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INTRODUCCION

A lo largo de la histeria de la vida en la tierra los organismos desde el més
simple al mas complejo, han tenido la necesidad de defenderse y al mismo tiempo de
reconocer a los de su-misma especie, para lo cual han desarrollado una gran variedad de
mecanismos. La aparicion de la inmunidad es el resultado de esa capacidad de los
organismos de discriminar 1o propio de lo no propio, asi como de su capacidad de
detectar sefiales de dafio o estrés celular en tos tejidos y gue activardn los mecanismos
inmunitarios conformados por: la respuesta inmune innatz y la respuesta inmune
adaptativa (Beck, 1996; Litman; 1996, Matzinger, 2002).

La respuesta inmune innata es llevada a cabo por efectores solubles como son
los péptidos antimicrobianos y el complemento, también por efectores celulares como
macréfagos, células dendriticas, granulocites y de manera importante las células naturai
killer (NK), las cuales son responsables de la eliminacion de células infectadas por virus
vy bacterias intracelulares, asi como de células tumorales. La regulacion de las células
NK estd mediada por un balance entre receptores de inhibicion (KIR y algunos
miembros de la familia NKG2/CD%4) y de activacion, tales como NKpd6, NKp44,
NKp30 y NKG2D (Moretta, 2002).

El NKG2D (del ingles Natural- Killer Group 2, member D) es un receptor que
detecta sefiales de estrés inducidas por un dafio genotdxico; estas sefiales incluyen a las
moléculas MICA/B y ULBP, las cuales son proteinas relacionadas al MHC clase [. De
manera normal, éstas no se expresan en la superficie de tejidos sanos; sin embargo, se
ha visto que estas moléculas se expresan durante el desarrolio tumoral ¢ en algunas
infecciones por virus (Groh, 1996; Cosman, 2001).

Por su parte, La respuesta inmune adaptativa es mediada por dos tipos

principales de células: linfocitos T y linfocitos B éstos altimos producen anticuerpos



que son mediadores de la respuesta inmune humoral y junto con otros efectores de la
inmunidad innata eliminan al antigeno {Klein, 2003). Por otro fado, los linfocites T son
activados mediante sus receptores que reconocen péptidos antigénicos mostrados por las
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC por sus siglas en ingles
Major Histocompatibility Complex), pravocando una respuesta citotdxica (mediada por
linfocitos T citotoxicos), o bien, la secrecidn de citoquinas por linfocitos T

cooperadores.

ANTECEDENTES

La respuesta inmune

Los organismos primigenios, como las amibas, poseen la capacidad de reconocer
a otras amibas de su misma especie mediante el desarrollo de un receptor de superficie,
el cual reconoce una proteina de membrana especifica de su especie, lo que evita que
&stas se fagociten entre si {Ortutay, 2007).

El sistema inmune es una maquinaria muy compleja que ha evolucionado y se
ha diversificado a lo largo del tiempo. Numerosos procesos son necesarios para
aumentar la respuesta que protege al individuo de la invasién de organismos y
moléculas extrarias. Para aumentar la respuesta del organismo, €5 necesario distinguir lo
propio de lo extrafio, como virus, bacterias, parasitos o injertos elimindndolos del
organismo, pero ;Como se lleva a cabo este reconocimiento? (Ortutay, 2007; Litman,
2007).

Al respecto, de acuerdo al enfoque de este trabajo veremos que la respuesta
inmune se divide en dos ramas principales:

1) La respuesta inmune innata.

D La respuesta inmune adaptativa
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Inmunidad innata

La respuesta inmune innata estd conformada por un grupe de células y factores
solubles que responden de forma inmediata ante la invasion de un patégeno. Los
primeros descubrimientos de fa existencia de una respuesta inmune innata fueron
realizados por el zodlogo Elie Metchnikoff en 1882. El perford la larva de una estrella
de mar con una espina de rosal y observd un grupo de células que se aglomeraban
alrededor de la espina come tratando de engulliria, por lo que las llamé macréfagos

(Figura 1} (Beck, 1996).

Figura 1. Derecha: Elie Metchrikoff. [zquicrda: larva de estrella de mar con la espina clavada
radeada de macrofagos.

Parte importante de la respuesta innata son los mediadores sotubles tales

como el complemento, que es un conjunto de proteinas solubles y de unién a la
membrana, que sirven de sensores y activadores inmunes. Estd constituido por
motéculas implicadas en la defensa frente a infecciones. Son mds de 30 proteinas
circulantes en sangre; estas proteinas trabajan en forma sucesiva, como una cascada,

cada una con una funcidn (Cuadro 1).



Funcién | Proteina del complemento
Opsonizacion Cdb, C3b

Eliminacién de inmunocomplejos circulantes | C3b

Mediadores de inflamacion C3a, C4a,C3a
Quimiotaxis C3a
Perforacion de la membrana y citdlisis C5b, C6, C7, C8, C9, MAC

Cuadro 1. Acciones ejercidas por fragmentos del complemento

Para la activacion del complemento existen tres vias: la via cldsica, via de ia
tectina que une a la manosa v la via alternativa. La via clasica es activada por
anticuerpos liberados en la respuesta inmune humoral ¢ por anticuerpos naturales.
La via de la lectina que une a la manosa es activada después del reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP) como MBL, Ficolin H v
Ficolin L. La via alternativa s activada por polisacdridos como son los presentes en
las membranas bacterianas. Independientemente de la via de activacion, todas
culminan en la activacion de C3; la cual Heva a la generacion de dos anafilotoxinas
proinflamatorias, C3a y C5a, y a la formacion del complejo de ataque a la

membrana (MAC) (Figura 2) {Berron- Pérez, 2003; Hills- Karp, 2007},

B p e G Suparhaie mac
FRETAT T T TR AT E AT AT ER AT TR

Figura 2. Vias de activacién del complemento. El complemento es activado por tres vias: la
via cldsica que ¢s activada por anticuerpos, La via alternativa que s activada por componentes
de la pared celular bacteriana como LPS y finalmente la via de unidn a la manosa que es
activada por patrones moleculares asociados a patégenos.



Asi como existe el complemento, existen también los péptidos antimicrobianos
(PAM) que juegan un papel muy importante en los prdcesos wnflamatorios, en la
liberacion de citoquinas, en la induccién inmune, cicatrizacidn y en la patogénesis de
diversas enfermedades. En la actualidad se han descrito mas de 700 PAM que son
producidos por organismos de todo tipo. Los PAM son oligo o polipéptidos
refativamente cortos {12 a 100 aminodcidos), son moléculas catibnicas con regiones
hidrofébicas y estdn ampliamente distribuidos en el reino animal y vegetal; cada péptido
antimicrobiano es codificado por un gen especifico. Los PAM son almacenados en las
células como propéptidos o péptidos maduros y se expresan en los tejidos que estin
adscritos a reacciones de defensa, como son los tejidos epiteliales. Algunos son
producidos de manera constitutiva y otros sintetizados al contacto con productos
microbianos o mediadores proinflamatorios. Los PAM se depositan en forma de barril,

canal o tapete, formando un poro en la membrana celular (Figura 3).
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Figuea 3. Mecanisma de accién de los péptidos antimicrobianos, EIPAM sc yneala
membrana bacteriana debido a su carga positiva, se inserta y forma un poro quc levaa la
lisis celular.

Los PAM se clasifican segGn sus propiedades bioquimicas y quimicas,
principalmente debide a su estructura tridimensional: péptidos lineales helicoidales sin
Cis (v. g cecropinas), péptidos lineales sin Cis con alta proporcidon de ciertos

aminodcidos (v. g. defensinas), péptidos antimicrobianos con un puente disulfuro (v. g.



ranalexina), peptides con dos o mds puentes disulfuro principalmente con limina beta
(v. g defensinas alfa y beta, NK lisinas) v péptidos antimicrobianos derivados de
poiipeptidos grandes con otras funciones (v. g polipéptido inhibitorio gastrico).
Algunos PAM, al unirse a sus receptores, activan sefiales intracelulares que estimulan
diferentes funciones; por ejemplo,  la catelicidina L1.-37 se une al receptor FPRL-,
activa a la proteina G unida al receptor y produce una accidn quimioatrayente de
neutréfilos, menocitos y linfocitos e induce a liberacion de IFN, IL-6 e IL-10 desde
células T. (Escovar, 2004; Villarruel, 2004; Niyonsaba, 2007)

En cuanto a los mediadores celulares, se encuentran los neutrofilos, que son las
primeras células que responden a un dafio ¥ no sélo fagocitan al patdgeno, sino que
también inducen la activacion de otros componenies de la inmunidad adaptativa, como
son células T cooperadoras y células T citotdxicas y la produccion de anticuerpos por
parte de los linfocitos B. Otro tipo celular importante lo constituyen los macréfagos, los
cuales fagocitan cuerpos extrafos y migran al sitio de lesién y ademds ticnen una
funcién de células presentadoras de antigeno a linfocites T cooperadores. También
existen otras células de la inmunidad innata como son los granulocitos, los cuales
fagocitan y lisan a los patdégenos. Otro tipo de c¢élulas que pertenecen a la respuesta
inmune Innata, son las células dendriticas, especializadas en el procesamiento y
presentacion de antigenos a células T, se localizan en la zona de lesidn y migran a
ganglios [linfiticos para iniciar la respuesta inmune adaptativa, (Litman, 2005;
Shortman, 2007)

Hay un tipo especial de linfocitos involucrados de forma muy importante en [a
respuesta inmune innata contra patégenos intracelulares como virus, asi como contra
células tumorales; estos linfocitos son conocidos como células asesinas naturales o

natural kitler (NK), pero ;Cudl es la importancia de las células NK en la inmunidad?



Céluias NK

Son células linfocitarias que, sin una inmunizacidn o preactivacion, pueden
reconocer y destruir eélulas aberrantes y producir rapidamente factores solubles, tales
como citoquinas proinflamatorias (IFNy y TNFo), tienen efectos antivirales y
antitumorales o actiian como reguladores del sistema inmune adaptativo (Colucci, 2003;
Backstrom, 2004).

Las células NK son importantes efectores en la respuesta contra ciertos virus,
parasitos y bacterias intracelulares, Las células NK representan aproximadamente 10-
20% de los linfocitos sanguineos que no expresan receptores tipicos de células B o
células T. Estas células se caracterizan por el fenotipo de superficie CD3-, CD36+ y
CD16+. Estan estrictamente restringidas a sangre periférica, medula ésea, bazo e
higado. Bajo condicionés normales no estan presentes en ganglios linfaticos o linfa
(Moretta, 2002). El desarrollo de las células NK ocurre primariamente en ta medula
dsea donde la IL-15, producida por células del estroma, es critica para su desarrollo
funcional. (Colucci, 2002; Backstrdm, 2004).

En los altimos afios se ha retomado el interés por entender la regulacion de las
célula‘s NEK, particularmente de los receptores que discriminan entre las cé€lulas normales
v las células infectadas o tumorales. Estos receptores son llamados, de manera genérica,
NKR, que son dividides en dos grupos principales: los receptores de inhibicion y los de
activacién (Natarajan, 2002).

Las células NK reconocen a las moléculas MHC clase [ via NKR (Cuadro 2)
de superficie de tipo inhibidor que dan sefiales que suprimen la funcidn de las células
NK. En consecuencia, las células NK lisan aquellas células que han perdido o gue

expresan un nivel insuficiente de moléculas de MHC-L, un evento frecuente en la
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transformacién tumoral o en algunas infecciones por virus. Se ha observado que la
activacion de las células NK estd correlacionada con la pérdida de la expresién del
MHC-I en células tumorales, las cuales al perder fa expresion de MHC-I son maés
susceptibles a la lisis mediada por células NK; a este fendmeno se le denoming “teoria
del missing self", refiriéndose a que la célula propia pierde la expresion de MHC-I y por

decirlo de alguna forma, pierde su identidad (Ljungger, 19940; Moretta, 2002).

Receptor { Especiey f Clase ‘ Ligando
Receptores de Adhesion
D2 H, M [eSF CD48, CD58 (LFA-3)
CD1la (LFA-1} H. M 1eSF CD34, CD102
CD1ib (Mac- 1) 4. M teSF Cos4
CD44 H, M teSF Acido hialurénico
Lag3 H 1g5TF HLA clase I
Receptores de activacién
CD16 H. M taSF Complgjos inmunes
CD23 H CytoR L-12
Cco2? HM TNFRSF CD70
CD28 H.M TaSF D80, CD3s
CD94/NKG2C. E HM C-lecting | HLA- E{I1%. Qa- b {M)
ol H. M CytoR [L-2.1L-15
Cplisl H. M C- lectina Clr-g {(NKR-PLF)
CD226 H 1g5F CD{12, CD133
CD244 (2B4) H, M SLAM CD48
NKGID | HoM C-lectina MICA, B. ULBP, {H), Raels (H, M), H60 (M)
KIR2S, KIR3S H leSF HLA clase |
Ly49D, H, P M C-lectina H-2 Clase |, MCMV m137 (Ly49H)
NCR (NKp30, 44, 46) H, M (NKp46) | 1gSF Hemaglutininas virales?
1ILT- | H [gSF ?
IFN-a/fR H,M CytoR Interferoncs tipo |
Receptores de inhibicion
CD85 H fgSF HLA- A, -B. -G
CD94/NKG2A H.M C-lectina HLA- E (H}, Qa-1b (M}
CDI61 M C-lectina Clr- b (NKR- PID)}
CN244(2B4) H. M SLAM CD43
KIRZDL, KIR3DL H 1gSF HLA clase |
Lv49 A- C,E-G, -0 M C-lecting | H-2clase [
TGF-pR H M CytoR Familia TGF-f

Cuadroe 2. Receptores de las ¢élulas Natural Killer,

Existe un grupo de receptores inhibidores denominados KIR (por sus siglas en
ingles Killer immunoglobulin like receptors), que son expresados tanto en células NK
como en células T v son los principales NKR de inhibicién. La interaccion entre fos

KIR y los diferentes alotipos del MHC clase [ son determinantes en ta comunicacion
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que se establece entre las células NK y su célula blanco (Natarajan, 2002; Bashirova,
2006).

Otro tipo de NKR con funcién inhibidora descrito es el CD94/NKG2 que es
expresado tanto en hi.lmanos como en ratones y que reconoce moléculas del MHC-! no
clasico, como son las moléculas HLA- E; este reconocimiento estd dado por las
isoformas NKG2A y NKG2B (Backstrom, 2004).

Por otro lado, existen otros receptores de activacién llamados “receptores de
citotoxicidad natural” o NCR (por sus siglas en inglés: nanural citotoxic receptors),
entre los que se encuentran NKp30, NKp46 v NKp44. Los dos primeros son expresados
en células NK activadas o en estado de reposo, mientras que NKp44 sélo se ha
identificado en células activadas. En cuanto a sus ligandos aun no se conocen con
precisién, aunque se han identificado algunas hemaglutininas de origen viral (Pessino,
1998; Vitale, 1998; Pende, 1999; Biassomni, 2003).

Otros receptores importantes de activacion son los que reconocen moiéculas del
MHC, como son CDP4/NKG2 en sus isoformas C y E que reconocen moléculas no
clisicas del MHC come son HLA- E y HLA- H. Ademas de los receptores de activacién
mencionados con anterioridad, existe también otro receptor denominado NKG2D, el
cual participa en la activacion de las células NK, pero ;Cuadl es la importancia de este

receptor?

Receptor NKG2D

NKG2D, como ya se menciond es un receptor de activacion de células NK.
Pertenece a la familia de receptores de tipo lectina y estd codificado en ¢l cromosoma
12 en humanos. NKG2D estd altamente conservado en primates y roedores y en

estudios con cristalografia han corroborado que el receptor NKG2D tiene una estructura
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homodimeérica, que al unirse a las moléculas adaptadoras DAP10 (en ratdn y humana) y
DAP12 (en ratdn), forma una estructura de hexdmero (Figura 4) (Li, 2001; Garrity,
2005).

El receptor NKG2D interactia con moléculas relacionadas al MHC-IL,
denominadas genéricamente MIC (por sus siglas en ingles MHC class I chain- related
gene).  Estas moléculas fueron descritas casualmente mientras se buscaban alelos
nuevos en la region del MHC que pudieran estar involucrados en procesos autoinmunes

{Groh, 1996; Cosman, 2001; Suemizu, 2002; Gonziles, 2006).

Actvaton

Figura 4. Estructura de NKG2D. El receptor NKG2D esta formado por
homodimeros que interactdan con las moléeulas cstimuiadoras DAPLO ¢n humano
v ratén y DAP 12 en raton. formando un hexamero.

Ligandos de NKG2D

El MHC son una serie de genes locatizados en el cromosoma 6 en la regidn
p21.3. Estd compuesto por tres regiones: MHC clase I, MHC clase [ y MCH clase L.
Laregién del MHC clase Il es llamada también regién inflamatoria y no tiene funcion
presentadora de antigeno, aunque producen proteinas del complemento, de choque
térmico- 70 y el factor de necrosis tumoral ¢, invelucrados en procesos inflamatorios.
Las moléculas del MHC clase [I son expresadas por células presentadoras de antigeno
especializadas (macrofagos, células denditricas y linfocitos B) y posee una  funcidgn

presentadora de antigeno a células T CD4+
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En la region del MHC de clase | se codifican proteinas que son expresadas por
todas las células nucleadas, tienen funcidn presentadora de antigeno a Ias células T
CD8+. En esta region se encuentran codificadas las moléculas cldsicas HLA- A, HLA-
B y HLA- C; asi scomo las no clasicas como HLA- E, HLA-F y HLA- G.
Recientemente se ha reportado también la presencia de un grupo de genes adyacentes a

HLA- B que codifican para las moléculas MIC (Figura 5) (Raulet, 2003).

Cimornsemz &

Figura 3. Localizacion de los gencs que codifican para MICA/B. los genes de la familia MIC se
encueniran adyacentes a la region del HLA- B en ¢l brazo corto del cromosoma 6 (humanos).

Este grupo de genes esta conformado por siete miembros denominados MICA,
MICB, MICC, MICD, MICE, MICF, MICG, de los cuales 3 estan considerados como
pseudogenes y sdlo dos codifican para proteinas funcionales: MICA y MICB. Estas
ultimas tienen un peso molecular de aproximadamente 43kDa y entre ambos existe una
homologia del 84% a nivel de aminodcidos. Al igual que las moléculas clisicas, tienen
una porcion extracelular dividida en 3 dominios: al, a2 y a3, con siete u ocho sitios de
glucosilacion. Poseen una region transmembranal y una cola citoplasmatica. (Figura 6)
(Bauer, 1999). Estructuras cristalizadas del complejo NKGZD/MICA muestran que la
interaccion de! receptor con este ligandd homélogo a las moléculas del MHC clase I, es

muy similar a la interaccién de TCRs con proteinas MHC clase § (Li, 2001)
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Figura 6. Estructura de¢ fos Ligandos del receptor NKG2ZD en comparacién con
el MHC, MICA/B se conforman de 3 dominios estructurales (al, a2 ¥ «3), pero, 2
diferencia del MHC, no csta asociada a -2 microgiobulina. ULBP/RAET1 poseen
2 dominies estructurales (ol y a2) y no ¢stan asociados & fi-2 microglobulina.

La expresién y distribucion tisular de las moléculas MIC estin normalmente
restringidas a epitetio intestinal, con una limitada evidencia de expresion en superficie
(Groh, 1996). Sin embargo, se ha visto que MICA/B son expresadas en diversos
tumores tales como carcinoma de colon, cdncer de pulmén, mama, prostata y
melanomas. (Bauer, 1999; Groh, 1999; Girardi, 2001)

En estudios hechos con lineas celulares derivadas de tumores, como son
leucemias, linfomas, gliomas y cancer ;chECO- uterino, se ha observado que la
expresion de MICA/B en superficie y de forma soluble es heterogénea dependiendo de
la linea estudiada, asi como del fenotipo de la misma (Pende, 2002). También se ha
observade que la forma soluble de esta proteina provoca la interiorizacion del receptor
NKG2D, lo cual puede ser considerado como un mecanismo adicional de evasién
tumoral (Groh, 2002).

Con respecto a leucemias, los estudios realizados a la fecha, han demostrado la
presencia de MICA/B, ya sea de forma soluble, expresada en superficie ¢elular, asi
como a nivel de RNA mensajero. Estos estudios se realizaron en pacientes con
linfomas, leucemiaz mieloide aguda, leucemiz miclobldstica cronica, leucemia

linfoblastica aguda y leucemia linfobléstica cronica (Salih, 2003; Skov, 2003).
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Recientemente se ha demostrado que el detenimiento de ia maduracién de fos
blastos en leucemia mieloide cronica, esta asociado con la poca e inadecuada expresion
de los ligandos de NKG2D, por lo que se compromete la actividad antitumoral de las
células NK, dando una nueva forma de escape a las células malignas (Nowbakht,
2005). Asi mismo, se ha reportado que existe un control directo de la expresion de
MICA por el oncogen BCR/ABL en leucemia micloide cronica que indica que hay una
regulacion post- transcripcional de la expresion de MICA (Boissel, 2006). Por otro lado,
se ha mostrado que las interacciones entre NKG2D y sus ligandos juegan un papel
importante en los efectos citoliticos de las células NK contra los blastos de leucemia
mieloide crénica (Sconocchia, 2005).

Ademas de las moléculas MICA/B también se ha descrito otra familia de

ligandos del receptor NKG2D, la cual ha sido denominada ULBP/RAETI.

Familia de ligandos ULBF/RAET1

ULBP/RAETI, al igual que MICA/MICB, se localizan en el cromosoma 6, pero
en la regidn q24.2- q25.3 (Figura 7) y también estan relacionadas al MHC. Similar a
MICA/B, ULBP/RAET] se expresan en la superficie de células infectadas con algin
tipo de virus, bacterias intracelulares o en células transformadas como en el caso de
cancer. Estas moléculas fueron identificadas por su capacidad de unirse a la proteina
UL16 del citomegalovirus humano. Precisamente, su nombre deriva de las siglas en
inglés UULI6 binding protein (ULBP) & Retinoic Acid Farly Transcript | (RAETI)
{Cosman, 2001; Comejo- Garcia, 2003). La familia de genes ULBP/RAET! consta de
diez miembros, de los cuales 6 codifican para proteinas funcionales y los cuatro

restantes son pseudogenes (Gonziles, 2006).



o, ; I ' E. :T¢:o.
P —
I HTHEFR FER TR I HHL 143313

HAETIE aknc

Figura 7. Localizaciin y estructura de fos genes de la familia ULBP/RAETI, Los genes de
la familia ULBP/RAET1 se localizan en ¢l braro largo dei cromosoma 6 (humanos) en region
mis cercana al teldmero. Esta formado por 6 genes, todos ellos codifican para proteinas
funcionales.

El porcentaje de homologia entre los miembros de esta familia es de 50- 60% y
con respecto a MICA/B, es de un 25%. ULBP 1-3 y RAETIL (ULBPG6) estan ancladas
a la membrana celular por un residuo de glicosilfosfatidilinositol (GPI), mientras que
ULBP4 (RAETIE) y RAETIG {(ULBPS5) poseen una regién transmembranal y
dominios citoplasmdticos como las molécutas MIC. (Wei, et al. 2004; Wiemann, et al.
2003)

La familia ULBP/RAET] es expresada en muchas lineas tumorales, tanto de
origen epitelizl como de origen hematopoyético; también se expresan en infecciones
virales, tales como la infeccion por citomegalovirus humano (CMVH). El anélisis del
RNA mensajero revela [a expresion de ULBP/RAETI en diversos tejidos como
corazon, higado, pulmon y cerebro, entre otros (Cosman, et al. 2001; Pende, et al. 2002;
Salih, et al. 2003).

Estudios recientes muestran que existen formas solubles de ULBP/RAETI que
son capaces de estimular la produceién de citocinas como [FNy, TNFa y MIP-1P y de
incrementar la respuesta citotoxica de células NK sobre células blanco. En contraste,
otros estudios recientes muestran que !a produccion de la forma soluble de

ULBP/RAET! en lineas celulares derivadas de tumores géstricos suprime la actividad
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de las células NK reduciendo [a expresion del receptor NKG2D al igual que como ha
sido demostrado con formas solubles de MICA y MICB(Wei, et al. 2004; Wiemann, et
al. 2005, Song, 2006). Sin embargo, formas solubles ULBP/RAET1 no han sido todavia
estudiadas en pacicntés con cincer,

Se ha descubierto que existe una expresion diferencial de los ligandos del
receptor NKG2ZD, ya que no todos son expresados al mismo tiempo, ni por las mismas
células; por ejemplo, ULBP 1-3 y RAETIG se expresan por induccién del
citomegalovirus humano, mientras que ULBP4/RAETIE no son inducidas por
infecci6n con citomegalovirus humano. Los factores de trascripcion invelucrados en la
regulacion de ULBP/RAET! incluyen los de respuesta a choque térmico y de induccion
por acido retinoico (Eagle, et al. 2006; Ldpez- soto, et al. 2006).

Debido a que existe una variedad relativamente abundante de ligandos del
receptor NKG2D, los virus han desarrollado formas de evadir a la respuesta mediada
por células NK, El citomegalovirus humano desarrofld una estrategia peculiar de
evasion; éste produce una proteina llamada UL16, capaz de unirse especificamente a
ciertos ligandos del receptor NKG2D como son ULBP1, ULBP2 y MICB, esto se debe
a que UL16 reconoce una secuencia de aminoacidos localizada en el dominio a2 de
ULBP! y MICB que no es compartida por MICA y ULBP3 (Figura 8) (Rélle, et al.

2003; Wiemann, et al. 2003; Spreu, et al. 2006).

Figura 8. Mecanismo de evasién viral del HCMYV. La proteina virica UL16 sc une a Jas
proteinas MICB, ULBP1 y ULBP2 evitando que estas sean transportadas a la superficic
cclular.
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Ultimamente, se han realizado diversas investigaciones acerca de la expresion de
ULBP/RAET! en leucemias. Los resultados que se han observado muestran que la
expresion en superficie de ULBP/RAET! en blastos leucémicos estd restringida a solo
algunos casos clinicos y en algunas lineas celulares derivadas de leucemias, aunque se
ha observado la presencia de RNA mensajero en lineas celulares derivadas de
leucemias, controles sanos y pacienies con leucemias de diferentes tipos. Estos estudios
también mostraron que el RNAm de los pacientes con leucemias esta elevado en
comparacion con los controles sanos (Pende, et al. 2002; Salih, et al. 2003).

En estudios recientes, se ha relacionade la detencion de la maduracidén de los
blastos leucémicos con la falta de expresion de ligandos de NKG2D. En leucemia
micloblasiica aguda (AML), se ha visto que la expresion de ligandos de NKG2D
aumenta en los blastos de pacientes que son tratados con IFN v v factor de crecimiento
mieloblastice (Nowbakht, et al. 2005).

No sdlo en la respuesta inmune innata se puede apreciar la importancia del
mecanismo efector NKG2D/ ligandos det NKG2D como respuesta ante una irfeccion o
transformacion celular, sino que también en la otra rama tan importante del sistema
inmune que es la inmunidad adaptativa tiene un rol como receptor de activacion en
células Tyd y como coestimulador en células CDE" (Groh, 1998) por lo anterior, es

importante hablar de fa inmunidad adaptativa y conocer las funciones de las células que

la conforman.

La respuesta inmune adaptativa

La necesidad de autodefenderse y sobrevivir llevé al inevitable refinamiento

evolutivo del sisterna inmune, llegando asi a la respuesta inmune adaptativa, Este tipo
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de respuesta aparece hace aproximadamente 500 millones de afios en organismos
vertebrados como los elasmobranquios {tiburones o rayas), por lo que es facil suponer ¢l
porqué de su éxito evolutivo {Litman, 1996).

La respuesta inmune adaptativa con sus dos brazos importantes incluye a la
respuesta humoral y la respuesta celular. Las células encargadas de la  inmunidad
humoral son llamadas linfocitos B, los cuales producen anticuerpos (inmunoglobulinas)
que se unen a antigenos foraneos de manera especifica; esta unién permite que otras
entidades lleven a cabo la eliminacién del antigeno, el cual puede ser un virus, una
bacteria 0 bien células transformadas como en el caso de cancer. La diversidad de
anticuerpos necesarios para reconocer un casi ilimitado universo de patogenos
potenciales es creado por un proceso de rearreglos especifico del DNA denominado
recombinacion V(D). La recombinacion V{D)J estd dada por unos genes localizados en
el cromosoma 14 humano. Estin distribuidos en tres grupos: genes de variabilidad (V),
de los cuales son 50; de diversidad (D), que le comresponden 30 y los de unién (J), que
son 6. Esta recombinacién reconoce sccuéncias de DNA llamadas sefiales de secuencia
de recombinacidn (RSS por sus siglas. en ingles Recombination Signal Sequences)
adyacentes a cada segmento de genes. Cada RSS consiste de heptdmeros conservados y
dominios nonaméricos separados por 12 -23 nucledtidos (Figura 9). La recombinasa
esta formada por dos proteinas, RAG! y RAG2, las cuales en conjunto con las proteinas
de flexion de DNA no especificas, HGM| 6 HGM2, reorganizan los RSS y catalizan
sitios especificos de hendidura de DNA. Para fa hendidura se tequiere tanto de RAGI
como de RAG2. La coexpresion de estas proteinas estd limitada por el desarrolio de

los linfocitos (Beck, 1996; Roth, 2000; Sadofsky, 2001).



20

Sinapsis

Hendidura

Seiizles de terminacion

/ \]—[cndidura

% db

Unidn de codificantes Unidgn de seitales
Secuencia codificante Heptamero Espacio Noramero
NNNNNNNNNNN CACAGTG 1223 ACAAAAACC

Figura 9. Sistema de¢ recombinacién V{D}J. (A). Las proteinas RAG sc unen a los RSS
{triangulos) y los unen a un complejo sindptico. La hendidura sobrevicne, generando un
par de francas sefales de terminacién v un par de horquillas de terminacidn. El
ensamblaje de esas terminales genera la unidn de las sefales  y la unidn de los
codificantes. Las cajas representan los codificantes V, I o I (B). Composicion de la
secuencia RSS.

Por su parte, la respuesta inmune celular estd mediada por los linfocitos T; a
pesar que estas células no producen anticuerpos, si utilizan unas moléculas en su
superficie, llamadas receptores de células T (TCR) (Figura 10), que reconocen péptidos
antigénicos que son presentados por las moléculas del MHC; una vez que las células T
reconozcan al antigeno, se activardin y Hevardn a cabo sus mecanismos cfectores. El
proceso de generacion y diversificacion de células T es llevado a cabo en el timo. De los
sitios primarios de la hematopoyesis (saco embrionario durante la etapa embrional, el
higado fetal en el desarrollo fetal y médufa Osea en la infancia), los progenitores de
célutas T migran al timo y proliferan intensamente en la corteza. Después, hacen

contacto con el epitelio timice y las células nodrizas promueven la sintesis de
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interleuquina 7 y activa ambos genes de recombinacién (RAG1 v RAG2). La
generacidn de la diversidad de células T ocurre a través de la recombinacién aleatoria
de los segmentos de genes que codifican para la parte variable del TCR en las cadenas o
y[B La recombinacié;l de los TCR en las células precursoras de linfocitos T, constituye
un evento crucial porque, entre ta gran cantidad de posibles combinaciones, muchos de
ellos son capaces de reconocer antigenos propios presentados por las moléculas del
MHC en las células del timo. Esta seleccién negativa representa la eliminacidén masiva
de clonas de células T con TCR autorreactivos (Sadofsky, 2001; Geenen, 2003; Allam,

2006).
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Figura 10. Estructura y funcign del receptor del linfocito T (TCR). A.
Esquema de la estructura del TCR; es una proteina heterodimérica y se compone
de una cadena o y una B. Cada cadena ticre una regidn constante
{trangmembranal) y una variable.

Existen dos tipos principales de células T, las células T citotdxicas CD8+ (Tc) y
las células T cooperadoras CD4+ (Th), Las primeras, son activadas mediante su
receptor TCR v en poblaciones que carecen del coestimulador CD28, el receptor
NKG2D realiza esta funcién, potenciando asi la respuesta celular citotoxica (si hay
presencia de ligandos del NKG2D) (Figura 11), conducen a la lisis celular de sus
células blanco. Por su parte, las células T cooperadoras liberan citoquinas que estimulan
la produccion de anticuerpos en los linfocitos B o la activacion de macrofagos (Klein,
2005; Litman 2007). Adquirir inmunidad también deja una marca (memoria

inmunoldgica), lo cual acelera las subsecuentes respuestas al mismo antigeno.
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Figura 11. Expresiin del receptor NKG2D en células de la inmunidad
adaptativa. El receptor NKG2D tienc funciones coestimuladeras en algunas
poblaciones de células off T CD8" y funciones de activacién en células Sy T.

En virtud de que el receptor NKG2D juega un rol imporiante, tanto en la
inmunidad innata como en la inmunidad adaptativa, como mecanismo de activacidn
para la eliminacién de céiulas transformadas por virus o cédncer, el estudic de los
ligandos del receptor NKG2D en feucemias se ha restringido a tan sélo algunos tipos de
leucemias y no se ha profundizado en los diferentes patrones de expresidn que pudieran
estar involucrados entre si (por las mismas diferencias entre los tipos de leucemia), es
importante tomar un modelo de estudio primario como lo son diferentes lineas celulares
derivadas de leucemias, tanto linfociticas como mielobldsticas, para poder establecer si
existe un patrén diferencial de la expresion de los distintos ligandos de NKG2D entre
estas variantes de leucemias, en cuanto a deteccidn de los ligandos a un nivel de
proteina total. Ademas, es importante conocer si predomina un tipo de ligando sobre

otro y si éste se encuentra en un tipo especifice de leucemia.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tumores malignos son la tercera causa de muerte en México, las leucemias
representan cerca del 0% de los tumores tanto en hombres como en mujeres. Las

células NK juegan un papel relevante en el reconocimiento temprane de las células



malignas; estas células detectan y lisan a las células tumorales sin una previa
sensibilizacion. La activad de estas células esta regida por un balance entre receptores
de inhibicién y de activacion; entre estos aliimos se encuentra el receptor NKG2D, el
cual detecta ligandos de estrés como MICA/R y ULBP/RAETI.

Estudios recientes han revelado la expresion de MICA/B 6 ULBP/RAETI en
células leucémicas tantoe de pacientes como en lineas celulares. Sin embargo, no existe
un estudio que analice de manera sistematica la expresion en conjunto de todos los
ligandos de NKG2D, como MICA/B y ULBP/RAET! en diferentes lineas celulares
derivadas de leucemia.

Conocer que ligandos del receptor NKG2D son expresados por  diferentes
lineas de leucemias proporcionard bases para entender de forma indirecta, que
mecanismas pueden estar involucrados en el reconocimiento de las células leucémicas

por las células NK durante la fase inicial de reconocimiento y eliminacion tumoral.

OBJETIVOS

General

= Determinar la expresion de los ligandos del receptor NKG2D en diferentes
lineas celulares derivadas de leucemias.
Metodolégico
= Establecer los cultivos celulares, en diferentes lineas derivadas de leucemias

(K-562, HL-60, JurKaT y CEM).
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Particulares

1. Deterrninar la expresion de la familia MIC (MICA/B) a nivel de proteina total en
lisados celulares de las diferentes lincas derivadas de leucemias (K-562, HL-60,
JurKaT y CEM}.

2. Determinar la expresion de la familia ULBP/RAET] (ULBPI, ULBP2 ¥
ULBP3) a nivel de proteina total en lisados celulares de las diferentes lineas

derivadas de leucemias (K-562, HL-60, JurKaT y CEM).

HIPOTESIS

Las lineas celulares leucémicas muestran una expresién predominante de los

miembros de la familia ULBP/RAET! con respecto a los miembros de la familia MIC
METODOLOGIA

Bn este estudio descriptivo se determind la expresién de los ligandos del
receptor NKG2D (MICA/B y ULBP1-3} en diferentes lineas celulares, todas ellas
derivadas de leucemias. Para esto, se establecieron cultivos con las lineas celulares
K-562, HL-60, JurKaT y CEM (las caracteristicas de cada una de ellas se muestran en el
Cuadro 3) (etapa |). Una vez establecidos los cultives, se procedid realizar la extraccion
de proteinas de las diferentes lineas celulares para realizar Western blot, previa

separacion de las proteinas por electroforesis en geles SDS- PAGE (etapa 2).

Universo de estudio
Diferentes lincas celulares derivadas de leucemias como son: K-562, HL-60,

JurKat v CEM.
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Linca Tipo celular Eafermedad | Antigenos { Condiciones | Origen Comentartos

celular expresado | de cultivo generales

JurKaT | Linfocite T Leucemia CD3+ RPMI 1640 Paciente Produce grandes
aguda de con 0% de masculino de | cantidades de 11.-2 ala

L células T suero fetal 4 afios estimulacion con
hovino, 37°C, algunos éstercs de
95% de forbol ¥ lectinas.
oxigeno y 3% Numero cromosomal
de CO, diploide

HL-60 Promieloblasto Leucemia Medio Paciente Diferenciacion
aguda Cutbecoo; femenina estimulada por butirato,
promieloci- con 20% de (caucasica) hipoxantina, forbal,
tica sucre fetal de 36 aiios 4cido miristico,

bovina, 37°C, dimetilsulfoxido,

95% de actinomicina D y dcido

oxigeno y 5% retinoico. Exhiben

de COy actividad fagocitica y
responden a estimulo
quimiotictico. Linca
positiva al oncogen
myc.

K-362 Eritroblasto Leucemia CD7+ Medio Paciente Altamente sensible a
micldgena (25%) Dulbecco con | femenina de | lisis mediada por
cronica 4mM L. 53 aflos células NK. Puede ser

glutaminag, diferenciada a

con 10% de progenitores

sugro fetal, reconocibles de series

37°C 95%de eritrociticas,

oxigeno v 3% granoluciticas y

de CO, monociticas, Numero
cromasomal triploide

CEM Linfoblasto T Leucemia CD3+, Medio RPMI | Paciente St numero de
linfoblastica | CD5+, 1640 con 2 femenina cromosomas modal ¢s
aguda CD4-+, mML- {caucasica} 47, pero s¢ ha visto

CD7+ glutamina; de 4 afios cariotipos con pérdidas
suero fetal o0 ganancias de
bovine 10% Cromosomas en utl

37°C

rango de 41 a 95

Cuadro 3. Caracteristicas de las lineas tumorales usadas en el presente estudio

Anilisis estadistico

Debido a que esta investigacion fue de caracter descriptivo, no se procedié a

realizar andlisis estadistico,

METODOLOGIA PARA DESARROLLAR LA ETAPA #1

Descongelamiento de las lineas celulares

Se utilizaron diferentes lineas celulares derivadas de leucemias todas ellas de uso

comercial proporcionadas pof ATCC (del ingles: American Type Culture Collection) al
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bance de células ubicado en el Centro de Investigacion Biomédica de Occidente, tanto
mieloblasticas como linfociticas (descritas en el Cuadro 3). Las diferentes lincas se
conservaron en nitrégeno liquido hasta su uso. Al momento de realizar el cultivo, éstas
se descongelaron de forma inmediata. Después de ser extraidas del tanque de nitrdgeno,
se llevaron al bafio Maria a 37°C para su completo descongelamiento. Una vez
descongeladas, las células se pasaron directamente a las botellas de cultivo de 45mm°.
Para eliminar ¢l exceso de dimetil- sulfoxido (DMSQ), las células fueron lavadas con
medio de cultive RPMT 1640 centrifugando a 2000 r. p. m. durante 15 minutos a 4°C.
Posteriormente, se retird el sobrenadante y se agregaron 15 mL de medio RPMI 1640
enriquecido con  suero fetal bovino al 10% y penicilina (100 unidades/mL)-
estreptomicina (100 pg/mL). Una vez que se confirmé una viabilidad superior del 90%,

se procedid a cultivar las diferentes lineas celulares usadas en este estudio.
Establecimiento de los cultivos celulares

El cultivo se establecié en frascos de 45mm? agregando 15 mL de medio RPMI
1640 enriquecido con suero fetal bovino al 0% y penicilina (100 unidades/mL} +
estreptomicina (100 pg/mL). Las diferentes lineas celulares se colocaron en los frascos
de cultivo v después se incubaron a 37° C en una atmoésfera con 90% de humedad y una
concentracion de CO» al 5%. Pasadas 24 horas, se reemplazé el medio de cultivo y los
frascos se mantuvieron en las mismas condicicnes de cultivo. Se estuvo observande ¢l

crecimiento de las lineas celulares hasta obtener una confluencia cercana al 100%.
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METODOLOGIA PARA DESARROLLAR LA ETAPA #2

Extraccién de proteinas

Una vez obtenidas las células, se centrifugaron a 1000 r. p. m. por 10 minutos.
Despues, se descartd el sobrenadante y se agregd 10 mL de PBS y nuevamente se
centrifugd a 1000 r. p. m. por 10 minutos. Ya centrifugado, se eliminé todo el PBS y se
agregd 600 pl de buffer RIPA (RadiolmmunoPrecipitation Assay) con inhibidores de
proteasas. La suspension se sonicd a 15 pulsos en intervalos de 3 segundos, con una
amplitud de 50%. Una vez obtenido el extracto, se incubd 40 minutos en hielo;
finalizada la incubacién, se centrifugd a 13,000 r. p. m. por diez minutos, Terminada la
centrifugacién, se tomod el sobrenadante y se hicieron alicuotas de 50 ul en tubos

eppendorf y se mantuvieron congeladas a -70°C hasta su uso.

Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas, se utilizdé el kit D¢ Protein Assay de Bio-
Rad (Bio- Rad Laboratories, Hercules CA, USA). Para esto, se colocd 5 ul de la
proteina estandar en una placa de 96 pozos; después se colocéd 5 pl. de proteina
problema. Se agregd 25 pL de la sotucidén A’ (300 pl de solucion A mas 10 ul de
solucién 8y y finalmente se agregd 200 pl de solucidn B y se llevo al lector de
microplacas Synergy™ HT Multi-Mode (BioTek Instruments Inc., Vermont, USA) para
su lectura a 750nm. Una vez obtenida la lectura, se realizaron los cdlculos para la curva
estandar y las muestras. Posterigrmente, se realizaron los calculos correspondientes para

conocer la concentracion de proteina/ul.



28

Electroforesis en geles SDS- PAGE

Previo al corrimiento electroforético, se limpiaron los cristales en los cuales se
prepara el gel de policrilamida (10 x 10 cm). Primero se¢ prepard el gel separador
(resolving gel) al 12.5% de acrilamida como se muestra en el Cuadro 4 y se dejo

polimertzar,

Gel de separacién al 12.5%

Acrilamida/bisacrilamida 40%

Agua destilada

Trig HCl pH 8.3 1.5 M

SDS (Dodecil sulfato de Sodio) al 10%

APS (Persulfato de Amonio) al 10%

TEMED (N,N,N,N'-Tetrametilendiamina)
Cuadro 4. Preparacion del gel separador

Después, se preparé el gel concentrador (stacking gel) al 4.5%, como se muestra
en el Cuadro 5 y se dejo polimerizar sobre el gel separador (ya polimerizado).
Enseguida, se procedid a montarlo en la cdmara de electroforesis vertical {Owl
Separation System Inc, Portsmouth, NH USA} v se agrego el buffer de corrimiento 1X
(Tris, glicina y SDS al 10%). Se cargd 40ug de proteina en cada carril. El corrimiento se

realiz a 85 V constantes por 2 horas.

Gel concentrador al 4.5%
Acrilamida/ bisacrilamida 40%
_Agua destilada
Tris HClpH 6.8 0.5 M
SDS (Dodecil sulfato de Sodio) al 0%
APS (Persulfato de Amonio} al 10%
TEMED (NN N N'-Tetrametilnediamina)
Cuadro 5 Preparacion del gel concentrador

Western Blot

Terminado el corrimiento, las proteinas contenidas ¢n el gel fueron transferidas a
una membrana de PVDF (fluoruro de polivinilideno) humedecida con metanol. El

primer paso fue colocar papel filtre humedecido en Towbin Buffer 1X (Tris base,
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glicina, agua, metanol y $DS 10%) sobre la camara de transferencia semi-hiimeda
(Biometra, Goettingen, Alemania); enseguida, se colocd la membrana de PVDF e
inmediatamente después el gel y sobre éste, se colocé nuevamente mas papel filtro
humedecido en buffer. La transferencia se realiz6 durante 2 horas a 0.8 mA/cm’. Una
vez terminada la transferencia, se bloqued 1a membrana (como se indica en el Cuadro 8)

por 1 hora. Pasado el tiempo de bloqueo, se procedid a incubar con el anticuerpo

primario correspondiente como se muestra también en el Cuadro 6

Bloqueo

Anticucrpo primario (concentracijn)

Anticuerpo secundario (concentracion)

Leche descremada 3%

ULBP1 (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz
CA, USA) (1:400) en leche descremada
1%

Donkey anti- goat {Santa Cruz Biotech,
Santa Cruz CA, USA) (1:4000) en leche
descremada 1%

Leche descremada 5%

ULBP2 (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz
CA, USA) (1:400) en lcche descremada
1%

Donkey anti- goat {Santa Cruz Biotech,
Santa Cruz CA, USA) (1:4000} en lcche
descremada 1%

Leche deseremada 5%

ULBP3 (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz
CA, USA} (1:400) en leche descremada
1%

Donkey anti- goat (Santa Cruz Biotech,
Santa Cruz CA, USA) (1:4006) en leche
descremada 1%

Blocking reagent 1%

MICA/B (Santa Crur Biotech, Santa
Cruz CA, USA) (1:100} en Blocking
reagent 0.5%

Goat anti- Mouse(Santa Cruz Biotech,
Santa Cruz CA, USA)
{1:4000) Blocking reagent 1%

Cuadro 6. Distribucidn y preparacion de las diluciones de los anticuerpos.

Se incubd toda Ia noche a 4° C en agitacién constante. Después de la incubacion
con el anticuerpo primario, se eliminé el exceso de anticuerpo lavando la membrana con
Tween 20-PBS 1X durante 5 minutos (3 veces). Se agregd el anticuerpo secundario
segiin se muestra en el Cuadro 6 y se incubd una hora a temperatura ambiente. El
exceso de anticuerpo secundario se removié lavando la membrana 5 veces con Tween
20- PBS 1X al 0.5% por 5 minutos. Una vez terminado los lavados, inmediatamente se
procedid a agregar la solucidn del kit de revelado Western Blotting Luminol Reagent
(Santa Cruz Biotech, Santa Cruz CA, USA) agregande volimenes iguales de solucién A
(1.5 mL} ¥ solucion B (1.5 mL) sobre la membrana y se expuso por | minuto. Pasado
este tiempo, se eliminé el exceso de luminol y se procedié a colocar la membrana en un

cassette de revelado que se llevd al cuarto de rayos X, donde se expuso una placa
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fotografica sobre la membrana durante un minuto aproximadamente y se procedio a

revelar.

RESULTADOS

Resultados de Ia etapa #1

Después del descongelamiento, las células se encontraban un poco dafiadas, por
lo que el establecimiento de los cultivos tardd aproximadamente dos semanas, en lo que
se alcanzd la confluencia deseada (90%), El crecimiento de cada linea promedio en un

tiempo de 24 horas se muestra en el Cuadro 7

Linea celular | K-562 | HL-60 [ JurKaT [ CEM
Crecimiento a | 2.17x 10° 1.43x 10° 2.035x% 10° 2.105x 10°
las 24 horas

Cuadro 7. Crecimicnto promedio cada 24 horas de las lineas celulares. Las células erecieron en medio RPMI
1640 enriquecido con suere fetal bovine al 10% ¥ peniciling/ estreptomicina

Con los datos anteriores pudimos determinar el momento en el que cada linea
celular alcanzo la confluencia. Como se puede observar en el Cuadro 7, K-562 fue la
linea que primero alcanzd su confluencia, (debido a su alta tasa de divisién). Por otro
lade, la linea que tardé mds en alcanzar la confluencia fue HL-60, {con la tasa de
divisién mas baja). Por ultimo, no observamos cambios morfoldgicos ni contaminacion

alguna en las lineas celulares.

Resultados de la etapa #2

El estudio de los ligandos del receptor NKG2D ha abarcado diversos tipos de
tumores, entre ellos las leucemias, pero muchos de ellos se limitan a estudios de
caracterizacién del ligando en superficie. En este trabajo se pretendi6 contribuir a la
ampliacién del conocimiento de estas moléculas que son de suma importancia en la

respuesta inmune antitumoral mediada por células NK. El uso de las lineas celulares
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empleadas en este estudic es debido a que pueden ser una buena herramienta de trabajo
para en un futuro ampliar la investigacion en pacientes con diversos tipos de leucemias.

Las lineas celulares utilizadas en este estudic son, todas ellas, derivadas de
leucemias de diferent;s caracteristicas {como se muestra en el Cuadro 3) que puedan
ofrecernos una variedad de resultades. La linea celular K-562 es de origen mieldgeno al
igual que HL-60 (Cuadro 3), las otras dos lineas (CEM y JurKaT) son de origen
linfocitico. El objetivo por el cual usamos lineas de diferente origen, fue para poder
apreciar si hay un cambio evidente en la expresion de los diversos ligardos del receptor
NKG2D.

La expresion total de los ligandos del receptor NKG2D se evalué mediante
western blot (como se describié en la metodologia); para esto, fue necesario hacer una
extraccion de proteinas celulares. Para obtener una concentracién adecuada de proteinas
fue necesario tener una cantidad celular de aproximadamente 15 a 20 millones de
células (por cada tipo celular a trabajar), por lo que las células se cultivaron partiendo de
un concenirado de 1x 10 ® células. De acuerdo a su tasa de division (mostrada en el
Cuadro 7), la linea celular K-562 fue la-que alcanzd la confluencia deseada parz este
procedimiento (aproximadamente 72 horas después de iniciado el cultivo). La linea
celular HL-60 alcanzd la confluencia a las 96 horas; [a linea JurKaT a las 72 horas y,
por dltimo, la linea CEM alcanzd la confluencia a las 72 horas.

Una vez que se obtuvieron las células, se procedié con la extraccion de
proteinas como ya se mencioné en la metodologia. Al final de este procedimiento se
obtuvo una cantidad importante de alicuotas de proteina de cada linea. Para la linea
K-562, se obtuvieron alrededor de 15 alicuotas de 50pul (9.7 pg/pl); para la linea

HL-60, se obtuvieron § alicuotas de 30pL ¢/u (7.4 pg/pl); para la linea JurKaT se
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obtuvieron 5 alicuotas de 50uL (2.3 pg/pl ) y para la linea CEM sc obtuvieron 11
alicuotas de 50ul. (7.6 pg/ul) .

Una vez que se obtuvieron las alicuotas, se realizo la cuantificacion de proteina
total mediante el método colorimétrico mencionado también en la metodologia. Los

resultados obtenides de la cuantificacion son los siguientes:
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rafica 1. Curva ¢standar para cuantificacién. La curva cstindar se realizo con albimina bovina sérica {BSA) de
concentracién conccida. Se muestra la linea de tendencia (linea negra) v en la esquinz inferior derecha se muestra la
ecuacion de la recta. Las concentraciones de BSA wutilizadas fueron 0.5-7.5 pg/ul.

Utilizando la ecuacidn de la recta, se obtuvieron los datos de la cantidad de proteina de

cada linea celular, como se muestra en €l Cuadro 8.

Lineacelular | K52 | HL60 | JuwKaT | CEM
Proteina totat 9.7 ug/ml 7.4 pgful 2.3 ugful. 7.6 pg/ul

Cuadro 8. Cantidad de proteina extraida por linea celutar. Los valores de lectura del espectrofotémetro
correspondiente a cada linea cclular se sustituyeron en fa ccuacién de la curva. Los valores estin
expresados en pg de profeina total por pl de Buffer RIPA

Como podemos observar, la linea celular en la que se obtuvo una mayor
cantidad de proteina fue K-562, y de la que menos cantidad se obtuvo fue JurKaT;
coincidentemente, esto también se observa en cuanto al niimero de alicuoias obtenidas,
ya que de la linea que menos se obtuvieron fue de JurKaT y de la que mas alicuctas

hubo fue de K-562.



33

Para la realizacion de la electroforesis se calculd la cantidad de proteina extraida
necesaria para obtener una concentracion de 40 pg en cada pozo. Como un control de
carga, se procediod a realizar una electroforesis v, posteriormente una tincién con azul de

4
Coomassie al 0.5% para verificar que se cargara la misma cantidad de proteina en los

pozos (Figura 11).

Figura 11. [Imagen fotogrifica del gel obienido de la electroforesis de control
de carga. Los pozos fueron cargades con extractos de proteinas de fas lingas
leucémicas K-562, HL-68, CEM y JurKaT en concentraciones de 40 pug por pozo,

La imagen anterior muestra que efectivamente se cargd una cantidad de proteina
igual en cada pozo, esto significa que las posibles diferencias observadas en los
resultados del western blot no son ocasionadas por un error al momento de cargar las
muestras en.cl gel sl no por las caracteristicas propias de cada linea celular. También
podemos observar que hay una expresion diferencial en algunas proteinas segin la linea
celular; sin embargo, esto no es relevante para este estudio, por o que no se profundiza
en este hecho.

Una vez que se corrobord que no hay error al momento de cargar, se procedio a
realizar el western blot como ya previamente se mencioné en la metodologia. El proceso

de estandarizacién de la técnica fue un trabajo arduo de varios meses, en los cuales se
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tuvo que estandarizar las diluciones de los anticuerpos y la solucion bloqueadora, entre
otros.

Una vez estandarizada la técnica se obtuvieron las placas finales. Los resultados
obtenidos muestran que la expresion de UULBPI en todas las lineas es muy baja, casi
nula. En la Figura 12 A podemos observar el western blot obtenido para ULBPI en [a
que se observa un patrdn de bandas dobles con pesos moleculares de entre 30-40 kDa y
otra entre los 40-30 kDa. El primer patrén de bandas comesponde a los pesos
moleculares conocidos para ULBP1. En cuanto a las bandas que se observan con un
peso alrededor de los 20 kDa, estas pudieran ser productos de degradacién. La Figura 12
B corresponde a la proteina actina (constitutiva) utilizada como contrel de carga. La
banda correspondiente a actina no muestra un grosor similar en todas las muestras, pero
debido a que se tiene un gel tefiido como control adicional de carga en donde se observa
que la cantidad de proteina en cada pozo es igual y el hecho de que este patron de actina
es repetitivo, se especula que aunque actina sea una proteina constitutiva, no

necesariamente debe haber la misma cantidad en todos los tipos celulares utilizados.

A) MM HL-60 K562 SurkaT cem

Figura 12, Deteccién de ULBPL en las lineas celulares leucémicas mediante western blot. A)
Deteccién de ULBPI1 en las lineas celulares leucémicas HL-60, K-562, JurKaT y CEM, cn
concentraciones de 40pg de proteina total en preparaciones de 23pi. La flecha indica la banda de
peso molecular esperado (~31kDa}. B) Westerm blot de 1z proteina constitativa actina detectada en
las mismas condiciones de carga de la fig. 12 A {control).



La presencia de ULBP2 en las diferentes lineas también estuvo muy limitada. La
Figura 13 A, donde al igual que ULBPI, se observa un patrén de bandas entre los 30-40
kDa y otro entre fos 40-50 kDa. El peso correspondiente a ULBP2 es de
aproximadamente 31kDa, por lo que la banda esperada para ULBP2 es la que se
encuentra entre los 30-40 kDa. En la Figura 13 B se observa actina como control: de la
misma forma, las vartaciones entre las cantidades de actina en cada linea celular son

debidas a 1a propia biologia de las células.

A)

MPAM HL-80 K562 JurkaT CEM
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40

B) MPM HL-60 K562 CEM

et

Figura 13. Deteccién de ULBP2 en las lincas celulares fcucémicas mediante western blot. A}
Deteccion de ULBP2 en las lineas celulares leucémicas HE-60, K-362, JurKaT y CEM en
concentraciones de 40ug de proteina total en preparaciones de 25uL. La flecha indica la banda del
pese moleeular esperado (<31 kD). B) Westerrn blot de la proteina constitutiva actina detectada en
las mismas condiciones de carga de la Fig. 12 A (control),

Por el contrario, se observo una alta expresion de ULBP3 en todas las lineas celulares
(Cuadro9), tal como se aprecia en la Figura 14 A, donde ademds de la banda que
corresponde al peso molecular esperado (-31 kDa), se observa otra banda de alrededor
de 50kDa y que ademas esta presente en todas las lineas celulares. Es interesante notar

que hay una fuerte expresion de la banda de 31 kDa en la linea linfocitica JurKaT con
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respecto a las demds lineas celulares, en las cuales la expresion de esta banda se
encuentra disminuida, principalmente en la linea linfoblastica CEM. En la Figura 14 B
se observa el control actina, como ya se¢ ha mencionado antes, las variaciones
observadas en la cantidad de proteina presente en cada linea pueden ser producto de la

propia biologia de la céluia.

A)

Fizura 14. Deteccién de ULBP3 en las lineas celnfares leucémicas mediante western blot. A)
Deteccion de ULBP3 en las lineas cclulares leucémicas HL-60, K-562, JurKaT y CEM en
concentraciones de 40ug de proteina total cada una en preparaciones de 25pL c/u. La linea muestra la
banda correspondicnte al peso molecular esperade (~31 kDa). B) Westerrn blot de la proteina
constitutiva actina detectada en las mismas condiciones de carga de la fig. 12.A (control).

En cuanto a la deteccion de MICA/B por western blot obse-rvamos un unico
patron de bandas entre los pesos moleculares de 40kDa y 50kDa en las lineas celulares
K-562, CEM y JurKaT; interesantemente MICA/B no estid presente en la linea
promicloblastica HL- 60 (Figura 15 A). También se observa que la expresién de
MICA/B es més fuerte en la linea celular eritroblistica K-562 que en las lineas celulares
linfocitarias CEM v JurKaT. Otro aspecto que salta a la luz, es la visualizacidén de una
banda muy pesada de aproximadamente 100 kDa en la linea linfocitica JurKaT, que

puede considerarse una bandza especifica, ya que se observa muy fuerte y solo se
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observa en esta linea celular. La Figura |5 B muestra la proteina actina como control.
De igual forma se considera que las variaciones de la cantidad de actina por linea
celular depende de su biologia.

A) MPIA HL-60 #5682 JurKaT CEM MPM  Hela

B) MPM HL_-60 K562 JurkaT cem

50 °

40

Figura 15. Deteccidn de MICA/B en las lincas cefulares lencémicas mediante western blot. A)
Deteccién de MICA/B en las lineas celulares leucémticas HL-60, K-562, JuwrKaT y CEM en
concentraciones de 40ug de protcina total cada una en preparaciones de 25pi c/u, Se utilizé la linea
celular derivada de cdncer cérvico- bicrino positiva a VI'H HcLa come control positive para MICA/B.
La flecha indica la banda comrespondiente al peso molecular esperado (~45 kDaz) observado
previamente. By Westermn biot de la proteina constitutiva actina detectada en las mismas condiciones
de carga de la fig. 12.A (controt).

DISCUSION

El sistema inmune ha evolucionado a lo largo de la historia de la vida para
poder realizar una eficaz eliminacién de los “agentes foraneos™ que pueden llegar a
ingresar a nuestro organismo. Desde que el primer organismo fue capaz de eliminar
estos “agentes fordneos”, se fue perfeccionando este sistema de reconocimiento y
eliminacion mediado por el sistema inmune. La aparicidn de la respuesta inmune innata
fue el primer mecanismo de eliminacidn con cierto grado de especializacién. En este
trabajo se aborda de forma especifica uno de estos mecanismos innatos de la inmunidad:
aquel mediade por célutas NK las cuales reconocen células infectadas por virus, asi

como células tumorales.
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Dado que ¢l reconocimiento de células blanco por parte de las células NK esta
mediado en parte, por el receptor NKG2D, la capacidad de reconocimiento de una gran
diversidad de ligandos que presenta este receptor podria ser considerado una forma de
adaptacidn ante los mecanismos evasivos usados por las células transformadas por virus
0 células tumorales, por lo que esta “promiscuidad” provee una mayor proteccién al
sistema inmune {Eagle, 2007).

Este estudio muestra el patron de expresidn de los principales ligandes de
activacion del receptor NKG2 en diferentes lineas cefulares leucémicas. Entre los
ligandos estudiados se incluyen los principales miembros de las dos familias, tanto de la
familia MIC (MICA/B) como la familia ULBP/RAET1 (ULBPI, ULBP2 y ULBP3)
cuya expresion se ha observado en infecciones virales y células tumorales (Groh, 1996;
Cosman, 2001; Pende, 2002). Dado que la principal respuesta inmune innata a células
tumorales es llevada a cabo por células NK, de ahi ¢l motivo por el cual fue importante
evaluar la expresion de estas dos familias de ligandos def receptor NKG2D en células
Ieucémicas.

En estudios previos se ha observado que la expresion de los ligandos del
receptor NKG2D en pacientes con diversos tipos de leucemias es muy variable y poco
predecible, ya que los valores reportados para mRNA son muy heterogéneos, pero a
nivel de superficie, MICA/B fue el que reporté mayor expresién mediante citometria de
flujo (Salih, 2003). También s¢ ha observado que en lineas celulares leucémicas hay
poca expresion en superficie de MICA/B y de ULBPL, ULBP2 y ULBP3, siendo
MICA/B el de mener expresion, y siendo ULBP2 el que mas se expresa (Pende, 2002).
En cuanto a lo observado por nosotros mediante western blot, las lineas ceiulares
derivadas de leucemias muestran expresién de tres miembros de la familia

ULBP/RAET], siendo ULBP3 el que mayormente se expresé en todas las lineas

-3
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celulares. La expresion de la familia MICA/B fue consistente en las lineas celulares
K-562, CEM y JurKaT, pero no en HL-60. Dado que observamos una aparente
expresion diferencial de los ligandos de NKG2D, podemos hacer varias especulaciones.

Primero, los5 resultados de la familia ULBP/RAET1 que muestran una
expresion mayor para ULBP3 con respecto a ULBPI y ULBP2, sugieren que ULBP3
sea el principal mecanismo de reconocimiento por parte de las células NK; sin embargo,
para corroborarlo serd importante realizar estudios de expresion en superficie mediante
citometria de flujo para ver si la expresion en superficie de este ligando corresponde con
to observado por western blot. En dado caso de que si exista la expresion en superficie
celular de ULBP3, corresponderia realizar un estudio funcional de interaccién
NKG2D/ULBP3 y corroborar que efectivamente, éste sea un mecanismo de activacion
de las células NK en respuesta a células leucémicas.

Otro aspecto importante a considerar sobre esta parte de los resuftados, es que
se observa otro patron de bandas de mayor peso molecular, ¢l cual nosotros
especulamos que pueda tratarse de la forma madura de la proteina, ya que estudios en
nuestro laboratorio, se ha observado la presencia de una banda de mayor peso molecular
de MICA/B en lineas celulares derivadas de cancer cérvico uterino y se sabe que la
molécula MICA/B es una proteina altamente glucosilada {(Bauer, 1999), por lo cual,
estos resultados sugieren que esta banda de mayor peso molecular sea la forma
glucosilada de la proteina. De forma similar esto podria ocurrir con las moléculas
ULBP/RAET! pero, debide a que no hay estudios en donde se demuestre esto, se
necesitaria disefiar un conjunto de experimentos donde se demuestre realmente que las
ULBP son proteinas altamente glucosiladas, al igual que MICA/B. Otra respuesta a esto

es que como ULBPI, ULBP y ULBP3 son moléculas que se unen a la membrana
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mediante un anca de GPI (Cosman, 2001), {a banda observada podria ser ULBP3 unida
al GPL y es lo que se detecta como una banda de mayor peso molecular.

Otro dato importante es el hecho de las variaciones en la expresion de ULBP3
en las diferentes lineas. La linea celular en la que se observa menor expresion es la linea
linfoblastica CEM. En cambie, la linea celular linfocitica JurKaT muestra una mayor
expresion de ULBP3 con respecto al resto de las lineas celulares. Este dato results ser
muy interesante va que se han realizado estudios donde se indujo la diferenciacién de
blastos de pacientes con leucemia mieloblastica aguda y se observd que hay un
incremento en la expresion de ciertos ligandos del receptor NKG2D como es el caso de
ULBP1 (Nowbakht, 2005). Sin embargo, para hacer esta aseveracidn serd necesario
realizar ensayos de diferenciacion en la linea celular CEM (linfoblasto) mediante
factores de crecimiento e interleucinas o, en su caso, drogas de uso médico en el
tratamiento de leucemias linfoblasticas agudas y hacer una medicién en superficie
celular antes ¥ después de la induccidn de la diferenciacién y ver si se aumenta la
expresion. Ademds, serd interesante realizar ensayos de citotoxicidad, para ver si este
ligando es el de maycr importancia bioldgica en el reconocimiento de células
leucémicas residuales durante el tratamiento quimioterapéutico y/o, el transplante de
médula dsea. A pesar de la existencia de estas diferencias, no se pﬁede considerar una
expresién diferencial de ULBP], ULBP2 y ULBP3 en estas lineas, ya que todas tienen
un comportamiento similar, aunque algunas tuvieron mayor cantidad de alguno de estos
ligandos.

En cuanto a la familia MIC, se ha observado una expresién mas generalizada en
diversos tipos de céncer, como céncer de pulmén, mama, prostata y melanomas.
(Bauer, 1999; Groh, 1999; Girardi, 2001), por lo que especulabamos que de igual forma,

la expresién de estas moléculas en leucemias seria generalizada en las diferentes lineas



41

celulares estudiadas; pero sorpresivamente, los resultados observados muestran que
HL-60 no expresa MICA/B, a diferencia de las lineas K-562, JurKaT y CEM que tienen
una adecuada expresion. Al igual que con ULBP, [a falta de expresion de MICA/B en la
linea eelular HL-60, psodria estar relacionada con la poca diferenciacidn, al menos como
se ha mostrado en un trabajo realizado por Rohner et ai en el cual se induce fa
diferenciacion de la linea celutar HL-60 con firmacos utilizados en el tratamiento de
leucemia promielocitica aguda ¥ se observd un incremento en la expresion de ULBPI
en superficie. De igual forma esto lo podemos hacer y evaluar si se aumenta la
expresion de MICA/B en proteina total y en superficie como fue en el caso de ULBP1
{Rohner, 2007). La linea celular que mostrd una mayor expresion de MICA/B fue
K-562 al respecto, se ha observado que en esta linea hay una alta expresion de MICA/B,
ULBP1 y ULBPZ en superficie, pero al tratar esta linea celular con un inhibidor del
oncogén BCR/ABL, se detectd una considerable disminucidn en la expresion de MICA
en superficie, indicando que hay una relacion directa entre el oncogen BCR/ABL v la
expresion de MICA (Boissel, 2006). Con estos datos podemos sugerir que la
diferenciacién de esta linea celular disminuye la expresion de los ligandos de NKG2D,
lo cual corroboraremos con estudios de diferenciacion, similares a los mencionados
anteriormente.

También es importante considerar la expresion de una banda en la linea celular
JurKaT de peso molecular cercano a los 100 kDa que podria significar lo siguiente: que
es que JurKaT tienen una proteina que comparte el mismo epitope de MICA/B con el
cual se realizd el anticuerpo utilizado en esta técnica. Por lo que se esperaria que sea
una union inespecifica del anticuerpo, pero en repeticiones posteriores con otro
anticuerpo de otra casa comercial observamos el mismo comportamiento, por lo que

descartamos esta posibilidad. Es importante considerar que el anticuerpo utilizado
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reconoce ambas proteinas, tanto MICA como MICB, por lo que lo ideal seria realizar
estas pruebas con anticuerpos especificos para cada una de ellas, lamentablemente la
disponibilidad comercial de estos es poca al momento.

El comportamiento de los ligandos del receptor NKG2D observado es
aparentemente constante en todas ellas, excepto MICA/B que es el ligando que no se
expresa en una de ecllas (HL-60), la cual es una linea celular mieloblastica
indiferenciada. Por lo que podemos decir que existe una expresién constante de los
ligandos del receptor NKG2D en las diversas Hneas celulares. Aun asi, serd necesacio
ampliar el estudio a pacientes para poder entender mejor la biologia del sistema
NKG2D/Ligandos de NKG2D en el reconocimiento de células leucémicas por las

células NK.

Conclusiones
1. Existe expresion de fos ligandos de la familia ULBP/RAET! en las diferentes lineas

celulares derivadas de leucemias utilizadas en este estudio.

2. Existe expresion de MICA/B en 3 lineas celulares derivadas de leucemias (K-562,
JurKaT, CEM), no asi en la linea celular promielobldstica HL-60.

3. MICA/B e¢s mayermente expresado en la linea celular eritrobldstica K-562 que en el
resto de las lineas celulares.

4. La expresidn de ULBP3 es mayor en las lineas celulares con respecto a ULBPI y
ULBP2.

5. Existe mayor expresiéon de ULBP3 en la linea celular linfocitarta JurKaT con

respecto a la expresion que se observa en el resto de las lineas celulares.
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