cooperar para favorecer la degradacion de los transcritos diana.

@F@

miR16

RISC

/\/ AUUUA ——— mRNA target

ARE motif

"

RISC

miR16

MRNA target

Figura 5: Modelo de degradacion de los transcritos con motivos AU
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1V. INTRODUCCION

4. Diabetes Mellitus insulinodependiente, Diabetes Tipo |

4.1 Definicion

La diabetes tipo 1 es una enfermedad autoinmune 6érgano-especifica que
se caracteriza por la destruccion progresiva de las células beta del pancreas
productoras de insulina hasta que la homeostasis de la glucosa queda

comprometida.

4.2 Genética de la enfermedad

Aunque la etiologia de la diabetes tipo 1 es desconocida se sabe que es
una enfermedad con clara predisposicion genética. Se han encontrado hasta 18
regiones cromosoOmicas asociadas con la enfermedad y se ha adoptado la
nomenclatura de IDDM1-1DDM18.

o IDDM1

La regidon cromosémica mejor estudiada con relacion a la susceptibilidad
respecto las enfermedades autoinmunes corresponde a la zona de los alelos HLA,
locus designado como IDDM1 en el caso de la diabetes tipo 1.

Las moléculas HLA participan en los procesos de reconocimiento
antigénico, procesamiento y presentacion que dan lugar a la activacion y al
desencadenamiento de una respuesta inmune.

Se ha descrito la region MHC de clase Il como la que contribuye mas a la
susceptibilidad a la diabetes tipo I, en especial los genes DR y DQ. Se sabe que

individuos con el haplotipo DR3/DR4 son susceptibles a desarrollar la enfermedad.

. IDDM2

El locus IDDM2 contiene un polimorfismo de repeticiones en tandem de
numero variable (VNTR) donde se calcula que reside el 10% del riesgo genético
de la enfermedad [121].

La secuencia consenso repetitiva es de unos 14-15 nucledtidos y puede
contener ligeras variaciones [122].Se han establecido tres clases arbitrarias de

alelos VNTR en funcion del nUmero de repeticiones [123]:
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Clase |: 26-63 repeticiones. Es el alelo méas abundante en poblacion

caucasiana.

Clase Il nUmero intermedio de repeticiones. Muy poco representada.

Clase 111 141-209 repeticiones.

Se sabe que los alelos de clase | estan asociados con riesgo a sufrir la
enfermedad, a pesar de ser los mas frecuentes en la poblacion y los de clase 11l
asociados con una proteccion dominante. Poseer una sola copia del alelo con mas
repeticiones implica una reduccién del riesgo de 3-5 veces de sufrir la enfermedad
comparado con un haplotipo homaocigoto clase I/1 [124, 125]

Estudios concluyentes afirman que los alelos de clase Ill implican una
mayor expresion de insulina en el timo y menor en el pancreas [126, 127].

El locus IDDM2 afecta el nivel de transcripcion de insulina en el timo y por
lo tanto modularia la tolerancia central induciendo selecciéon negativa y la delecién
clonal del clon autoreactivo en funcién de su abundancia de una manera dosis
dependiente. Este hecho se confirmé con un modelo murino de niveles de
insulina controlados y graduados [128] con relacion al niUmero de copias del gen
de la insulina. Los ratones con menor expresion de insulina en el timo
presentaban en periferia linfocitos reactivos contra este autoantigeno mientras
que los ratones que mantenian con niveles normales de insulina no presentaban

esta reactividad.

. CTLA-4

CTLA4 (Cytotoxic T Lymphocyte-associated 4) también llamada CD152 es
un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas que se expresa en los
linfocitos T activados y que actia como molécula coestimuladora. Se une a B7-
1(CD80) y B7-2 (CD86) de las células presentadoras de antigenos para transmitir
una sefial inhibitoria en las células T que lleva a la apoptosis.

El locus IDDM12 de susceptibilidad de la diabetes incluye el gen CTLAA.
Numerosos estudios han confirmado la asociacion de polimorfismos de este gen
con enfermedades autoinmunes como la diabetes mellitus [129-131], el
hipotiroidismo autoinmune o la enfermedad de Graves [130].

En el mismo cromosoma también se encuentran dos genes candidatos
importantes por su funcidén en el sistema inmune, ICOS (Inducible —Cell T Co-
estimulator) y CD28.

Se ha descrito un SNP (single Nucleotide Polymorphism) en la zona 3’ no
traducida del gen CTLA4, A6230G fuertemente asociado con susceptibilidad a
enfermedades autoinmunes. Se propuso un mecanismo de accion de los alelos
sobre el nivel de mRNA de la forma soluble de la proteina que carece del dominio

transmembrana [132] pero continda controvertido.
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. PTPN22

El gen PTPN22 estd expresado en células T y codifica para una proteina
llamada LYP (Lymphoid tyrosine phosphatase). Esta proteina coopera con la
kinasa Csk (C terminal Src Tyrosine Kinase), un regulador negativo de la cascada
de sefalizacion del TCR, para detener la activacion T. También se asocia con
Grb2.

Se ha descrito un polimorfismo del tipo SNP en el gen PTPN22. La
sustitucion C1858T implica un cambio a nivel de proteina de una arginina (620R)
por un triptéfano (620W). Este polimorfismo se encuentra en la zona de unién de
la proteina LYP con el dominio SH3 de Csk y se ha demostrado in vitro que el alelo
con arginina en la posicién 620 confiere 3 veces méas afinidad en esta union. Como
consecuencia, la proteina LYP con triptéfano en esta posicion se une
ineficientemente a Csk lo que implica una mayor activacion T.

Al igual que CTLA4, PTPN22 representa un locus de susceptibilidad para
varias enfermedades autoinmunes y asi ademas de la diabetes mellitus se ha
descrito para la artritis reumatoide, el lupus eritrematoso sistémico, la

enfermedad de Graves y la tiroiditis de Hashimoto.

La mayoria de las variaciones genéticas pueden ser asociadas a un
polimorfismo del tipo SNP (Single Nucleotide Polimorphism) y se cree que dichas
variaciones pueden provocar cambios a nivel de fenotipo. Hoy dia los esfuerzos
realizados para obtener un mapa de polimorfismos del genoma humano han dado
como resultado una herramienta para los estudios de asociacion con diferentes
enfermedades que permite acotar de una forma mas precisa los locus de
susceptibilidad.

Para gestionar y explorar las posibilidades de los estudios de asociacion
basados en los SNPs, estudios GWA (Genome-wide Association) se cred un
consorcio llamado Wellcome Trust Case Control Consortium (WTCCC).

Recientemente, este consorcio, utilizando los GeneChip arrays de
Affymetrix de 500K ha publicado estudios sobre locus asociados a diferentes
enfermedades, entre ellas la diabetes tipo 1 [133].

De esta manera, ademas de los anteriores locus de susceptibilidad

descritos anteriormente se han ido afiadiendo nuevos locus como por ejemplo:
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. La region IFIH1 (interferon-induced helicase region)

El gen IFIH1 tiene como funcion contribuir en la apoptosis de células
infectadas con virus por lo que actuaria como un sensor de infeccion viral. La
relacion con la diabetes tipo 1 podria radicar en las causas ambientales descritas
en el desencadenamiento de la enfermedad como la infeccion viral por
Coxsackievirus [134]. La asociacion de este locus con la diabetes tipo 1 se llevé a
cabo con el analisis de los nSNPs (nonsynonymous SNPs), variaciones localizadas
en las regiones codificantes que pueden dar lugar a variaciones en los

aminoacidos de la proteina.[135]
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OBJETIVOS

SUBPROYECTO 1

Objetivo 1
Encontrar un método para identificar genes de interés en el sistema
inmune, potencialmente dianas terapéuticas, genes de activacion temprana,

genes fuertemente regulados con motivos AU.

1.1 Disefiar y validar un método eficaz para la identificacion de genes con

motivos AU

1.2  Aplicar el método para identificar genes con motivos AU con expresion

diferencial en activacion

SUBPROYECTO 2

Objetivo 2

Comprobar que un gen identificado mediante la metodologia
establecida en el objetivo 1 cumple las caracteristicas de estar implicado en
la respuesta inmune, ser de activacion temprana y regulacion de la

transcripcion muy estricta
2.1 Caracterizar el gen ZNF304 identificado mediante el método AU-DD:
analizando la secuencia nucleotidica del gen y la putativa traduccion

describiendo sus caracteristicas y motivos conservados.

2.2 Determinar el patron de expresion de ZNF304 en tejidos mediante PCR

cuantitativa y convencional

2.3 Caracterizacion funcional inicial del gen, analizar el nivel de expresion

en activacion.
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SUBPROYECTO 3

Objetivo 3

Con la experiencia adquirida durante el desarrollo de los objetivos 1 y
2 pudimos desarrollar un proyecto cuyo objetivo principal es avanzar en el
conocimiento de la tolerancia central y concretamente en el papel de la
variabilidad interindividual de la expresion de autoantigenos en la

predisposicion a autoinmunidad.

3.1 Analizar la frecuencia alélica del locus de susceptibilidad para la
diabetes mellitus insulino-dependiente, IDDM2, en una poblacién
normal en funcion del polimorfismo Pstl presente en la region 3'UTR

del gen de la insulina.

3.2  Estudiar la expresion de insulina en el timo humano normal y
correlacionar el nivel de expresion de insulina con el genotipo del

locus IDDM2

3.3  Estudiar la expresion de AIRE en el timo humano, gen regulador de
la transcripcion promiscua de autoantigenos y correlacionar el nivel
de expresion del gen AIRE en el timo con la expresion de insulina

como ejemplo de gen regulado por este factor de transcripcion
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Cloning of ARE-containing genes by AU-motif-directed display
Dominguez O, Asshab Y, Sabater L, Belloso E, Caro P, Pujol-Borrell R

Genomics, 1998 Dec 1;54(2): 278-86

RESUMEN DE RESULTADOS 1 57-64

DISCUSION | 65-66
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RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSION |

RESUMEN DE RESULTADOS 1

Cebadores de retrotranscripcion

Para poner a punto el método AU-DD, disefiamos varios cebadores de
retrotranscripcion que contenian, ademas de un trecho de Timinas, secuencias diversas
para usar como molde en la PCR posterior en combinacién con un cebador ‘sense’
dirigido a los motivos AU. Las secuencias incluidas en el cebador de retrotranscripcion
debian de estar lo mas equilibradas posibles con los cebadores de PCR dirigidos a los
motivos AU. Una temperatura de fusion (Tm) lo mas parecida entre los dos cebadores
de la PCR es un factor muy importante para una buena amplificacion y para evitar
posibles amplificaciones artefactuales o inespecificas debidas a la amplificacion a partir
de un solo primer. Por ello, posteriormente se decidi6é introducir un motivo AU2 (motivo
AU doble) afiadido en el cebador de retrotranscripcion ya que de este modo se podria
usar un cebador Unico que funcionase a la vez como ‘sense’ y ‘antisense’. Ademas para
evitar el inicio inespecifico de la transcripcion se incluyé una base degenerada “B”
(significa no A, no adenina) en el cebador de retrotranscripciéon, como primera letra de
la cola 3" no traducida, o sea, anterior al trecho de Adeninas de la cola polyA del

transcrito.

Disefo de cebadores dirigidos a los motivos AU

Los primeros cebadores que se disefiaron contenian un Unico motivo AU (ATTTA)
pero debido a su inespecificidad se pas6é a un modelo de cebador con un motivo AU
doble, como es usual encontrar de forma natural en muchos de los genes con motivos
AU.

Para aumentar la Tm del cebador con motivos AU fue necesario incluir una parte 5’ que
actuase como ancla con guaninas (G7AU2) o una combinacion de guaninas y timinas
(GTGAU2). Las dos opciones resultaron validas ya que cada disefio era eficiente para
un grupo de genes diferentes, abarcando asi un grupo mas grande y variado de
especies diferentes.

Para validar el funcionamiento de los cebadores con motivos AU2 amplificamos como
control positivo un fragmento de la zona 3’ no traducida de la IL2, que contiene
motivos AU. En este caso resultd mas eficiente el primer G7AU2.

Para ganar afinidad con la secuencia natural que rodea el motivo AU se probd una
modificacién en los cebadores incluyendo inosinas en la parte 5’, ya que las inosinas
son complementarias a cualquier base nitrogenada (A,T,C,G). La eficiencia de

amplificacion del control de IL2 no se incrementd cuando se usé el primer con inosinas

57



RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSION |

en combinacion con otros primers AU2, aunque el nimero de especies diferentes

aumento sensiblemente.

Tabla de primers del método AU-DD y de genes control

RT G7AU2dt GGGGGGGTATTTATTTA(ACGT) TTTTTTTTTTTTTT(ACG)
PCR  G7AU2 GGGGGGGTATTTATTTA G7AU2A GGGGGGGTATTTATTTAA
GIAU2 GGGIITITATTTATTTA G7AU2C GGGGGGGTATTTATTTAC
G7AU2G GGGGGGGTATTTATTTAG
G7AU2T GGGGGGGTATTTATTTAT
RT G7GAU2DT GGTGGGTGGTATTTATTTA(ACGT) TTTTTTTTTTTTTT(ACG)
PCR  GTGAU2 GGTGGGTGGTATTTATTTA GTGAU2A  GGTGGGTGGTATTTATTTAA
GTIAU2 GGTINITIHITATTTATTTA GTGAU2C  GGTGGGTGGTATTTATTTAC
GTGAU2G  GGTGGGTGGTATTTATTTAG
GTGAU2T  GGTGGGTGGTATTTATTTAT
IFNa  J00207 IFNa513s GGCCTTGACCTTTGCTTTA
IFNa915as  CTTCATCAGGGGAGTCTCTGT
GAPDH M33197 GAPDH19s TCTTCTTTTGCGTCGCCAG
GAPDH390as  AGCCCCAGCCTTCTCCA
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Esquema del método AU-DD

RETROTRANSCRIPTION:

mRNA

5

AlU2 BAAAAA

b e e et 1t s —GnAU2T15V

¢cDNA

FirsT rounp oF PCR -WitH A sINGLE PRIMER, GNALZ ;

GnAU? — =i —

-

T15GnAU2

FINAL PRODUCTS: E nAlU2 -

T15GnAL2

Figura 6: Esquema del método AU-DD

Las lineas punteadas corresponden a las cadenas de DNA sintetizadas a partir del

molde correspondiente.

1. B significa no Adenina y G no timina. Las cadenas monohebra de cDNA se
sintetizan a partir del mRNA con el cebador de retrotranscripcion que incluye
un motivo AU2 artificial

2. Se sintetiza la cadena complementaria copia de los fragmentos de cDNA

mediante PCR con un primer Unico.

El producto final son fragmentos de DNA de doble cadena con el motivo AU2 natural y

el artificial introducido en el cebador de retrotranscripcion.

Anadlisis de los fragmentos AU-DD

El método nos permite identificar fragmentos de genes con motivos AU expresados
diferencialmente, esto es, que han modificado su tasa de transcripcion ante
diferentes estimulos aplicados o en diferentes estadios de desarrollo.

El resultado del AU-DD recuerda a la imagen del tipico RNA fingerprinting [136,
137].

Clonamos y secuenciamos 73 fragmentos de genes activados que correspondieron a
59 genes diferentes, ya que varios genes fueron clonados en diferentes
experimentos. Solo el 14% (8 genes) eran genes conocidos previamente:

2 citocinas (TNFa y IL-8), 2 transductores de sefiales (CL100 y p167), 2 factores de
transcripcion (HIF-1 y G0S24), 1 gen de acciéon inmediata (DIF-2), y 1 gen asociado
con morfogénesis (CAZ-1). El resto de genes (51 fragmentos, 86%) no estaban
previamente caracterizados, aunque 19 fragmentos (37%) se podian encontrar en
forma de ESTs en las bases de datos. 15 cDNAs contenian homologias con

elementos repetitivos y 2 de ellos (3% del total clonado) tuvieron que excluirse de
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posteriores estudios al no encontrarse una zona diferencial especifica de cada gen

para disefiar cebadores y proceder al screening de genotecas.
A continuacion detallamos en forma de tabla los genes aislados mediante el método

AU-DD que eran conocidos en las bases de datos.

Tabla de genes previamente conocidos e identificados por el método AU-DD

Gen clon AU-DD Sustrato pb del clon cola polyA
TNFa YG39-2 Toapfl22.12 300 +
(X02910) EE2-16F2 Adh 298

CL100 YG39-3 Topl22.12 565 +
(X68277) ED166-8C Adh

IL-8 ED166-8B id 662 +
(M28130) EE2-8C

DIF-2 YG440-2 Toapfl22.12 343 +
(Y14551) ED166-12D Adh 403

P167 LG43-4A2 Toapfl22.12 450 +
(U58046) LG141-7B1  Adh

HIF-1 LG141-7A id 542 +
(U22431) ED128-7A id 483

GOs24 EED2-12C id 200 +
(M63625)

CAZ1 EE2-16F1 id 357 -
(U56637)

Las secuencias de los clones aislados mediante AU-DD que no eran conocidas

previamente en las bases de datos fueron introducidas en el GenBank. En la tabla 3

del trabajo se muestran los niumeros de accesos asignados y las caracteristicas del

clon.
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Autoradiografia: resultado del método AU-DD

Ejemplo de un gel del método AU-DD. En este caso se muestra el resultado utilizando

el cDNA de monocitos adherentes y el cebador AU2A con una ronda de PCR (protocolo
1).

o]
w
.

ttt

}
ji: SecEsc o

t

¥
t.

} }
BE - 8% & 4y

Figura 7: Autoradiografia, resultado del método AU-DD.
Las flechas indican los fragmentos de genes que estan diferentemente expresados.
En el carril 1 y 3 se us6 cDNA sin diluir y en el 2 y 4 diluido a 1/5.

1 y 2 corresponden a células activadas y 3 y 4 corresponden a células en reposo.

Los genes desconocidos identificados por el método AU-DD en la actualidad.

Las bases de datos actuales, gracias a la finalizacién de los proyectos de secuenciacion
masiva del genoma humano, nos permiten analizar los fragmentos de secuencia
obtenidos en el proyecto AU-DD y valorar el resultado de la busqueda de nuevos genes
con motivos AU con interés bioldgico. A continuacion presentamos la tabla de genes

con los resultados de este analisis

61



RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSION |

TABLA DE GENES

Num. Acc |Simbolo |Nombre del gen Unigene |Clones
AJ227854 |[IL12RB2 Interleukin 12 receptor, beta 2 Hs.4793474YG31-1
YG81-3B
LG43-4B2
AJ227855 |CKAP2 Cytoskeleton associated protein 2 Hs.444024YG31-2
YG36-2
AJ227856 [GOLTIB Golgi transport 1 homolog B Hs.62275 |YG31-3
YG81-4
AJ227857 [GOLTIB Golgi transport 1 homolog B Hs.62275 |YG31-3
YG81-4
AJ227858 |GOLTIB Golgi transport 1 homolog B Hs.62275 [YG31-4
AJ227859 |EGLN1 Egl nine homolog 1 Hs.44445(YG36-1
AJ227860 |COTL1 Coactosin like 1 Hs.289094YG39-1A
AJ227861 |ANK3 Ankyrin 3, node of Ranvier (Ankyrin G) Hs.499724YG39-1B
AJ227862 |PAM Peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase Hs.36943(YG39-1C
AJ227863 |MBNL1 Muscle blind like Hs.47800QYG39-2B
AJ227864 |PLS3 Plastin 3(T isoform) Hs.496624YG40-1A
AJ227865 |ACSL4 Acyl-CoA synthetase long chain family member 4 Hs.268784YG40-1B
AJ227866 |UBAP2L Ubiquitin associated protein 2-like Hs.490551YG40-3A
AJ227867 HSA227867 Homo sapiens partial Mrna YG40-3B
AJ227868 |PFKFB3 6-Phosphofructo-2 kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 Hs.195471YG40-4
ED166-8F
EE2-12B
AJ227869 |ZXDB Zinc finger X-linked, duplicated B Hs.156254YG40-5
AJ227870 |DIP2B Disco interacting protein 2 homolog B Hs.505514YG81-1
AJ227871 |SFXN1 Sideroflexin 1 Hs.36944(YG81-2A
AJ227872 |GIMAP4 GTPase, IMAP family member 4 Hs.647101YG81-2B
AJ227873 HSA227873 YG81-3A
AJ227874 FLJ39051 Hypothetical gene supported by AKO9370 YG81-5A
AJ227875 |Clorf71 Chr 1 open reading frame 71, similar to PPAP(human prostatic and phosphatase pjHs.368353YG81-5B
AJ227876 |C21orf91l |Chr 21 open reading frame 91, similar to EURL protein homolog Hs.293811YG81-6
AJ227877 Homo sapiens partial Mrna LG43-4A1 LG43-4A1
AJ227878 |ZNF395 Zinc finger protein 395 Hs.435534LG43-4B1
AJ227879 |NFATS Nuclear factor of activated T cells.5, tonicity responsive Hs.371984LG141-7B2
AJ227880 partial Mrna LG141-7C Hs.500203LG141-7C
AJ227881 partial Mrna LG141-8A Hs.500203LG141-8A
AJ227882 |2'-PDE 2'-phosphodiesterase Hs.572993ED82-4A1
AJ227883 [HIVEP2 Human immnodeficiency virus type lenhancer binding protein Hs.510174ED82-4A2
ED82-7A
AJ227884 |PITPNC1 Phosphatidylinositol transfer protein, cytoplasmicl Hs.591184ED82-7B
AJ227885 |BECN1 Beclin 1 (coiled-coil myosin-like BCL2 interacting protein Hs.12272 [ED82-7C
AJ227886 |[TNFAIP6 [Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 Hs.437324ED84-3A
EE2-8D
AJ227887 |GNAL Guanine nucleotide binding protein (G protein)alpha activating activity polypeptiddHs.136299ED106-4B
AJ227888 |RFTN1 Raftlin, lipid raft linker 1 Hs.98910 [ED109-4A
ED166-8E
AJ227889 partial mMRNA ID ED109-8A Hs.650509ED109-8A
AJ227890 |AGPAT4 1-Acylglycerol-3-phosphate o-acyltransferase 4 (lysophosphatidic acid acyltransfelHs.353179ED166-4A1
AJ227891 |AGPAT4 1-Acylglycerol-3-phosphate o-acyltransferase 4 (lysophosphatidic acid acyltransfelHs.353179ED166-4A2
AJ227892 HSA227892 partial clone ED166-8A |
AJ227893 |GBF1 Golgi-specific brefeldin A resistance factor 1 Hs.290243ED166-8D |
AJ227894 |RAP1B Member of RAS oncogene family RAP1B Hs.36992(ED166-12B
AJ227895 Partial Mrna Hs.59496 1ED66-5A |
AJ227896 [MET Met protooncogene (hepatocyte growth factor receptor) Hs.13296€4ED166-12F
AJ227897 HSA227897 partial Mrna EE2-4B
AJ227898 |BAGALTS |UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, polypeptide 5 Hs.370484EE2-8E
AJ227899 |GRASP GRP1(general receptor for phosphoinositides 1)-associated scaffold protein Hs.407204EE2-12A
AJ227900 |APOL6 Apolipoproteina 6 Hs.257354EE2-16B
AJ227901 |HUS1 HUS1 Checkpoint homolog S. pombe Hs.152983EE2-16C
AJ227902 |HSA227904Partial Mrna EE2-16D
AJ227903 |ZFP36 Zinc finger protein 36, C3H type, homolog mouse Hs.534054EE2-16E1
AJ227904 |FMN1 Formin 1 Hs.276009EE2-16E2
AJ227905 |CXCL12 Chemokine C-X-C motif ligand 12 Hs.522891ED66-5A
AJ227906 |GATAD2A |GATA zinc finger domain containing 2A Hs.118964ED66-6A
AJ227907 |INALD InaD-like (Drosophila) Hs.478124ED66-6B
AJ227908 |HSA22790§NM_004772.1 ED70-2A
AJ227909 |ZNF395 Zinc finger protein 395 Hs.435534ED70-2B
AJ227910 |HUS1 HUS1 Checkpoint homolog S. pombe Hs.152983ED70-2C
AJ227911 [TNF alpha [tumor necrosis factor, TNF superfamily member 2 Hs.24157(YG39-2
YG53
EE2-16F2
AJ227912 [DUSP1 Dual specificity phosphatase 1 Hs.171699YG39-3
YG81-1A
ED166-8C
AJ227913 |IL8 Interleukin 8 Hs.624 ED166-8B
EE2-8C
AJ227914 [IER3 Immediate early response 3 Hs.591784YG40-2
AJ227915 |SFXN4 Sideroflexin 4 Hs.523299LG43-4A2
LG141-
AJ227916 |HIF1A Hypoxia-inducible factor 1,alpha subunit Hs.509554LG141-7A
AJ227917 |ZFP36 Zinc finger protein 36, C3H type, homolog mouse Hs.534054EE2-12C
AJ227918 |[CAPZA1l Capping protein (actin filament) muscle Z-line alpha 1 Hs.514934EE2-16F1
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A continuacion comentamos las caracteristicas de algunos de estos genes:

Proteinas Zinc finger

Ademas de la proteina ZNF304 que caracterizamos en un trabajo posterior

identificamos otras proteinas dedos de zinc.

1. ZXDB (zinc finger X-linked duplicated B)

2. ZNF395. Aunque su expresion es ubicua recientemente se ha
definido como marcador de artritis psoriatica por estar diferentemente
expresado en sangre de estos pacientes.[138]

3. GATA zinc finger domain containing 2A, también llamado p66alpha, es
un potente represor que se une a las colas de las histonas.[139]

4. ZFP36 (Zinc finger protein 36) o TTP es una proteina dedos de zinc del
tipo CCCH que se une a los motivos AU y que provoca la
desestabilizacion del transcrito. Los ratones deficientes en TTP sufren
un sindrome inflamatorio autoinmune, artritis y hiperplasia mieloide
[140]. Se ha comprobado que su expresion se induce en fibroblastos
con esteres de forbol, insulina y suero [141]. TTP es un regulador de
citocinas como TNF alpha y GM-CSF. A diferencia de su mRNA, muy
labil al poseer motivos AU, la proteina es muy estable una vez
sintetizada [142]

Oncogenes

1. RAP1B es un miembro de la familia del oncogen RAS que se puede
unir a GTP.

2. Met es un protooncogen también llamado receptor del factor de

crecimiento de hepatocitos. Tiene actividad tirosin-kinasa y esta

relacionado con carcinoma.

Citoesqueleto
1. CKAP2 es una proteina asociada a microtdbulos con capacidad

estabilizadora que se encuentra sobreexpresada en algunos canceres
gastricos.

2. COTL1 se une y regula la actina del citoesqueleto

Proteinas de stress

1. DUSP1 es un regulador negativo de HIF mediante la inhibicién de de la

actividad kinasa de Erk
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2. HIF es una proteina importante en la homeostasis del oxigeno en
mamiferos e interviene en la adaptacion al ambiente hipoxico de las
células tumorales.

3. EGLN1 es una proteina que regula a HIF ya que provoca una
modificacion post-traduccional que permite su ubiquitinacion.

4. HUS1 forma parte de un complejo de proteinas que actian deteniendo

el ciclo celular en presencia de DNA dafiado.

Citocinas, genes relacionados

1. TNFAIP6 (Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6) es un gen de
activacion temprana en respuesta a estimulacion con TNF, IL-1 y LPS
en células mononucleares de sangre periférica que se ha relacionado

con artritis reumatoide.

2. Receptor beta 2 de la Interleukin 12. Este gen codifica una proteina
transmembrana que forma parte del complejo receptor de la interleucina
IL12. La expresion del gen estd up-regulada por interferon gamma en
células Thl y juega un papel en su diferenciacion. El incremento de su
expresion se ha visto asociado con enfermedades como el Crohn o como la

lepra y se cree que contribuye a la respuesta inflamatoria.

3. NFAT5 pertenece a una familia de factores de transcripcién cuya activacion
depende de calcineurina, una fosfatasa dependiente de calcio. Se identific

en células T como inductor de la expresiéon de citocinas.

4. TNFAIP6, su expresion esté inducida por TNF alpha y Interleukina 1.
Correlaciona con la sintesis de proteoglicanos y agregacion. Activa un

agente anti-inflamatorio llamado inter-alpha inhibitor.

5. IER3 es un gen de activacion temprana. Su expresion se activa con TPA
y con TNF alpha, con activadores de la via de la Proteina Kinasa
C[143]. Su expresion disminuye durante la diferenciacion de los

macrofagos y aumenta en monocitos estimulando con LPS[144]
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DISCUSION 1

La estabilidad de los transcritos constituye un mecanismo de control post-
transcripcional que regula la concentracion y la funcion de muchos genes con alto
interés bioldgico y farmacolégico, como por ejemplo proto-oncogenes, factores de
trancripcion y citocinas.

La presencia de motivos AU en la cola 3’ no traducida de los genes,
frecuentemente, representa una marca de vida media corta del transcrito. El
método AU-DD, disefiado por nosotros, contribuye al estudio y a la identificacion de
genes con motivos AU.

El método se ha demostrado eficaz para la clonacion e identificacion de
genes con motivos AU desconocidos en las bases de datos (afio 1998). El 86% de
los clones aislados correspondieron a genes desconocidos, aunque el 37% eran
secuencias coincidentes con ESTs ya introducidos en las bases de datos.

Los clones de genes ya conocidos (14%) que se pudieron aislar mediante el
método confirman su validez para identificar genes con motivos AU con funcion de
factores de transcripcion y citocinas.

La optimizacion de la extraccion de RNA es un punto critico del método ya
que los RNA a identificar tienen como caracteristica la labilidad. Por otra parte, ya
que nuestro método permite comparar la expresion diferencial de los genes con
motivos AU bajo diferentes condiciones es importante la sistematizacion del proceso
de extraccion del RNA.

Otro aspecto muy importante del método fue el disefio de la RT-PCR para
amplificar fragmentos con motivos AU. El disefio del cebador de retrotranscripcion
introduce un motivo AU artificial unido a una regiéon arbitraria rica en C y Gs que
actua como ancla en el cebador de PCR. La secuencia de los motivos AU aporta una
temperatura de fusion muy baja al conjunto del cebador por lo que el ancla fue
imprescindible para poder aumentar la temperatura de annealing y estabilizar la
unién con el molde. La ventaja que aporta la presencia de un motivo AU artificial en
el cebador de retrotranscripcion es poder utilizar un solo primer en la PCR, por lo
que se evita la produccion de artefactos generados por la extension a partir de un
solo cebador.

El disefio final del método incluye en los cebadores dos motivos AU en
tandem. Esto no condiciondé la amplificacion de genes con un motivo AU Unico.

Se ensayaron dos protocolos diferentes de amplificacion, con una ronda de
PCR y con dos rondas que se mostraron complementarios ya que se obtuvieron

resultados mediante ambos sistemas.
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Varios genes fueron amplificados mas de una vez, con diferentes sustratos y
bajo diferentes protocolos, por lo que podemos deducir, como es loégico, que los
transcritos mas abundantes son detectados con mayor probabilidad.

El método AU-DD nos permite identificar genes con motivos AU
diferentemente expresados en estado basal y en activacion por comparacion en la
autoradiografia. Estudiamos la expresion diferencial aplicando diferentes estimulos
de la fraccion adherente de células monucleares de sangre periférica y de una linea
de células T CD4+ obtenida de linfocitos infiltrantes de un tiroides con Graves-
Basedow. Posteriormente, pudimos confirmar mediante PCR que los genes
seleccionados estaban diferentemente expresados en un 90% de los casos, para
ello, utilizamos lineas celulares similares al sustrato original cuando la disponibilidad
de éste era limitada.

Los transcritos que se reprimen en estado de activacion representan un
aspecto no explorado en este estudio.

En el contexto actual y gracias a la secuenciacion completa del genoma
humano podemos evaluar con precision los resultados obtenidos de la aplicacion del
método AU-DD. Los fragmentos de genes con motivos AU que secuenciamos y que
eran desconocidos al finalizar el proyecto son hoy dia facilmente identificables. Este
analisis nos ha permitido comprobar que entre los genes con motivos AU
desconocidos en 1998 que propusimos como diferentemente expresados se
encuentran genes relacionados con citocinas, factores de transcripcién, oncogenes,
etc.

Actualmente la tecnologia molecular ha evolucionado enormemente y
contamos con técnicas como las de microarrays que nos permiten, de una manera
mas automatizada, el analisis diferencial de la expresion génica entre diferentes
estadios de diferenciacion o bajo diferentes estimulos. El estudio del cancer ha
utilizado esta técnica para acumular datos sobre los genes expresados relacionados
con la patologia.

Sin embargo, un método de expresion diferencial como el propuesto estaria
todavia vigente y seria aplicable en determinadas situaciones. Con una tecnologia
basica es posible comparar muestras y elaborar perfiles de expresion con resultados
optimos de reproducibilidad y de especificidad.

Los resultados obtenidos con el método AU-DD son de gran interés ya que
entre otros, identificamos factores de transcripcion como las proteinas zinc finger

ZNF304, genes relacionados con citocinas y genes de activacion temprana.
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RESUMEN DE RESULTADOS 11

Identificacion y analisis de la secuencia del gen ZNF304

Identificamos el gen ZNF304 mediante el método AU-DD (AU-Motif directed
display), que fue disefiado por nosotros. Nuestro método es util para identificar
genes con motivos AU y en el caso del gen ZNF304 fue aplicado en tejido timico
humano. La zona 3’ no traducida del gen contenia motivos AU (ATTTATTTA)
idénticos a los introducidos en el primer de retrotranscripcion y en los primers de
amplificacion.

Tras secuenciar el gen entero y mediante busquedas de homologia con el programa
BLASTn del NCBI (National Center Biotechnology Information) pudimos comprobar
que correspondia a un gen previamente desconocido en las bases de datos. Las
Unicas homologias encontradas fueron con clones gendmicos que contenian la
secuencia de ZNF304 pero sdlo como predicciones de exones del programa GRAIL
(AC003002 y AC005261). La estructura del gen, segun estos clones genémicos, se
divide en tres exones. Estos clones gendmicos estaban contenidos en la region
cromosoémica 19g13.43, lo que nos permitié mapar “in silico” el gen que estdbamos
caracterizando.

El clon secuenciado contenia una pauta de lectura abierta de 1977 pares de bases,
lo que daria lugar a una hipotética proteina de 659 aminoacidos y 75 KDa. de peso
molecular. El andlisis de la traduccidon predicha daba como resultado una proteina
con motivos conservados. En el extremo amino terminal, en el segundo exon, se
encuentra una caja KRAB subdomino A y en el tercer exon, en el extremo carboxilo
terminal hay 13 motivos zinc finger del tipo C2—H2 seguidos de una larga cola 3’ no
traducida.

La region promotora carecia de una caja TATA tipica pero contenia varios sitios de
unién para el factor de transcripcion Sp-1, un rasgo frecuente en los promotores sin
caja TATA. También se encontré secuencias de union para otros factores de

transcripcion como: c-myb, Pit-1a, NF-1, y GATA-1

Patrén de expresién en tejido de ZNF304

Se hibridaron dos membranas de Northern Blot para comprobar la presencia de

expresion de ZNF304 a nivel de mRNA. Detectamos una banda de 4.3 kb en todos
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los tejidos testados: ganglio linfatico, timo, PBLs, médula dsea, higado fetal,

corazon, cerebro, placenta, pulmén, higado, musculo esquelético, rifién y pancreas.
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Figura 8: Expresion de ZNF304 en tejidos analizada mediante Northern Blot

Para precisar el nivel de expresion con un método cuantitativo usamos la PCR a
tiempo real. Si dividimos en grupos los tejidos segun la expresion detectada de
ZNF304 podemos atribuir una expresion abundante a ganglio linfatico, linea celular
T Jurkat, y a amigdala; una expresion moderada a tiroides, timo, glandulas

adrenales, prostata, pancreas y musculo esquelético y no encontramos expresion en

esofago, higado, pulmoén y rifidn.

LYMPHOID TISSUES

2,57
T

ZNF 304 /GAPDH*100

T NON LYMPHOID TISSUES

0,51 T
N s

Lymph  Adherent Jurkat Tonsi PBMC  Thymus Thyroid Adrenal Prostate Pancreas SkMuscle
node FBMC gland

Figura 9: Representacion grafica de la expresion de ZNF304 en diferentes tejidos cuantificada

mediante PCR a tiempo real
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Expresién de ZNF304 en células linfoides

Procedimos a estudiar el comportamiento de la expresion de ZNF304 durante la
activacion con diferentes estimulos (LPS, PHA, PMA e ionomicina) en células
mononucleares de sangre periférica diferenciando entre la fraccion adherente
(monocitos-macroéfagos) y la no adherente (linfocitos).

El basal de expresion de ZNF304 tanto en células adherentes como en no
adherentes fue relativamente bajo. Tras activacion con PMA e ionomicina o con PHA
la expresion de ZNF304 siguié un patron de induccién bifasica con un pico menor a
los 30 minutos (x10-20 veces sobre el basal) y otro mayor a las 6 horas (x1000
sobre la linea basal). En lineas celulares (Jurkat, U937, THP-1) aplicando los mismos
estimulos el patron de expresion de induccion fue similar pero no conseguimos un
aumento de la expresion comparable a los niveles conseguidos con PBMCs.
Comparamos el patron de expresion de ZNF304 con el patron de expresion de 1L4,
IFN-gamma e IL10 en linfocitos a diferentes tiempos y aplicando diferentes
estimulos.

Utilizando PMA e ionomicina encontramos que la primera fase de induccion de
ZNF304 coincide con la induccidon inmediata a los 30 minutos de IL4 y de IL10
mientras que la segunda fase con un fuerte incremento y rapido descenso de la
expresion serian mas coincidentes con el patron de IFN-gamma.

Los cultivos control sin estimulos mostraron una induccidén espontanea pero a muy

inferior nivel.
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Figura 10: Representacion gréafica de la expresion de ZNF304 cuantificada
mediante PCR a tiempo real analizando su activacion con PMA mas ionomicina a

diferentes tiempos. Comparativa con el comportamiento de las citocinas.
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DISCUSION 11

ZNF304

Los motivos AU son elementos importantes de regulaciéon a nivel post-
transcripcional que influyen en la estabilidad del transcrito [98] y que estan
presentes en muchas citocinas y factores de transcripcion [145]. Aplicamos el
método AU-DD desarrollado para la identificacion de genes con motivos AU para
intentar clonar nuevos genes con este rasgo en el timo. Como resultado de estos
experimentos clonamos el gen ZNF304 que tenia un motivo AU en tandem en la
region 3’ no traducida, idéntico al utilizado en el primer de retrotranscripcion y en el
de PCR. Obtuvimos diversos clones de este gen mediante RACE 5 (Rapid
amplification of cDNA Ends) sobre una genoteca de cDNA de timo humano. La
putativa traduccion del gen desvelaba la existencia de motivos conservados a nivel
proteico mediante el programa Prodom, una caja KRAB subdominio A en la regién
amino terminal y 13 zinc fingers en la region carboxilo Terminal. Segun el programa
GRAIL (Gene Recognition and Assembly Internet Link) el gen se estructuraria en
tres exones, el primero muy corto, el segundo contendria la caja KRAB y el tercero
los zinc fingers dejando una cola 3’ no traducida muy larga.

Las secuencias obtenidas se compararon con las conocidas en las bases de
datos de la época. La busqueda de homologias en las bases de datos nos permitio
mapar in silico el gen en el cromosoma 19913.43 ya que nuestra secuencia era
100% homodloga a un segmento de los clones gendmicos (AC005261, AC003002).
Esta regidon cromosdmica contiene un cluster muy importante de proteinas zinc
finger que engloba aproximadamente al 51% de miembros de la familia.[84] Se ha
propuesto que los genes agrupados en clusters seguirian una regulacion comun
expresandose de una forma coordinada y que este fendmeno puede ser un
mecanismo comun de regulaciéon en el genoma eucariota [146]. La duplicacion
génica ha podido generar mediante presion evolutiva la creacion de estos clusters
de proteinas con estructura similar. La proteina de ZNF304 es homodloga a otras
proteinas vecinas en el cluster de la localizacién 19q13.4 como ZNF132 con un 53%
de homologia a nivel de aminoéacidos. La delecion de esta zona se ha asociado a
tumores solidos como adenoma de tiroides. [147]

La secuencia era desconocida como gen individual por lo que procedimos a
introducirla en la base de datos GenBank que nos asignd el nimero de acceso
AJ276316. Los estudios se iniciaron en el contexto histérico de la era pre-gendmica
cuando el genoma humano todavia no habia sido secuenciado totalmente y por lo

tanto era posible descubrir nuevos genes, no secuenciados previamente. El nombre
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asignado a la proteina, ZNF304, por HUGO (Human Genome Organization) se

ajusta a la familia de proteinas a la que pertenece.

Analizamos el patron de expresion de ZNF304 mediante Northern Blot, y
mediante PCR a tiempo real. La técnica de Northern Blot nos permitié confirmar el
tamanfo del transcrito, 4.3 Kb que correspondia con la secuenciacion de los clones.
Ambas técnicas nos indicaron que existe una expresion mas abundante de ZNF304
en tejidos linfoides. La expresion mayor correspondié a ganglio linfatico, células
Jurkat, tonsila y células mononucleares de sangre periférica adherentes por lo que
deducimos que el gen se expresaba mas en contexto de proliferacion celular. Ello
nos llevd a comprobar el comportamiento del gen ZNF304 tras ser sometido a
diferentes estimulos de activacion. Realizamos diferentes experimentos preliminares
con diferentes estimulos: PHA, PMA mé&s ionomicina y LPS (lipopolisacarido).
También usamos diferentes sustratos, incluyendo cultivos de células mononucleares
adherentes al plastico, mononucleares no adherentes y lineas celulares como Jurkat,
U937 y THP1 (monocitica). Realizamos un estudio de la expresion de ZNF304 a
diferentes tiempos de activacion y aunque la expresion basal en células adherentes
era mayor que en PBMCs tras induccion el incremento fue mayor en la fraccion no
adherente por lo que procedimos a hacer todos los estudios con este sustrato. En
células Jurkat, U937 y THP1 obtuvimos resultados similares. Tras estimulacion la
expresion de ZNF304 sufre un rapido incremento a los 30 minutos y luego un pico
mayor a las 6 horas volviendo al estado basal en 12 horas, perfilando un patréon de
activacion bifasico. Este patron de rapida respuesta a la estimulacion y vuelta al
basal concuerda con el rasgo de gen de accion temprana (immediate early gene) o
de gen de expresion regulada que podria sugerir los motivos AU de su larga cola 3’
no traducida.

Nuestro estudio aporta datos de que la expresion de ZNF304 sigue una
cinética de induccidon que esta relacionada con la expresion de citocinas, al menos
coincidiendo con los picos de expresion. Estimulamos PBLs con PMA mas ionomicina
como modelo de activacion y como inductores de citocinas [148, 149] encontramos
que IL-10 y IL-4 muestran una rapida induccion a los 30 minutos que se mantiene
en aumento hasta el pico de las 6 horas. La induccion de IFN-gamma fue
extremadamente alta con pico también a las 6 horas volviendo al basal a las 12
horas post-inducciéon. Es sabido que la induccion con PMA mas ionomicina produce
una gran sintesis de interferbn gamma. La cinética de activaciéon de las citocinas con
maximos a las 6 horas post-estimulacion con PMA mas ionomicina descritas en
nuestro estudio concuerda con la bibliografia sobre el tema[150]

En nuestro caso, la estructura del gen y los motivos conservados a nivel
proteico que posee, nos ayudan a inferir la funcion de la proteina ZNF304. Las
proteinas con motivos zinc finger son capaces de unirse al DNA y la funcidn que

ejercen es la de regular la transcripcion, ademas se ha descrito la caja KRAB como
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un dominio implicado en fuerte represion de la transcripcion [151] mediante la

modificacion del estado de la cromatina. [90] Existen varios ejemplos de proteinas
zinc finger con una expresion transitoria y fuertemente regulada que estan
relacionadas con la regulacion normal de la activacion y desarrollo del linfocito.
NGFI-B, también llamada Nur77, es una proteina zinc finger con rapido recambio,
posee motivos AU y que su expresion esta inducida en PBLs tras estimulacion con
PMA mas ionomicina como en el caso de ZNF304. [152]. Pertenece a la familia de
receptores esteroides nucleares huérfanos y varios estudios han relacionado a
Nur77 con la delecion clonal de los timocitos autoreactivos promoviendo la apoptosis
[153, 154]. NGFI-B necesitaria la accidon coordinada de otras dos moléculas: HDAC7
y MEF2D. La histona deacetilasa 7 modifica el estado de la cromatina empaquetando
el DNA e inhibiendo la transcripciéon de los genes de la region. Por otro lado la
interaccion de HDAC7 con MEF2D (myocyte enhancer factor 2D) en el promotor de
Nur77 provoca su represion y ello conlleva una disminucién de la apoptosis.

ROG (represor of GATA) es otro ejemplo de proteina zinc finger de expresion
inmediata y fuertemente regulada (immediate early gene) importante para los
linfocitos. Es un represor de GATA-3, otra proteina zinc finger que actida com factor
de transcripcion permitiendo la expresion de las citocinas Th2 [155], por lo que la
sobreexpresion de ROG implica una represion de la expresion de citocinas del tipo
Th2 [156]

En este estudio hemos podido validar el método AU-DD, previamente
desarrollado en nuestro laboratorio, para la identificacion de genes con motivos AU
susceptibles de estar fuertemente regulados y de pertenecer a la clase de genes de
expresion inmediata. La caracterizacion inicial del gen ZNF304 nos ha permitido
conocer su secuencia, estructura gracias a los motivos conservados a nivel de
proteina y su expresion preferente en tejidos linfoides. La expresion de ZNF304 en
linfocitos estimulados con PMA e ionomicina sigue el patréon de gen con expresion
inmediata y fuertemente regulado y ademas coincide con el patron de expresion de
las citocinas. La funcion que ejerce ZNF304 de represion transcripcional en este

escenario necesitara de nuevos experimentos para ser precisada.
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RESUMEN DE RESULTADOS 111

Tipaje de los alelos del locus IDDM2 mediante el RFLP Pst | del gen de la insulina en
el timo humano

Existe un fuerte desequilibrio de unidn entre el locus IDDM2 de la zona promotora y
el RFLP Pst | de la zona 3’ no traducida del gen de la insulina, esto nos permite
asegurar el genotipo del VNTR de las muestras en funcion de si el alelo contiene la
diana para Pst | o no; si se produce el corte con Pst | corresponde a un alelo VNTR
de clase 111 y si no tiene la diana de corte para Pst | corresponde a un alelo VNTR de
clase I.

Obtuvimos DNA gendmico de 45 individuos a partir de tejido timico y procedimos a
tipar las muestras en funcién del RFLP Pst I.

El 33% de la poblacion que estudiamos, o sea 15 individuos, resultaron ser
heterocigotos clase lll/clase I, el 62% homocigotos clase | (28 individuos) y soélo el
4% (2 individuos) resultaron ser homocigotos clase Ill. La frecuencia del alelo de

clase | fue del 79% frente al 21% del alelo de clase Ill.
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Figura 11: Esquema de la region promotora y del gen de la insulina,
esquema del fragmento competidor disefiado.

a. Esquema de los polimorfismos del gen de la insulina Pstl en la region
3’ UTR, VNTR en la region promotora y localizacion de los cebadores
utilizados

b. Esquema del fragmento competidor, al que se le introducen
secuencias de insulina artificialmente y un fragmento del polylinker
del plasmido pBluescript que contiene la diana para Pstl que nos

permite monitorizar la eficiencia de la reaccidon de restriccion.

Expresién de insulina en el timo humano

Mediante RT-PCR convencional pudimos detectar mensaje de insulina en las 15
muestras heterocigotas de la poblacion estudiada.

Determinamos la proporcion de transcripcion de los alelos de clase Il frente
a la de los alelos de clase | mediante PCR radioactiva y restriccion del amplimero de
insulina resultante con la enzima Pst 1.
La proporciéon entre la trancripcion de los alelos de clase 11l y los alelos de clase |
fue siempre superior a 1 indicando que los alelos de clase Ill estuvieron siempre
asociados a una mayor transcripcion de insulina que los alelos clase |. Esta
proporcion de transcripcion de alelos de clase Il frente a alelos de clase | fue
variable entre glandulas y oscil6 entre 1,5y 4.4.
La muestra de timo de un paciente con sindrome de Down de 6 afios resultoé dar una

ratio opuesta al resto, ya que la transcripcion de insulina del alelo de clase |
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contribuia en mayor medida a la transcripcion total de insulina que la producida por

el alelo de clase 111, que es el asociado con una mayor transcripcion en la literatura.
En el timo de un paciente de 34 afios con miastenia gravis se encontré una
proporcion de transcripcion entre alelos de clase 11l y clase | de 1,3; sensiblemente

inferior a la de un timo normal.

1. QC-PCR (Quantitative Competitive Polymerase Chain Reaction)

Para precisar el nUmero de copias de mRNA de insulina en nuestras muestras
heterocigotas utilizamos una PCR radioactiva que incluia un competidor interno de
numero de copias conocidas que se coamplificaba con el amplimero de insulina. La
restriccion de estas muestras con Pst | pone de manifiesto la contribucion relativa
de los diferentes alelos al mensaje de insulina total de las muestras.

El nimero de copias de insulina de los alelos de clase Il se mantuvo entre 51 y 154
copias y de los alelos de clase | entre 35y 75 copias.

Esta serie de experimentos también confirmé que en el timo del paciente con
sindrome de Down las proporciones de transcripcion de los alelos no seguian la

norma general y el alelo de clase | aportaba mayor transcripcion.

Figura 12:
a) Expresion de insulina en timos humanos de diferentes edades.
Gel de acrilamida resultado de PCR radioactiva con primers de insulina y
restriccion con enzima Pst I. El control de DNA amplificado de cada muestra nos

permite corregir los resultados de expresion de cada alelo
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b) Cuantificacion mediante QC-PCR de la expresiéon de insulina.
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El fragmento competidor que contiene la secuencia de los primers de insulina
se co-amplifica con cada muestra de RNA afadiendo diferente niumero de copias. El
fragmento competidor no cortado mide 354 bp y nos sirve como control de la
eficiencia de restriccion. El control de DNA de cada muestra también se amplificé en

cada muestra para corregir los resultados.

Tabla resumen de resultados

Diagnéstico | Claselll/ Copias Copias Clase Total
Clase 1 Insulina Insulina I11/clase 1|copias
alelos clase |alelos clase |copias QC- | QC-PCR
1l (QC-|1 PCR
PCR) (QC-PCR)
12 d normal 2.6 75 50 1.5 125
26 d normal 1.9 141 75 1.8 216
8m normal 2.4 154 51 3.0 205
11m normal 1.8 79 37 2.1 116
11m normal 2.3 57 55 1.0 112
3a Normal 4.4 108 89 1.2 197
4 a Normal 3.6 51 35 1.4 86
6 a Down 0.7 26 186 0.1 212
11 a Normal 2.8 89 49 1.8 138
34 a MG 1.3 76 36 2.1 112

2. PCR a tiempo real
Utilizamos la PCR a tiempo real con el fin de corroborar los resultados anteriores y

cuantificar la transcripcidon de insulina en el timo mediante otro método mas preciso.
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El factor de transcripcion AIRE en el timo controla la expresion ectépica de algunos

autoantigenos periféricos, entre ellos la insulina, por ello, comprobamos también los
niveles de expresion de este gen en el timo.

Incluimos en el estudio 9 muestras heterocigotas, y una muestra homocigota de cada
genotipo.

La expresion de insulina fue variable entre las diferentes glandulas incluso dentro del
mismo genotipo. La expresion de AIRE fue siempre superior a la expresidon de insulina
(2.5 veces de promedio +1.6). Los niveles de expresion del gen AIRE correlacionaban
estadisticamente en la misma glandula con los niveles de expresion de insulina
(r=0.4969, p=0.0154) siguiendo un test de regresion linear (GraphPad Prism
Software).

La mayor expresion de insulina fue detectada en el timo del paciente con sindrome de

Down vy coincidi6 con una de las mayores expresiones del gen AIRE.
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Figura 13:

A. Grafica de la expresion de insulina en el timo determinada mediante PCR a
tiempo real comparada con la expresion de AIRE. En el eje horizontal indicado el
genotipo VNTR de las glandulas timicas asi como la edad del paciente en el
momento de la cirugia. El asterisco significa que el paciente estaba afectado por un
sindrome de Down. Las barras blancas representan a AIRE mientras que las negras
representan la expresion de insulina.

B. Grafica de correlacion entre el nUmero de copias de AIRE en el timo con respecto
a las de insulina

Correccion de los valores para la expresion del gen constitutivo GAPDH

84



RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSION I11

DISCUSION 111

INSULINA Y AIRE

La importancia del papel del timo en el establecimiento del equilibrio entre la
respuesta inmune y el reconocimiento de lo propio suscita intensas investigaciones
para esclarecer los mecanismos subyacentes de la tolerancia central.

Histéricamente se consideraba que la tolerizaciéon de los antigenos propios de
tejido, secuestrados (expresados especificamente en tejidos inmunoprivilegiados
como cerebro, testiculo) o expresados de una forma regulada/temporal debia
obedecer a mecanismos periféricos [157] y que sdlo los antigenos abundantes y que
eran accesibles a la circulacion sistémica podian ser tolerizados en el timo. El
descubrimiento de que células especializadas en el timo son capaces de expresar
autoantigenos [7, 158] de forma ectdpica o promiscua constituyé un punto de
partida para esclarecer los mecanismos moleculares de la tolerancia central.

La posible contribucion del gen de la insulina a la predisposicion genética de
la diabetes tipo 1 fue descubierta en 1984 por Bell et al [159] y posteriormente se
confirmd en estudios de analisis de ligamiento [160]. El locus IDDM2 contiene un
minisatélite de repeticiones en tdndem de numero variable VNTR que afecta la
transcripcion del gen de la insulina en el timo [126, 127] y por tanto regula la
disponibilidad del autoantigeno para ser tolerizado. La importancia de la expresion
promiscua de autoantigenos junto con la modulacion por parte de polimorfismos de
la expresion interindividual nos llevé a recomprobar en este trabajo el nivel de
expresion de insulina en el timo normal relacionandolo con los alelos VNTR.

En nuestro estudio comprobamos que éramos capaces de detectar mensajero
de insulina mediante RT-PCR en todas nuestras muestras, corroborando estudios
anteriores [126]. Debido al desequilibrio de union que existe entre los alelos VNTR y
el polimorfismo Pstl de la zona 3’ no traducida del gen de la insulina se establece
una forma indirecta de tipificacion las clases de estos minisatélites atendiendo a la
restriccion con la enzima Pst I. Tras tipificar 45 individuos por este procedimiento
indirecto comprobamos que las frecuencias alélicas en nuestra poblacion
concordaban con las publicadas anteriormente [124, 161] y que el genotipo mas

abundante es el homocigoto clase I/1, el que predispone a la enfermedad.

Cuantificamos la aportacion de cada alelo VNTR (clase Il vs clase I) a la
expresion total de insulina en los timos heterocigotos clase lll/clase | de nuestra
poblacion. Se realizd6 mediante dos técnicas diferentes (QC-PCR y PCR cuantitativa a

tiempo real), y confirmamos que la expresion de insulina en el caso de un
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cromosoma con alelo clase Il es superior al que produce un alelo clase I. En el

estudio incluimos el timo de un individuo con sindrome de Down donde es el alelo
de clase lll el que aporta menor transcripcion de insulina. En el sindrome de Down
la arquitectura del timo esta alterada y el microambiente cortical y medular esta
comprometido a nivel histolégico y funcional [162], por lo que no es extrafio
encontrar anormalidades en la expresion de autoantigenos en el timo. Se requeriria
un estudio sistemético con un numero importante de timos de pacientes con
sindrome de Down para llevar a cabo una relacion entre la elevada incidencia de
autoinmunidad en este sindrome con el nivel de expresion de antigenos en el timo.
En nuestro estudio encontramos variaciones interindividuales en la expresion
de insulina en el timo. Este hecho ya habia sido anteriormente documentado para el
gen de insulina y muchos otros genes relacionados con autoinmunidad. [7, 163].
Dentro del mismo genotipo heterocigoto clase Ill/clase | de alelos VNTR existen
variaciones en el nivel de expresion de insulina. Aunque s6lo hemos incluido un
ejemplo de cada genotipo homocigoto, podemos ver que la muestra homocigota
clase Il no es donde encontramos mayor expresion de insulina y en el caso del
homocigoto clase | tampoco es donde detectamos menor cantidad de insulina. Esto
nos lleva a pensar que existen otros factores ademas de los alelos VNTR los que

afectan a la tasa de transcripcion de insulina en el timo.

Los mecanismos por los que el minisatélite del locus IDDM2 afecta la
expresion del gen de la insulina estan todavia por definir. Se trata de un
polimorfismo en la regién promotora del gen pero no dentro de la region codificante
por lo que la proteina no sufre variaciones en cuanto a composicion pero si en
abundancia. Se han descrito factores de transcripcion capaces de reconocer las
repeticiones en tandem del VNTR. Pur-1 también llamada MAZ (myc-associated
protein) y ZF87 es una proteina zinc finger que es capaz de unirse al promotor del
los genes de rata insulina I, insulina Il y al minisatélite VNTR del gen de la insulina.
[164, 165]. La secuencia de las repeticiones en tandem del minisatélite tiene un alto
contenido en Guaninas, lo que posibilita la formacion de unas estructuras
cuaternarias del DNA, o sea, cuatro cadenas de DNA interaccionando. Se ha
postulado que las pequefias modificaciones a nivel de secuencia del minisatélite
podrian afectar a la eficiencia de unién del factor de transcripcion Pur-1 y que éste
modularia la transcripcion de insulina mediante el reconocimiento de las estructuras
cuaternarias de la region. [166]

Otra proteina zinc finger importante en el timo es el regulador transcripcional
AIRE (Autoimmune regulator). El gen AIRE es fundamental en el establecimiento de
tolerancia hacia diversos autoantigenos en el timo sobretodo los especificos de
tejido [167] ya que se ha visto que su transcripcion controla la expresion de un

grupo de genes expresados promiscuamente en las células epiteliales timicas.
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Mutaciones en el gen AIRE conducen al sindrome APS1 (autoinmune poliglandular

tipo 1) también llamado APECED (Autoimmune polyendocrinopathy candididasis
ectodermal dystrophy. El 18% de los afectados por este sindrome incluyen diabetes

tipo 1 en su manifestacion. [168]

En nuestro estudio nos propusimos encontrar una relacion entre la
transcripcion del gen AIRE y la expresion de insulina en el timo humano normal. Los
valores de transcripcion del gen AIRE fueron siempre superiores que los valores de
insulina correspondientes para cada individuo. Curiosamente, los niveles de insulina
y AIRE guardan una correlacion estadisticamente significativa (r=0.49 p=0.0154) en
cuanto a nimero de copias de mensajero, esto es, a mas expresion de AIRE mayor
expresion de Insulina en una manera dosis dependiente. Una critica posible estaria
derivada de la utilizacion de RNA procedente de tejido total para la cuantificacion de
la expresion en el timo dada la heterogeneidad de su composicion y a que la
expresion promiscua de antigenos en el timo estd a cargo de una subpoblaciéon
especializada [169]. La expresion del gen AIRE en el timo esta practicamente
restringida a las células epiteliales medulares y (en menor medida) a las dendriticas
[30] . La correlacion de expresion de insulina y AIRE se ha visto en todas las
glandulas estudiadas. Los experimentos han sido reproducibles por diferentes
meétodos de cuantificacion (QC-PCR y PCR tiempo real) y con diferentes extracciones
de RNA para cada muestra. La integridad del RNA y la normalizacion de las
muestras fueron cuidadosamente monitorizadas. Se usaron diferentes bloques de
cada timo y el estudio estad hecho con glandulas de diferentes edades que en teoria
tienen diferente proporcion de corteza y médula. Aun asi la correlacion sigue
manteniéndose. Todos estos hechos respaldan nuestros resultados. Un estudio que
apoya nuestros hallazgos es el realizado con el modelo murino de diabetes RIP-
mMHELX3A TCR donde se demuestra un efecto dosis dependiente de la expresion de
AIRE sobre el transgen HEL (hen egg lysozyme) y también el mismo efecto
cuantificando insulina y AIRE en el estroma timico [50]. Asi pues el mecanismo de
AIRE se basa en su participacion en la seleccion negativa de los precursores
autoreactivos de los genes que se sabe que controla la expresion. Sin embargo, no
todos los genes estan bajo el control del gen AIRE. Las células epiteliales medulares
de un raton K.O. para AIRE siguen expresando Proteina C reactiva y la

decarboxilasa del 4cido glutamico 67 [167].

Desconocemos el mecanismo concreto de accién que ejerce para modular la
transcripcion de otros genes. Es improbable una unién directa de AIRE a los
promotores de cada gen a regular mediante reconocimiento de una secuencia
comun, aunque se sabe que AIRE es capaz de unirse al DNA [170]. Se ha descrito

que AIRE interactua con el cofactor transcripcional CBP (CREB Binding Protein) [45].
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CBP es el coactivador de numerosos factores de transcripcion como NFkappaB, Jun,

Fos etc. y posee actividad HAT, histona acetiltransferasa. Recientemente se ha
demostrado que los genes que son expresados ectdpicamente en las células
epiteliales medulares del timo se distribuyen agrupados en los cromosomas (forman
clusters) [20]. De una forma aun mas precisa se ha llegado a concretar que los
genes que estan influenciados por AIRE se encuentran asociados en estos clusters
cromosomicos [51]. Todo ello nos lleva a la hipotesis de que AIRE es reclutado a
zonas concretas y que alli ejerce su funcion mediante la modificacion de la

cromatina asociado con diferentes proteinas en un complejo.

Nuestro estudio apunta hacia una relacion dosis dependiente de AIRE con
respecto a la expresion de insulina pero quedaria por resolver entre otros muchos
interrogantes si esta relacion es extensible a otros autoantigenos o moléculas
controladas por AIRE. Aunque se esta avanzando mucho en el descubrimiento de los
mecanismos moleculares que rigen el destino de la tolerizacién de los componentes
propios del organismo, todavia queda por esclarecer el escenario concreto de accion
del gen AIRE.
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1.1

1.2

2.1

2.2

2.3

CONCLUSIONES

SUBPROYECTO I

Hemos disefiado un procedimiento, que hemos denominado AU-DD
(AU-Differential Display), y que permite identificar genes con motivos
AU. Mediante este método hemos identificado genes desconocidos

previamente en las bases de datos.

La validez del método para identificar y aislar genes con motivos AU
con valor biolégico ha quedado demostrada mediante la clonacion de

genes como interleucina 2 y TNF alpha.

Mas del 90% de los genes seleccionados mediante el método

resultaron estar diferentemente expresados en estado de activacion.

Actualmente, hemos podido comprobar la identidad de los fragmentos
obtenidos de genes desconocidos analizandolos en las bases de datos.
Varios genes coinciden con el patron buscado de genes con valor
bioldgico, genes relacionados con citocinas, factores de transcripcion,

oncogenes, etc.

SUBPROYECTO 11

Hemos secuenciado el gen ZNF304, un gen con rasgos de factor de
transcripcion previamente desconocido en las bases de datos que fue

identificado mediante el método AU-DD.

ZNF304 pertenece a la familia de proteinas dedos de zinc con caja
KRAB subdominio A. El gen ZNF304 esta ubicado en el importante

cluster de genes de proteinas zinc finger del cromosoma 19

El gen ZNF304 se expresa sobretodo en tejidos linfoides, aunque su

expresion es ubicua.

La cinética de expresion de ZNF304 observada en células
mononucleares de sangre periférica aplicando estimulos de activacion
sigue un perfil bifasico con una rapida induccion a los 30 minutos y un

pico de maxima expresion a las 6 horas. El pico de maxima expresion

91



CONCLUSIONES

a las 6 horas coincide con el pico de expresion de las citocinas

estudiadas.

SUBPROYECTO 111

Se ha comprobado que los polimorfismos del promotor del gen de la insulina

podrian influir en el nivel de tolerancia central a través de su influencia en el

nivel de expresion en el timo

3.1

3.2

3.3

Las frecuencias alélicas del polimorfismo VNTR del gen de la insulina
en nuestra poblaciéon concuerdan con las publicadas anteriormente. El
genotipo mas abundante es el homocigoto clase I/1, el que predispone

a la enfermedad.

Detectamos expresion de insulina en todas las muestras timicas

estudiadas, aunque existen variaciones interindividuales.

La expresion de insulina de un cromosoma con alelo clase Ill es
superior al que produce un alelo clase I. Incluso pequefias variaciones
en el nivel de expresion de los autoantigenos en el timo influyen en la
eficacia de la delecion de precursores autoreactivos, por lo que la
descripcion de un mecanismo de control como el de los alelos VNTR es
importante para el entendimiento de la susceptibilidad provocada por

el segundo locus mas importante a efectos de predisposicion genética.

Los niveles de insulina y AIRE estan relacionados en cuanto a numero
de copias de mensajero. Hemos demostrado que los niveles de
expresion del gen AIRE influyen de forma directa y cuantitativa en los
niveles de expresion del gen de la insulina en el timo. La influencia
cuantitativa del gen AIRE sobre la expresion de autoantigenos en el
timo puede ser un fendmeno general del cual la tolerancia central

podria servirse.

Las variaciones interindividuales en la expresion de insulina no se
explican Unicamente por la influencia de los alelos VNTR de la regién
promotora del gen de la insulina. El control de la expresion de
autoantigenos en el timo que ejerce el gen AIRE podria modificarse
mediante la influencia de los alelos del locus de susceptibilidad
IDDM2.
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AU-Differential Display, Reproducibility
of a Differential mRNA Display Targeted to AU Motifs

Orlando Dominguez, Lidia Sabater, Yagoub Ashhab,
Eva Belloso, and Ricardo Pujol-Borrell

1. Introduction

AU-rich elements (AREs) are found in 3’ untranslated regions (3° UTR) of many
highly unstable mRNAs for mammalian early-response genes. The minimal AU
sequence core within the ARE is the heptamer WAUUUAW, although from a functional
point of view, several pentanucleotides clustered in close proximity are the key
sequence motif that mediates mRNA degradation (7).

Genes containing AREs are of potential biological and pharmacological interest
because they often code for inflammatory mediators, cytokines, proto-oncoproteins,
and transcription factors (2-5).

A targeted differential display named AU-motif directed display (AU-DD) is
described here. It allows the isolation of cDNA fragments from ARE-containing
mRNAs with minimal sequence information. AU-DD combines a high specificity
gained at the polymerase chain reaction (PCR) level with the advantages of direct
comparison between samples at different stages of activation to detect differentially
expressed genes (6,7).

Previous examples of targeted differential display have used longer and well-
conserved motifs from multigene families. These include zinc finger motifs (8,9),
plant MADS boxes (10), and motifs specific for heat shock proteins (11). They employ
longer conserved sequences (from 6 to 8 codons) to design primers that can predictably
work well on PCR.

The PCR step of AU-DD uses primers which contain two distinctive domains, a
double AU motif at the 3" end (AU?2 in short) and a guanosine rich 5" (Table 1). This
primer core sequence is previously incorporated as a 5" tag in the retrotranscription
primer (see below). The 5" domain configures a sticky anchor that increases Tm and
stabilizes primer annealing whereas the 3’ confers motif specificity. Both 5" and 3’
domains contribute in a cooperative way to primer annealing. When the natural primer-
binding site was identified on cloned products, it was always found to be a true AU-rich
site. The use of the AU2 domain-based primers does not restrict; however, the spectrum
of amplified mRNAs to clustered AU-pentamer containing genes. In fact, cDNAs

From: Methods in Molecular Biology, Vol. 226: PCR Protocols, Second Edition
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Primer Sequences for Both AU-DD and Control Genes

Protocol Primer Designation

Sequence

(A) Retrotranscription (RT) and PCR Primers Used in AU-DD

1 G7AU2dT (RT) GGGGGGGTATTTATTTA(ACGT)TTTTTTTTT
TTTTTT(ACG)
2 G7AU2 GGGGGGGTATTTATTTA
G7AU2A GGGGGGGTATTTATTTAA
G7AU2C GGGGGGGTATTTATTTAC
G7AU2G GGGGGGGTATTTATTTAG
G7AU2T GGGGGGGTATTTATTTAT
3 GTGAU2dT (RT) GGTGGGTGGTATTTATTTA(ACGT)TTTTTTT
TTTTTTTT(ACG)
4 GTGAU2 GGTGGGTGGTATTTATTTA
GTGAU2A GGTGGGTGGTATTTATTTAA
GTGAU2C GGTGGGTGGTATTTATTTAC
GTGAU2G GGTGGGTGGTATTTATTTAG
GTGAU2T GGTGGGTGGTATTTATTTAT
(B) Primers Used in Control PCR Experiments
IFNo (J00207) IFNo513s GGCCTTGACCTTTGCTTTA
IFNo915as CTTCATCAGGGGAGTCTCTGT
GAPDH (M33197) GAPDH19s TCTTCTTTTGCGTCGCCAG
GAPDH390as AGCCCCAGCCTTCTCCA

(A) 1 and 3 are alternative retrotranscription (RT) primers; 2 and 4 list two series of PCR primers com-
patible with RT primers 1 and 3, respectively. (B) Specific primers for IFNA and GAPD, respectively.

carrying single AU motifs were often amplified, and only 15% of cloned cDNAs
contained a complete double AU element (12).

On its part, the reverse transcriptase primer incorporates a significant feature by
including the PCR primer as a 5" tag. This allows the use of a single primer in the
PCR, providing the possibility of a fine titration of the annealing temperature to
avoid primer artifacts generated when two oligonucleotides are used in low stringency
conditions.

The cDNA is synthesized from total RNA trying to ensure initiation from true
poly-A tails of mRNA, which is not always easy. With our protocol, only 8% of cloned
products lacked the poly-A tail (12).

For two mRNA species to be effectively sampled by DD, the following two condi-
tions are critical: (1) comparable amounts of template must be used and (2) cDNA
concentration must be above a threshold to obtain reproducible results. During all
the initial processes, RNA concentration and integrity and the absence of contaminat-
ing DNA has to be monitored carefully. Even trace amounts of genomic DNA can
significantly alter the final profile, yielding fake products and turning the technique
unreliable. RNA should be checked for quantity and integrity both after purification
and after DNase treatment. The use of good-quality DNase does not guarantee the
removal of all DNA, and this process requires also monitoring. The assessment of
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DNase treatment efficiency and titration and normalization of cDNA samples were
performed by PCR as described (12).

In general, it is always easy to get amplification products. However, this does
not guarantee that those products are specific and reproducible. When the cDNA
concentration is below a minimal threshold, the final products belong to nonspecific
templates that were selected and amplified. This is why both minimal amounts of RNA
to be retrotranscribed and cDNA normalization are fundamental. The minimal amount
ensures that specific targets can be easily found and selected during the first cycles
of PCR, and the normalization ensures that DD profiles between samples activated
and resting can be compared.

The major procedures described in the protocol refer to RNA preparation and DNase
treatment, cDNA synthesis, AU-DD, and confirmation of differential expression.

2. Materials

In general, any reagent of analytical grade was considered of sufficient purity for
general procedures, such as electrophoresis or initial stages of RNA purification.
Otherwise, reagents added to enzymatic reactions or intended to dissolve RNA were of
molecular biology or ultrapure grades.

2.1. RNA Preparation

1. Lysis solution: GCS (Guanidinium thiocyanate (GuTh), Citric acid, Sarkosyl) is a
modification of Sacchi and Chomczynski solution D (14), that is, 4 M GuTh, 50 mM
sodium citrate (citric acid adjusted to pH 3.8 with NaOH), and 0.5% Sarkosyl. The solution
can be stored for up to no more than 1 mo at 4°C.

2. Double-distilled phenol (Sigma). Phenol was saturated and equilibrated in ultrapure water
and treated with 8-hydroxyquinoline (Sigma) (13) yielding unbuffered acidic phenol
(pH 4 to 5). Aliquots containing a water overlay were dispensed in sterile polypropylene
tubes and stored frozen at —20°C. After thawing, they were kept at 4°C and discarded
after 2 wk.

3. Complete Lysis solution (GCSMP): Mix GCS containing beta-2 mercaptoethanol up to 2%
with 1 volume of acidic phenol to give GCSMP immediately before use.

4. Phase lock heavy gel (PLG, Eppendorf) stored at room temperature.

5. Glycogen as coprecipitant (Roche Molecular Biochemicals) stored at —20°C.

6. Chloroform:isoamyl alcohol: Chloroform should be mixed with isoamyl alcohol in a
proportion of 98:2 v/v (CI), respectively, in a Pyrex bottle with minimal air volume
and kept at 4°C.

7. DNAse I RQ1 from Promega at 0.2 U/uL in a solution containing 10 mM Bis-Tris-HCI,
pH 6.5, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 5 mM DTT, and 1 U/uL RNAsin.

8. RNasin Ribonuclease Inhibitor (40 U/uL) from Promega stored at —20°C.

9. Ethanol 96% and 75%.

10. 3 M Potassium Acetate pH 5.0 (KAc).
11. Isopropanol.
12. Guanidinium thiocyanate (4 M) in water.

2.2. cDNA Synthesis and Further Treatment

1. Reverse transcriptase: SuperScript II RNase H- (Gibco-BRL). Store at —20°C.
2. dNTPs (Amersham Biosciences) at 10 mM each.
3. RNasin Ribonuclease Inhibitor 40 U/uL from Promega (Madison, WI) stored at —20°C.
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4. Oligonucleotides used as reverse transcription primers (HPLC purified; Genset, Paris,

France) are listed in Table 1. There are two variants used in independent but complementary

experiments, G7TAU2dT and GTGAU2dT.

RNase H (Gibco BRL) stored at —20°C.

Qiaquick PCR purification kit columns (Qiagen).

7. EE (10 mM EPPS), 0.1 mM EDTA, pH 8.2 adjusted with 0.1 N NaOH was used throughout
as a general elution/dilution solution.

8. Reagents for agarose gel electrophoresis.

9. GAPDH primers (see Table 1).

SN

2.3. AU-DD

1. o-3?P-dATP at 3000 Ci/mmol/DuPont NEN.

2. Platinum 7aq DNA polymerase (Gibco-BRL).

3. PCR buffer 1x: 10 mM Tris-HCI, pH 8.8, 1.5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 0.1% Triton
X-100.

4. dNTPs at 2 mM.

AU-DD primers are listed in Table 1.

6. For confirmation of differential expression by standard PCR, specific primers were
derived from sequences of cloned AU-DD products with the program Oligo v5.0 (National
Biosciences Inc.) to have a Tm of 63 to 65°.

e

2.4. Gel Electrophoresis

S2 GibcoBRL electrophoresis apparatus for 0.8-mm thick gels.
40% (38:2) Polyacrylamide-bispolyacrylamide (Serva, Germany).
TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylethlenediamine).

10% Ammonium persulfate.

Whatman 3 MM paper (gel blotting paper).

TBE buffer (89 mM Tris Base, 89 mM boric acid, 1 mM EDTA).
20% methanol-10% acetic acid.

NV AE WD =

3. Method
A schematic representation of AU-DD method is shown in Fig. 1.

3.1. RNA preparation (see Note 1)

la. Solid tissue is pulverized in liquid nitrogen with mortar and pestle (see Note 2).

1b. Cultured cells are pelleted at 800g for 5 min at 4°C, and put on ice as dry pellets.

lc. For culture flasks with adherent cells, decant, rinse with ice-cold phosphate-buffered saline
and decant by aspiration.

2. Add GCSMP in a proportion of 2 mL per 50 mg of tissue or 107 cells.

3. Homogenize lysates at 25,000 rpm for 30 s with a mechanical homogenizer (Ultraturrax
T25, Ika) to ensure both lysis and a complete DNA shearing. Stand for 2 min at room
temperature (see Note 3).

4. Add 0.4 volumes of CI (chloroform:isoamyl alcohol) with respect to the complete lysis
solution—including phenol volume—and shake energetically for 10 s.

5. Pour on a prepacked PLG tube. Empty prepacked PLG tubes are 14-mL PPN round-bottom
centrifuge tubes containing 1.5 mL of PLG-heavy and centrifuged 2 min at 1500g; it
should then be left for 10 min on ice.

6. Spin 10 min at 2000g on bench-top centrifuge with swinging bucket rotor. Save upper
aqueous phase to high speed tubes and discard PLG interphase and bottom phase.
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5 JRNA

1 AU
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Fig. 1. Schematic representation of AU-DD. (1) Retrotranscription. Dotted line represents
mRNA template. The RNA molecule at the top contains an AU-rich sequence (AU) and a poly-A
tail. G-AU2TTTTTYV represents a generic RT primer, with a 5" anchor of rich on Guanosines,
an AU2 sequence and an oligo(dT). (2) First round of PCR with a single primer GNAU2. (3)
Final products of AU-DD amplification.

7. Precipitate by mixing with 1 volume of isopropanol. Incubate 1 h at —20°C and centrifuge
30 min at 10,000g. Wash with 75% ethanol.

8. Dissolve pellets in 4 M guanidinium thiocyanate. Use at least 0.2 volumes of the lysis
solution used initially. Heat if necessary (pulses of 5 min at 60°C) until there are
not pellet particles left in solution. Be careful because the pellet particles become
transparent and it is difficult to see them. Coprecipitant may be incorporated here adding
1 uL of glycogen (20 mg/mL) and mix.

9. Repeat the precipitation step with isopropanol (9).

10. Wash with 75% ethanol. Dissolve in ultrapure water. The volume of water depends on the
RNA concentration desired. Typically, 50 puL is appropriate to run out all the following
experiments.

11. Total RNA concentration is measured by spectrophotometry and gel electrophoresis. Not
less than 3 pg (see Note 4) or up to 50% of RNA prep is DNase I treated (next step) in a
separate tube, storing the other half as backup or for other purposes at —80°C after mixing
with 3 volumes of 95% ethanol (see Note 5).

12. RNA integrity and concentration is assessed by titration using Escherichia coli TRNAs
(Sigma) as standard in 1% TBE agarose gel electrophoresis and ethidium bromide staining
(13). Different concentrations of commercial E. coli TRNAs (800, 400, 200 ng) are
compared in intensity with different dilutions of the RNA sample.

13. Typically, 5 to 10 ug of total RNA (see Note 6) is incubated at 0.25 pg/uL with DNAse I
for 30 min at 37°C. One microliter is then taken to check the absence of DNA (see
Note 7).

14. RNA is precipitated by adding 0.1 volumes of 3 M KAc, pH 5.0; 1 uL of glycogen; and
3 volumes of 95% ethanol (see Note 8). After standing for 5 min at room temperature,
the pellet is recovered by 10 min of centrifugation in a microcentrifuge at 10,000g and
washed in 75% ethanol (see Note 9).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

Fig. 2. cDNA normalization for their concentration in GAPDH gene. Lanes 1, 3, 5, and

7 cDNA diluted 1:5 are different samples and. Lanes 2, 4, 6, and 8 are the respective cDNA
diluted 1:50. Lane 9 is a PCR-negative control.

3.2. cDNA Synthesis and Further Treatment

1.

A single reverse transcription with any of the two RT primers shown in Table 1 (G7AU2dT
and GTGAU2dT) produced cDNA for a complete set of AU-DD reactions with matching
PCR primers. These two different RT primers are anchored oligo(dT) s primers with a 5" tag
that accommodates the sequence of any of the AU-DD primers that will be used at the PCR
step. The tag defines the particular RT primer and the set of AU-DD primers to be used. The
15 T stretch was found to anneal more specifically on poly-A tails at the conditions used
than others of 25 or longer. The tag was designed with the intention of generating the
weaker secondary structure as possible. Standard oligo(dT),s was used to retrotranscribe
control RNA samples (Jurkat and U937). First-stranded cDNA was prepared with
Superscript II (Gibco-BRL) following manufacturer instructions with minor modifications
indicated below.

2. DNase treated total RNA (2-3 ng) in water and 10 pmoles of the chosen RT primer (Table 1)

for a reaction volume of 20 UL were denatured at 72°C for 3 min on a PCR machine and
chilled on ice for 1 min (see Note 10).

3. The other reagents for a reaction volume of 20 puL except the enzyme are supplemented

at room temperature (see Note 11). Annealing was allowed to proceed for 10 min at
room temperature.

4. 200 U SuperScript II (Gibco-BRL) were then added and the mixture was incubated for

1 hat 42°C.

5. Reverse transcription was stopped by heating at 90°C for 2 min and RNAse H was used as

recommended by its supplier (Gibco-BRL). 1.8 U RNase H, 20 min at 37°C.

6. To validate cDNA synthesis, normalization was performed by amplifying 1:10 and

1:500 cDNA dilutions for GAPDH in a 25-cycle PCR adjusted to an annealing temperature
of 60°C (primers in Table 1B). Product concentration was estimated by visual inspection
of ethidium bromide stained gels, and cDNAs were normalized by dilution according
to their GAPDH equivalents if required. Typically no adjustment was needed (Fig. 2,
see Note 12).

7. Free nucleotides and primer were washed out in Qiaquick columns (Qiagen). cDNA was

eluted in 50 UL of EE. The eluates were used directly in AU-DD.
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Fig. 3. Typical AU-DD gel. Results from adherent monocytes by using a single PCR (not
nested) are shown. Lanes 1 and 2 show fingerprints from activated cells. Lanes 3 and 4 show
resting cells. Net cDNA was used for lanes 1 and 3 and diluted (1:5) for 2 and 4. Arrows signal
fragments from differentially expressed genes.

3.3. AU-DD

At this stage, there are two desalted cDNA samples ready to be compared, the
experimental and the control. Every reaction on a template is made in duplicate to
detect variability caused by the sample concentration only. In this way, two cDNA
concentrations, net and 1:5, are used in independent PCR tubes with otherwise identical
primer and conditions (see Note 13). Reactions are prepared for 10-uL volumes and
contain 2 UL of cDNA, primer at 3 uM (1.5 uM in nested reactions as proposed in
Note 13), 10 mM Tris-HCI, pH 8.8; 1.5 mM MgCl,, 50 mM KCl, 0.1% Triton X-100,
dNTPs each at 0.2 mM (see Note 14), 0.25 uL of 0-3?P-dATP and 50 mU/uL Platinum
DNA polymerase (see Note 15). Reactions are run in a PTC-100 thermocycler (MJ

Research) for 40 cycles with the following profile: 94°C for 40 s; 42°C for 1 min,
20 s; and 70°C for 40 s.
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3.4. Gel Electrophoresis

1. AU-DD products (2 uL) are mixed with nondenaturing DNA loading buffer and separated
in native 0.8-mm thick, 6% TBE polyacrylamide gels at 12 V/cm. Voltage was chosen
such that it did not generate higher temperature than 45°C during the run to avoid heat
denaturation. Every set of four reactions coming from the same cell line, both resting and
activated, and at each of the two cDNA concentrations are run in adjacent lanes.

2. Gels are fixed in 20% methanol: 10% acetic acid for 30 min before drying under vacuum
at 80°C about 1 h with a Whatman 3 MM as support and autoradiographed as for standard
sequencing gels (13, see Note 16).

3. Individual bands (Fig. 3) are selected when unique or more intense in activated cells
(see Note 17).

4. The autorad is clamped against the dried gel by superimposing background signals with
corresponding well line and gel edges. Edges of selected bands are punctured through the
autorad with a hypodermic needle, leaving a mark in the dried gel. Gel slices containing
those bands are cut out of the dried gel with a sterile scalpel knife.

5. Dried gel pieces are rehydrated in 0.2 mL of EE for 3 h at 50°C. A further 1:20 dilution in
EE was used as template for reamplification by 40 cycles of PCR and subsequent cloning.

3.5. Confirmation of Differential Expression

To confirm the differential expression, a semiquantitative RT-PCR was performed
(Fig. 4, see Subheading 2.3., step 6). Specific PCR primers to the selected fragments
were derived from the fragment sequences and were used in 40 cycles of PCR with
paired resting and stimulated cDNAs. These cDNAs are normalized as described above,
under Subheading 2.2., step 5.

4. Designing a Primer Directed to AU Motifs

A variety of AU-DD primers directed to single AU motifs were tested in preliminary
experiments (not reported here). Their poor specificity and performance led us to design
oligos with double AU pentamer motifs, which are often found in rich AU containing
3’UTR of tightly controlled genes.

AU-DD features reside in those specially designed primers that were used from
reverse transcription to PCR. Results from experiments using two primers which differ
in their 5" anchors are presented: GTGAU2 and G7AU2 (Table 1). The 5" anchors
influence the annealing to natural AU containing sites and, therefore, the array of
cDNAs that are selected and amplified during the PCR. In this way AU2 primers with
different 5" anchors sample distinct subsets of genes.

The correctness of the rationale on the primer design was demonstrated in experi-
ments which used an interleukin (IL)-2 gene fragment containing the AU2 sequence as
template. In otherwise similar conditions the GTGAU?2 primer allowed the detection of
103 times less molecules of IL-2 cDNA than G7AU2 (not shown). A better anchoring
of GTGAU?2 on IL-2 does not necessarily imply that it also anneals better on other
cDNAs. Therefore, both primers were used in parallel experiments, as other anchors
can be tested, to increase the number of genes sampled.

To keep structural simplicity, anchor domains containing only G or G and T were used,
but variations can be expected to work as well as long as primer Tm is maintained.

In an attempt to increase the affinity of the anchor, we tested inosine containing
primers in different sequence configurations. When used alone, these primers reduced
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Fig. 4. Confirmation of the differential expression by specific RT-PCR (primers derived from
sequences of cloned AU-DD products) in agarose gels of a few AU-DD fragments taken as
examples. Odd lanes are from activated cells and even lanes are the counterpart resting cells.

the system sensitivity and reproducibility on the IL-2 cDNA. However, when used to
supplement standard primers, a small but consistent gain in the number of products
obtained from total cDNA was noticed, even when sensitivity to the IL-2 standard was
not improved (not shown). Profile reproducibility among replicas was excellent for the
primers and conditions described.

5. Notes

1. Different RNA preparation methods were examined in function of copurifying RNase
activities, contaminating DNA, and yield. Ultracentrifugation in Cs salts (CsCl, CsTFA)
gave an acceptable low level of DNA, but it was discarded because of its relatively
poor yield. Phase lock heavy gel was found to improve both the yield in RNA and the
partitioning of the genomic DNA to the lower phenolic phase. The single step acid-phenol
method (14) was used with minor modifications intended to ensure RNA integrity and
an efficient removal of both RNase activities and of contaminating genomic DNA. The
procedure is described since this latter factor is considered relevant to the main method.

2. Fresh tissue is snap frozen in liquid nitrogen and then stored at —80°C or lower until
needed. Ceramic mortar is precooled by pouring on it liquid nitrogen where pestle is
submerged; it is advised to wear gloves during this procedure. Initial bubbling will cease
when the tool is cool enough. Then, the tissue is submerged and ground till reduced to
a powdered state. The remaining liquid nitrogen is left to evaporate until the tissue is
just wet, like a paste. Then, it is poured to a polypropylene 50-mL conical centrifuge
tube. As soon as the tissue starts looking dry, add the lysis solution, mix by vortexing
and homogenize.
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3. If the container is not a polypropylene (PPN) tube, transfer lysates to a PPN centrifuge tube.
Choose the tube so that the lysate volume is not larger than one third of its capacity.

4. Because lower RNA amounts negatively affect the reliability of DD techniques, not less
than 3 pg are processed.

5. The RNA concentration in the storage ethanol solution is one fourth of the original
concentration before adding the alcohol. In absence of salts, this solution forms a relatively
uniform suspension of RNA, which is easy to pipet. To recover an aliquot, transfer the
volume that contains the desired amount to a fresh tube. Supplement and mix with both
coprecipitant (glycogen) and 0.1 vol of KAc, pH 5.0. Store an additional hour at —-80°C
and gather the sediment by centrifugation at 12,000g. After a single wash in 75% ethanol,
the pellet is ready for any downstream application.

6. To assure a complete removal of contaminating DNA, trial tests were performed. RNA
from human thymus, which copurifies with relatively high content of DNA, was used for
these assays. The best conditions were found when RNA (substrate) and DNase (enzyme)
were kept as described.

7. The absence of residual contaminating DNA was demonstrated by the failure to amplify
the genomic locus of interferon-o., a multicopy gene, by PCR. A program of 40 cycles with
an annealing temperature of 60°C was performed, with primers at 1 UM and reaction in
10 puL (primers in Table 1). The inclusion of negative controls to test for PCR contamination
is advisable. If DNA is detected, the DNAse-treated RNA sample is discarded.

8. After DNase treatment, ethanol precipitation is apparently enough to inactivate any
significant DNase activity without the need of any further treatment such as phenol.

9. The RNA pellet can be stored indefinitely in this wash solution of 75% ethanol. It is
left there before reverse transcription until it is confirmed by PCR that no residual DNA
contamination has survived (see Note 7).

10. Total RNA was always used because poly A selection from low amounts (tens of micro-
grams) of RNA was found inappropriate. The overall losses were significant, and an
unquantifiable amount made the DD unreproducible and difficult to normalize.

11. Given the 3’ location of the AU motifs there was a special interest in retrotranscribing true
3’ ends. The separate step of annealing at room temperature was found to reduce primer
extensions from false poly A tails.

12. In this setting, the 1:500 dilution always gives comparable results among samples; 4 UL
checked by electrophoresis usually contains 5 to 10 ng of GAPDH amplimer.

13. Because it is of interest to sample as many genes as possible different conditions are used
side by side to increase throughput. Limited sample availability can also benefit from
these variations. Primers of the series G7AU2 (Table 1) are used on cDNAs initiated
from G7AU2dT. Similarly, GTGAU2 primers are more efficient on cDNA primed from
GTGAU2dT. Both types of primers give different profiles, and different designs of the
nonspecific 5" domain also give different patterns. Proposed variations of conditions for a
given cDNA to yield different profiles are as follows: (1) use the five primers of any series
in 40 cycles of a single round of PCR; (2) run first a nonradioactive PCR of 30 cycles with
either G7AU2 or GTGAU?2, then dilute products 1:50 and run a series of nested PCR of
30 cycles with the remaining four inner primers (G7AU2N or GTGAU2N) in four separate
radioactive reactions; (3) reduce the concentration of cold dNTPs; (4) change the reaction
buffer (different profiles can be achieved just by changing the Mg concentration in 1 mM
differences); (5) combine any of these conditions.

14. A cold ANTP concentration of 0.2 mM on radioactive reactions gives stronger signals and
lower background than lower concentrations.
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15.

16.

To reduce artifacts, it is important to use some hot start techniques or a preblocked
polymerase. Some brands offer this kind of product. Those products that require extra
PCR cycles for activation have been avoided. Note that different polymerases can also
give different band patterns and sensitivity.

Although even when fixed and washed radioactive gels still tend to give background
signals on the autorad that assists the orientation, it may be preferred to use luminescent
labels (such as the Glogos labels from Stratagene) for this purpose.

. According to the scientist’s interests, genes that are downregulated in experimental samples

might also be of major interest. They would be isolated from the control sample since its
concentration there would be higher.
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El timo es una glandula conocida de antiguo, ya figuraba en
las descripciones clasicas de Galeno (siglo 11 d.C.) y poste-
riormente en las de Vesalio (siglo xv), donde se la considera-
ba una estructura destinada a proteger los vasos, en espe-
cial la vena cava superior. A pesar de ser anatdbmicamente
facil de reconocer, su funciéon ha sido un misterio hasta
tiempos recientes. No fue hasta 1961 cuando el inmunolo-
g0 australiano Miller, al demostrar el efecto devastador de la
timectomia sobre el sistema inmunitario, aport6 la primera
nocion de cual es su funcién!. En los afios siguientes se
aclar6 el papel del timo como 6rgano esencial para la
maduracién de los linfocitos y se constatd que éste es un
proceso curiosamente ineficiente, ya que menos del 5%
de los timocitos (nombre que se aplica a los linfocitos del
timo) acaba siendo linfocitos T circulantes. Poco después su
compatriota Burnet, el autor de la teoria de la seleccién clo-
nal, propuso que el timo es donde se eliminan los linfocitos
no Utiles o peligrosos antes de pasar a la circulacion?, y esto
explica en parte la mortandad celular. Mas de 20 afios fue-
ron necesarios para que resultara técnicamente posible de-
mostrar la eliminaciéon de linfocitos autorreactivos en el
timo, demostracion que corri6 a cargo de Kappler y Marrack
en 19873. Los experimentos de estos autores fueron amplia-
dos por el grupo de Von Boehmer y por otros muchos inves-
tigadores que utilizando ratones transgénicos pusieron de
manifiesto la implicacion de las moléculas de histocompati-
bilidad (HLA en el ser humano) en la maduracion y selec-
cién de los timocitos®.

Al conjunto de procesos de maduracion que sufren los linfo-
citos se le denomina «educacioén timica», pues no se trata
meramente de eliminar las células potencialmente peligrosas
por su autorreactividad, sino de una auténtica «programa-
cion» del conjunto funcional formado por los linfocitos T para
que reconozcan y se activen cuando entren en contacto con
agentes infecciosos, pero no cuando encuentren antigenos
propios. Actualmente se admite que los timocitos sufren un
proceso de doble seleccion que se podria esquematizar del
siguiente modo: protimocito — seleccién positiva (de las cé-
lulas capaces de interaccionar con HLA propio) — timocito
maduro — seleccion negativa (de las células que reconocen
antigenos propios con alta afinidad) — salida a periferia.

Una observacién clinica singular ha confirmado el papel
crucial del timo en el desarrollo del sistema inmunitario hu-
mano: el llamado sindrome de DiGeorge, una entidad clini-
ca en que la agenesia del timo da lugar a una forma selecti-
va de inmunodeficiencia con ausencia de células T que se
puede subsanar mediante el trasplante de timo®.
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Curiosamente, los posibles fallos de esta funciéon fundamen-
tal del timo, el establecimiento de tolerancia a los antigenos
propios, sélo se han relacionado directamente con la autoin-
munidad (fallo de la tolerancia) en el caso de la miastenia
gravis, una enfermedad autoinmune poco frecuente. El dato
que mas ha contribuido durante muchos afios a pasar por
alto el importante papel del timo en las enfermedades au-
toinmunes es la deteccion de linfocitos autorreactivos en in-
dividuos normales®®, de lo que se deducia que no podia ser
la eliminacién de linfocitos T autorreactivos el mecanismo
normal de proteccion contra el desarrollo de enfermedades
autoinmunes. Este razonamiento no se sostiene porque las
técnicas disponibles cuando se realizaron las observaciones
que lo sustentan no permiten valorar la afinidad ni la ca-
pacidad efectora de las clonas autorreactivas. Sélo en los Ul-
timos afios se ha podido constatar que existen diferentes
caracteristicas funcionales dentro de los linfocitos T autorre-
activos que determinan su capacidad patogénica. A pesar
de ello, el concepto de que existe una capacidad uniforme
de desarrollar autoinmunidad no ha desaparecido del pen-
samiento inmunologico.

Por otra parte, durante los Ultimos 15 afios se ha progresa-
do mucho en el conocimiento de los mecanismos de regula-
cién de la respuesta inmunitaria en cuanto al perfil de cito-
cinas (Thl frente a Th2), de control de su expansion
(muerte inducida por activacién) o de compartimentaliza-
cion (migracion y recirculacion), y se han estudiado nume-
rosas lineas de ratones mutantes (transgénicos y esponta-
neos) en los que la anulacién de genes que intervienen en
estos procesos conduce al desarrollo de enfermedades au-
toinmunes!®. Algunas de estas observaciones se han podido
validar en el ser humano; por ejemplo, se ha demostrado
que un defecto en el gen fas, que normalmente previene la
expansion continuada de la respuesta inmunitaria, conduce
a una enfermedad autoinmune, el sindrome autoinmune
linfoproliferativo o sindrome de Canale-Smith®. Esta enfer-
medad se ha constituido en paradigma de los procesos au-
toinmunes tipo lupus que se presume son consecuencia de
fallos en los mecanismos de regulacion de la respuesta in-
munitaria después del contacto con el antigeno rev!'l. Sin
duda todo ello ha contribuido a excluir el posible papel que
desempefia el timo en la patogenia de las enfermedades
autoinmunes.

Sin embargo, muy recientemente una serie de observacio-
nes ha situado de nuevo al timo en el centro de atencion en
la investigacion en autoinmunidad.

Estudios sistematicos han refutado la creencia de que el
timo se atrofia rapidamente después del nacimiento y care-
ce de funcién a partir de la primera infancia. De hecho el
tejido timopoyético se reduce de forma muy paulatina, a ra-
z6n de un 3% por afio hasta la edad media de la vida y lue-
go a menos del 1% anual, de lo que se deduce que la pér-
dida total se produciria a los 105 afios'?. La capacidad del
timo de reactivarse se pone de manifiesto a veces en el tras-
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plante de médula 6sea con inmunoablacién'® y en los pa-
cientes con sida que inician un tratamiento antirretroviral de
gran actividad (TARGA), situaciones ambas en las que in-
cluso se puede apreciar un aumento de tamafo radioldgico
que se correlaciona con una evolucién favorable!4. Estas ob-
servaciones han podido ser corroboradas de forma mas pre-
cisa mediante una nueva técnica que permite valorar la fun-
cionalidad del timo: la determinacion de TREC (T cell
receptor excision circles). Son moléculas circulares de ADN
gendmico que se generan en los linfocitos T durante su ma-
duracién en el timo como consecuencia de un proceso ex-
clusivo de estas células, el reordenamiento de los segmen-
tos génicos que codifican el receptor de antigeno (TCR). Los
TREC permanecen en el nlcleo como episomas sin posibili-
dad de duplicarse y se pueden cuantificar mediante la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR)™. Si se mantienen
estables otros parametros como la vida media y el tiempo
de division celular, la proporcion de células T que contienen
TREC refleja la fraccién que ha salido recientemente del
timo, los llamados recent thymic emigrants. Asi se ha podi-
do demostrar la relacion entre la funcion timica, la edad del
individuo®® y el grado de reconstitucion inmunolégica tras
trasplante de médula 6sea o TARGA.

Otro concepto que ha cambiado es el de que la funcion ti-
mica es solo importante para mantener un grado béasico de
tolerancia central a antigenos hemopoyéticos y ubicuos. En
modelos murinos se ha visto que a partir de cierta propor-
cion de células autorreactivas se desarrolla un cuadro au-
toinmune, aunque las células vayan dirigidas contra un anti-
geno periférico confinado, por ejemplo, a los islotes de
Langerhans y no haya un proceso inflamatorio concomi-
tante!®. Por tanto, la proporcion y calidad de las células au-
torreactivas si son un factor importante en las enfermeda-
des autoinmunes y un factor que depende béasicamente de
la funcién timica. Ello lleva a una propuesta muy simple
acerca de cuando se producen las respuestas autoinmunes:
cuando en un determinado lugar concurre un numero sufi-
ciente de células autorreactivas con una afinidad suficiente
y en un micromedio en el que se estimulan las células ac-
cesorias: dendriticas y macrofagos. Probablemente las con-
tribuciones de estos tres factores pueden compensarse en-
tre si. Se trata, pues, de una reformulaciéon de la maxima
detectivesca de que para que el delito se produzca deben
concurrir el movil, la oportunidad y los medios.

Para poder mantener un grado apropiado de tolerancia a los
antigenos periféricos, el timo precisa una representacion in-
terna muy completa de los antigenos propios, algo que has-
ta recientemente se consideraba muy improbable. Varios la-
boratorios!'’-1°, entre ellos el nuestro, han demostrado que el
timo sintetiza una amplia variedad de antigenos del cuerpo
humano, incluyendo algunos clasicamente considerados
como secuestrados. Seria una version inmunolégica intrati-
mica del homunculo de Broca, y ha sido denominado ex-
presion «promiscua» de genes® y considerado una propie-
dad de ciertas poblaciones de células timicas. El analisis de
la expresion de autoantigenos periféricos, especialmente
endocrinos y neurales, en el timo ha desvelado ademas un
nivel de complejidad considerable que puede explicar por
qué en ciertas situaciones la respuesta inmunitaria va dirigi-
da selectivamente contra epitopos muy seleccionados de un
antigeno complejo. Aunque se exprese, un antigeno puede
sufrir en el timo un procesamiento de su ARNm diferente
del que sufre en periferia, dejando excluido del proceso de
induccion de tolerancia a algunos epitopos. Este es el caso
de la proteina proteolipidica (PLP), principal componente de
la mielina y un antigeno importante en la esclerosis multi-
ple. En la encefalomielitis autoinmune experimental (modelo

de la esclerosis multiple) se ha observado como la respues-
ta autoinmune va dirigida Unicamente a los epitopos no ex-
presados en el timo. En el caso de IA-2 (ICA-512 o antigeno
del islote pancreatico 512) varios epitopos diana para la dia-
betes tipo 1 no se han encontrado expresados en el timo y
si en islotes pancreaticos. Este «escape» selectivo de ciertos
epitopos de los autoantigenos podria ayudar a comprender
la asociacion de las enfermedades autoinmunes con ciertos
alelos del sistema HLA; serfan los alelos que presentarian
més eficientemente los péptidos no tolerizados?!.

Otro aspecto complejo, pero de sumo interés, es la variacion
interindividual en los valores de expresion de los autoantige-
nos en el timo y su posible relacion con susceptibilidad a
enfermedades autoinmunes. EI ejemplo mejor documenta-
do es el del gen de la insulina y la predisposicion a presen-
tar diabetes tipo 1. A mediados de la década de 1980% se
detect6 una asociacion significativa entre la region cromosoé-
mica del gen de la insulina y la diabetes, pero no se pudo
explicar por anomalias estructurales en el gen (primero se
asocié erréneamente con la diabetes tipo 2 y sélo posterior-
mente con la tipo 1). Afios después se localizo el alelo pre-
disponente en la regiéon del promotor del gen, concretamen-
te en una zona altamente polimdrfica que contiene un
numero variable de secuencias repetitivas. La posible in-
fluencia de esta zona sobre la transcripcion fue una opcién
repetidamente valorada, pero no fue hasta que se demostré
gue una categoria de alelos determina un nivel elevado de
transcripcion de insulina en el timo cuando se pudo aventu-
rar una hipotesis patogénica: la proteccién se deberia a una
maés eficaz induccién de tolerancia a la insulina en el timo?®.
En nuestro laboratorio hemos confirmado el efecto de los
polimorfismos del gen de la insulina sobre su nivel de ex-
presion timica (Sabater et al, datos no publicados) pero,
mas importante aun, hemos constatado que la variabilidad
del nivel de expresion se produce en otros genes de autoan-
tigenos?®?4, De hecho hemos podido definir tres patrones de
expresion de autoantigenos en el timo: constitutiva, ligada al
desarrollo (caso de la cadena vy del receptor de acetilcolina)
y variable, que seria el caso de la peroxidasa tiroidea, GAD
67 y la cadena o del receptor de la acetilcolina.

Todo este conjunto de observaciones se puede interpretar
mejor si se tiene en cuenta estudios efectuados en el ratén,
en el que el papel del timo en cuanto a la tolerancia y la au-
toinmunidad estd mas claramente establecido. En ciertas
cepas de ratones la timectomia neonatal va seguida de la
aparicién de enfermedades autoinmunes 6rgano-especifi-
cas, tales como la tiroiditis, gastritis y ooforitis autoinmune?,
lo que demuestra de forma inequivoca el papel del timo en
la tolerancia a los antigenos periféricos. Curiosamente estas
enfermedades autoinmunes se controlan mediante la trans-
ferencia de linfocitos que provienen de ratones normales de
la misma cepa, lo que apunta a un mecanismo dominante
de tolerancia mediado por linfocitos T reguladores origina-
dos en el timo??’. De hecho, la posibilidad de que el timo
humano también mantenga la tolerancia a los antigenos
propios mediante dos mecanismos complementarios: selec-
cion negativa y generacion de células reguladoras, que re-
quieren la existencia del citado homunculo inmunolégico in-
tratimico, se considera hoy muy probable.

En conclusion, si aceptamos la ahora en boga hipotesis de
que las enfermedades autoinmunes son el resultado de un
largo proceso en el que se ha tenido que eludir una serie de
puestos de control (multiple checkpoints hypothesis)?®, el
establecimiento de un nivel de tolerancia central suficiente
podria constituir el primer puesto de control que la respues-
ta inmunitaria tiene que evitar para llegar a generar enfer-
medad.
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