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RESUM

Els macrofags ocupen un lloc clau tant en I’arc eferent com en I’aferent de la resposta immunitaria. Per
tal de desenvolupar les seves funcions, els macrofags o bé proliferen (augmenta el seu nombre) o bé s activen
(desenvolupen llur capacitat funcional). Ambdés fendmens son contraposats i induits per diferents citoquines.
Aixi, per a la proliferacié es requereix sobretot M-CSF i per a I’activaci6, interferé gamma (IFN 7). Aquest
ultim inhibeix la proliferacio.

Enun primer grup d’estudis es descriu lainteraccié de I'interferé yamb el receptor en la superficie cel-lular
dels macrofags. Aquest receptor s’internalitza i es reexpressa a un ritme constant. La internalitzacié és
necessaria per a la inducci6 de I’activitat funcional. L’IFN v utilitza diferents vies metaboliques per induir
I’expressi6 de gens diferents. Centrant-nos en I’expressié del gen de clase 11 del complex major d’histocom-
patibilitat, I-AP, hem caracteritzat tres arees en el promotor que sén elements cis. A més, hem clonat tres
proteines que interactuen amb aquestes arees (factors de transcripcid) i que controlen I’expressié del gen.
Finalment, respecte a la proliferacié, hem trobat un factor de transcripci6, PU.1 , que estimula la proliferaci6
dels macrofags.

Aquests estudis son els primers per tal de descriure la via que utilitza I'IFN ydes de la membrana cel-lular
fins al DNA en el nucli per a induir I’expressié de gens.

Morts cLau: proliferacio, activacio, interferé gamma, factors de transcripcio.

SUMMARY

Macrophages play a key role, both in the aferent as well as the eferent limbs of the immune response. In
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order to develop their functions activated (they become ready to develop a functional activity). Both
proliferation and activation are opposed phenomena and they are induced by different sets of cytoquines.
While M-CSF is required for proliferation, for activation interferon gamma (IFN y) is the cytoquine of choice.
Moreover, IFN vy inhibit proliferation.

In a first set of studies we described the interaction of IFN y with the receptor in the cell surface of
macrophages. This receptor is internalized and re-expressed at a constant rate. Internalization seems to be
necessary for the induction of functional activity. IFN y use different pathways to induce the expression of
different genes. We studied in particular the expression of the IAP gene that codes for a molecule of class 11
genes of the major histocompatibility complex. We characterized three areas in the promoter that are cis
elements. We also cloned three proteins that interact with these areas and control the gene expression. Finally,
concerning the macrophage proliferation we found a transcription factor, PU. 1, thatis involved in proliferation.

These studies are the first to describe the metabolic pathway used by IFN yto induce gene expression from

the cellular membrane to the DNA in the nuclei.

KEY WORDS: activation, proliferation, interferon gamma, transcription factors.

INTRODUCCIO

Els macrofags sén cel-lules que deriven de la
cel-lula mare stem cell de la medul-la Ossia i, en
el seu pas per la sang es localitzen en tots els
teixits. En la medul-la ossia, les cél-lules precur-
sores, s’anomenen monoblats 1 promonocits;
durant el seu periple sanguini se’ls anomena
monocits 1 quan es localitzen en els teixits,
macrofags. Segons la localitzaci6 dels diferents
teixits, els macrofags adopten caracteristiques
especifiques que els duen a desenvolupar
funcions especifiques. Aixi, en el teixit ossi es
converteixen en osteoclasts; en el sistemanervios
central, en cel-lules de microglia; en la dermis,
en cel-lules de Langerhans; en el sinovi, en
cel-lules de tipus Aj; en el teixit connectiu, en
histiocits; en el fetge, en cel-lules de Kupffer,
etc. (Celada, 1993) (vegeu la fig. 1).

Al creixement dels macrofags, comal d’altres
cel-lules hematopoetiques, li cal la presencia de
factors estimulants (CSF) (vegeu lafig. 2). Enel
moment actual no sabem quins factors indueixen
la cel-lula mare pluripotent a convertir-se en un
tipus cel-lular oun altre. Els macrofags i neutrofils
deriven d’una cel-lula progenitora comuna
anomenada wunitat formadora de colonies
granulocit-monocit (CFU-GM). Els macrofags,

després d’ésser estimulats per I’endotoxina o la
fagocitosi, produeixen dos tipus de factors de
creixement: macrofag-CSF (M-CSF) 1 granu-
locit-macrofag (GM-CSF). L'M-CSF, també
anomenat CSF-1, és un homodimer de 70 a
90 kD, el receptor del qual és el producte del
protooncogen c-fms. El receptor de I'M-CSF
només es troba present en fagocits mononuclears
1 té una activitat proteina cinasa. El GM-CSF és
una glicoproteina de 22 kD que actua sobre
neutrofils, monocits 1 eosinofils. A més a més,
els macrofags produeixen interleucina 3 (IL 3),
que també indueix proliferacid, i altres
interleucines com la IL 1 o el factor tumoral de
la necrosi, TEN (de I’anglés, tumor necrosis
factor), que indueixen I’alliberament de M-CSF
1 de GM-CSF de les cel-lules endotelials i
mesenquimals. D’altra banda, el GM-CSF pot
induir la produccié de TNF en els macrofags.
El nivell basal de la monocitopoesi ¢€s
determinat pel balang d’autoregulacié entre els
factors de creixement (IL 3, M-CSF i GM-CSF)
1 inhibidors com la prostaglandina E_ i la lacto-
ferrina. Com a resposta a un increment de la
demanda, els macrofags segreguen M-CSF i
GM-CSFen lasang circulant, iamb aixo estimu-
len la monocitopoesi en la medul-la ossia. A
més, en els focus d’inflamaci6, després de la
fagocitosi, els macrofags segreguen M-CSF i
GM-CSF, 1 aixi contribueixen a la proliferaci6
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FiGura 1. Origen i distribuci6 dels macrofags en els diferents teixits.

local de macrofags. Recentment, hem pogut
demostrar que en macrofags adults la secrecié
autocrina del factor B de creixement trans-
formant, TGFB transforming growth factor 8
pot estimular la proliferacié de macrofags (Ce-
lada 1 Maki, 1992). D’altra banda, els limfocits
T activats després de la interaccié amb antigens
poden estimular la proliferacié local de

macrofags mitjancant 1’alliberament de M-CSF
i GM-CSF, i origina en alguns casos els
granulomes.

S’ha vist recentment que el GM-CSF té un
efecte diferent segons el tipus cel-lular sobre el
qual actua. Sobre els macrofags diferenciats,
estimula la proliferacid, mentre que sobre les
colonies mixtes granulocit-monocit fa que es
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diferenciin en granulocits. En aquestes cél-lules,
el GM-CSF bloca la transcripci6 del c-fins i, en
no expressar-se el receptor, I"'M-CSF és inactiu.

Els macrofags o fagocits mononuclears, com
també se’ls coneix, tenen miltiples funcions
que regulen un gran nombre de processos. En la
melsa o el fetge, els macrofags eliminen les
cel-lules circulants velles o lesionades, incloent-
hiles hematies (Celada, 1981). El ferro contingut
en la molécula d’hemoglobina passa a formar
part de la ferritina dels macrofags, i aquests
alliberen el ferro segons les necessitats
eritropoetiques; aquest és el sistema de regulacio
del metabolisme del ferro de reserva en
I'organisme (Celada et al., 1984a). En el teixit
ossi, els osteoclasts remodelen 1I'os segons
I"activitat fisica (pressions) a queé se sotmet 1’0s.
Els macrofags també intervenen en el control del
metabolisme dels lipids, I’"hemostasia, la
reconstruccio tissular, etc.
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)
_—
Fagosoma @ )
- /Fagollsosoma

Lisosoma

FiGura 3. Presentaci6 d’antigen als limfocits T.
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Referint-nos alaimmunologia, els macrofags
realitzen tres tipus de funcions: a) Directament;
destrueixen bacteris (Roth et al., 1979), parasits
(Celada et al., 1982, 1983, 1984b) i virus (i
constitueixen, juntament amb [’activitat dels
neutrofils, el mecanisme antibacteria més
important). A més, poden destruir ce¢l-lules
tumorals (Celada et al., 1980). b) Indirectament;
poden actuar sobre altres ceél-lules mitjangant la
secreci6 de més de cent molécules diferents,
amb pesos moleculars que varien entre 32 i
440 kD i activitats biologiques que van des de la
inducci6 de la proliferacid fins alamort cel-lular.
¢) Com a cel-lules accessories de la resposta
immunitaria, per la seva capacitat d’ingerir i
digerir antigens i presentar els peptids
immunogeénics als limfocits T, i amb aixo
engeguen larespostainhibidoraespecifica (vegeu
la fig. 3). Per aix0 és necessari que els peptids
s’associin amb les molécules del complex major

Limfocit T

<4— Receptor T
%+ Peptid
-— Antigen classe ||
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d’histocompatibilitat (MHC) de classe I
(estableixen contacte amb limfocits T, CD8" o
citotoxics) o classe II (estableixen contacte amb
limfocits T, CD4* o helper, o ajudadors. En
expressar-se el complex format per ’'MHC i el
peptid, el receptor de les cel-lules T interactua
fisicament amb aquest complex i es produeix
I’activacié dels limfocits T i1 la posterior
segregacio de citoquines (limfocits helper) o
inducci6 de citotoxicitat (limfocits citotoxics).

Mecanisme d’activacio del macrofag

Els limfocits T estimulats segreguen una
serie de factors que indueixen un gran nombre de
modificacions funcionals i bioquimiques en els
macrofags. Aquest procés ha estat anomenat
activacio dels macrofags, 1 la limfocina que
indueix aquests canvis ha estat anomenada fac-
tor activador dels macrofags o MAF macrophage
activating factor. En els tltims anys, les dades
obtingudes en diversos laboratoris, incloent-hi
el nostre, han identificat el factor activador dels
macrofags com ['interfer6 gamma (IFNYy)
(SchreiberiCelada, 1985; Schreiberetal., 1986).

a) Interaccio de I'IFNy amb la superficie
cel-lular: descripcio del receptor

En la superficie de les cel-lules existeixen
uns elements que reconeixen especificament
certes molécules, que s6n conegudes amb el
nom de receptors. La funci6 d’aquests receptors
és doble: transporten molécules des de I’exterior
de la cel-lula i, en alguns casos, després de la
interaccié amb el lligand, indueixen una série de
senyals intracitoplasmatics que fan que la cél-lula
s’activi. En un primer estudi, vam intentar iden-
tificar un receptor especific per a I'l[FNy en la
superficie dels macrofags (revisat a Celada,
1988a). En els nostres primers experiments vam

utilitzar I'IFNy natural no purificat procedent
d’un hibridoma T produit en el nostre laboratori.
Els macrofags de la cavitat peritoneal o de la
medul-la 0ssia de ratoli eren capagos d’absorbir
I’activitat de I'IFNy (Celada et al., 1984c), i
també els fibroblastes, mastocits i limfocits T de
ratoli. Tanmateix, els macrofags de rata, hamster,
cobai o les cel-lules humanes (monocits,
granulocits, limfocits i eritrocits) aillats de la
sang periférica (Aguado et al., 1980) no eren
capagos d’absorbir I'IFNy de ratoli. Els
macrofags de la cavitat peritoneal de ratoli eren
capacos de fixar microesferes fluorescents
recobertes d’ [FNy recombinat de ratoli. Encara
que aquests experiments suggerien la presencia
d’un receptor que interactua amb I'IFNYy en la
superficie cel-lular, la demostraci6 es va portar
a terme mitjancant 1'ds d’IFNy recombinant de
ratoli i marcat radioactivament amb I'*.
Mitjan¢ant 1’analisi de Scatchard, 12.000
molécules d’IFNyes fixaven a la superficie dels
macrofags de la medul-la 0ssia amb una constant
d’afinitat (K)) de 0,9 X 10*M (Celada et al.,
1984c¢). Aquests resultats indicaven que I'IFNy
reaccionava amb un receptor en la superficie de
la cél-lula d’una forma especifica i saturable, i
demostraren per primera vegada la preséncia
d’aquestreceptoren lasuperficie dels macrofags.

En els estudis d’absorci6 hem utilitzat
I’activitat citotoxica (capacitat de destruir
cel-lules tumorals) perque és el test més sensible
de queé disposem per a mesurar I’activitat dels
macrofags dels murids per I'IFNy, i s’ha
demostrat una gran reproductibilitat (Russell et
al., 1986).

En el nostre laboratori vam obtenir anticossos
monoclonals contra I'IFNy recombinat de ratoli
mitjan¢antimmunitzaci6 de hamsters (Schreiber
et al., 1985). Mitjangant I'is de molécules
hibrides d’IFNy huma i muri es va posar en
evidencia que alguns anticossos estaven dirigits
contra la part amino i altres contra la carboxilo
terminal de lamoleculade I'[FNY. Els anticossos
monoclonals que inhibien I’activitat citotoxica



del macrofag induida per I'l[FNy inhibia també
la uni6 de I'[FNy marcat radioactivament en el
receptor, mentre que els monoclonals que no
afectaven la funcid, tampoc no inhibien la fixacio
de I'IFNy en la superficie cel-lular. Aquests
resultats indiquen que la uni6 de I'lFNy al rece-
ptor és la primera etapa necessaria per a la
inducci6 de I'activitat determinada per I'IFNy
en els macrofags.

Enunaaltraserie d’experiments vam estendre
les nostres investigacions sobre el receptor de
I'IFNy al sistema huma. Els monocits humans
obtinguts de sang perifericailes linies cel-lulars
de macrofags (U937) i promielocits (HL60)
fixaven I'I[FNy huma recombinant i marcat
radioactivament d’una forma especifica, satu-
rable i reversible (Celada et al., 1985). A 4 °C
els diferents tipus de cel-lules fixaven entre
3.00017.000 molecules d’IFNyamb una afinitat
molt similar (K = 4-12 X 10®* M). No es van
trobar modificacions en el nombre o la K dels
receptors quan els monocits o les cél-lules U937
es van diferenciar en macrofags adults o en
granulocits polimorfonuclears. Aixo suggereix
que el receptor de I'I[FNy no es modifica amb la
maduraci6 o diferenciacié cel-lular. La
importancia funcional del receptor es va posar
de manifest, ja que la quantitat necessaria de
I"IFNYyper asaturar el receptor es correlacionava
amb la necessaria per a induir el maxim de
receptors Fe. Els estudis duts a terme amb agents
permeabilitzants de la membrana demostraven
que només el 46 % del nombre total de receptors
s’expressen en la superficie de la membrana. La
natura proteinica del receptor es va posar de
manifest mitjangant tractament amb tripsina o
pronasa (agents proteolitics), que reduien la
fixaci6 de I'IFNy marcat radioactivament al
13 % 15 %, respectivament. El receptor es va
caracteritzar parcialment mitjancant gels de
poliacrilamida de membranes de macrofag
purificades i incubades amb IFNy marcat radio-
activament. El complex receptor-1ligand produia
una banda de pes molecular relatiu de 104 +
I8 kD. Després de sostreure el pes del lligand, el
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pes molecular del receptor deu ser apro-
ximadament de 70 kD.

b) Interaccio de I'lFNydins la cél-lula

La majoria dels estudis previs amb I'IFNy
han estat realitzats a 4 °C i per tant només
mostren la fase inicial de la interaccié del recep-
tor amb el lligand en la superficie cel-lular. El
nostre intereés es va centrar a estudiar el que
passaamb I'IFNyquan les cel-lules es cultiven a
37 °C. A4 °C, el tractament amb pronasa elueix
el 96 % de I'I[FNymarcat radioactivament que es
fixa a la superficie dels macrofags. No obstant
aix0, a 37 °C, el 65 % de I'lFNyes fa resistent a
I'efecte de la pronasa, cosa que suggereix que
I'IFNys’internalitza (Celada i Schreiber, 1987).
Els macrofags degraden IFNYy marcat radio-
activament a 37 °C, perd no a 4 °C, a un ritme
constantd’unes 7.000 molécules/(cél-lulaihora)
durantun periode minim de 12 hores. La quantitat
d’IFNYy degradada tenia correlaci6 amb la
quantitat fixada a la superficie cel-lular. El ritme
constant de captacié d’IFNy pels macrofags es
deu a I’existéncia d’un pool intracel-lular de
receptors (62 % del total) i a un reciclament del
receptor després d’alliberar-se del 1ligand en el
compartiment dels lisosomes. Aixo tltim es va
demostrar utilitzant amines lisosomotropiques,
que bloquen la degradaci6 i indueixen una
acumulaci6 intracel-lular del receptor.

La degradaci6 no s’inhibia en preséncia de
cicloheximida la qual cosa indica que no es
requereix una sintesi de novo del receptor. Per a
la inducci6 de secrecié de H,O, I'ocupaci6 del
100 % dels receptors de ]’IFNy és requisit
necessari i suficient. Per a la inducci6 d’activitat
citotoxica es necessita saturar al 300 % el nom-
bre total de receptors. Es a dir, que els receptors
s’han d’expressar dues vegades per a poder
internalitzar un nombre suficient de molécules
d’IFNYy capag d’induir citotoxicitat. Aixd expli-
ca les quatre hores d’interacci6 requerides pel
macrofag per a la induccié de citotoxicitat,
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periode durant el qual el receptor és expressat
tres vegades en la superficie cel-lular. Aquests
resultats demostren que I'IFNys’internalitzaiel
reciclatge del receptor és essencial per a la
inducci6 d’activitat tumoricida.

Arribats a aquest punt, el nostre interes fou
I’estudi del que passa immediatament després
de la interacci6 del receptor amb el lligand i la
transduccié de senyals des de la superficie
cel-lular al’espai intracel-lular. Les fenotiacides
i el R24571, coneguts antagonistes de les
proteines fixadores de calci (proteina cinasa C i
calmodulina), bloquen, d’una manera que depén
de la dosi emprada, la inducci6 per IFNy de la
citotoxicitat dels macrofags (Celadai Schreiber,
1986). Després de blocar lamobilitzaci6 de calci
intracel-lular amb Quin 2, no es va observar cap
resposta a I'[FNy. Les drogues utilitzades no
afectaven la fixaci6 de I'IFNy a la superficie de
lacel-lulaoel processament. Els activadors de la
proteina cinasa C (tals com els esters del forbol,
PMA) i els ionofors de calci afegits juntament
eren capag¢os d’induir activitat citotoxica en els
macrofags, perd no en experiments individuals
amb cadascun dels components. Aquests resultats
suggereixen que l’activacié de la proteina
cinasa Cila mobilitzaci6 intracel-lular del calci
poden ésser necessaris per alainduccid d’activitat
citotoxica pels macrofags com a resposta a
I’'IFNy.

Els models animals amb defectes congenits
s6n molt ttils per a estudiar els mecanismes
d’accio. Aquest és el cas dels ratolins A/J, els
macrofags dels quals en comparaci6 als d’altres
soques requereixen aproximadament deu
vegades més IFNyper induir la mateixa activitat
citotoxica (Celada et al., 1984d). Aquest deficit
no vaacompanyat d’una reducci6 del nombre de
receptors en la superficie cel-lular, o d’un mal
processament de I'IFNyper la cel-lula (Hamilton
et al., 1986). En els macrofags dels ratolins A/J
no es va demostrar cap activacié de la proteina
cinasa C determinada per I'IFNYy, encara que
I’addici6 d’un ionofor de calci i de PMA
indueixen en aquests macrofags 1’activitat
citotoxica. Aquestes dades indiquen que

I’alteracié en els macrofags A/J es deu a un
deficitd’interaccié entre el receptor i1’activacio
de la proteina cinasa C.

Els macrofags preincubats amb complexos
immunitaris tenen suprimida la inducci6 de
citotoxicitat per I'IFNy (Celada, 1988b). La pre-
incubacié amb immunocomplexos no altera ni
la fixacié de I'IFNy en la superficie cel-lular ni
el processament. La incubacié de macrofags
amb dosis altes de PMA té un efecte similar al
dels complexos immunitaris. Aquestes dades
suggereixen que una forta activacio de la proteina
cinasa C suprimeix una activacié subsegiient
dels macrofags per I'IFNY.

¢) Estudis amb RNA missatger

Fins ara s’ha considerat el procés d’activacio
dels macrofags com una entitat global en la qual
I'[FNyindueix, mitjangant un mateix mecanisme,
un gran nombre de funcions. L’objectiu del
segiient estudi era comprovar aquesta hipotesi
utilitzant I’expressio de tres gens diferents que
codifiquen funcions simples tals com I’expressio
d’IA (el gen I-AB, que codifica la cadena B de la
molecula IA), de TNF i de la proteina C3 del
sistema del complement. La quantificaci6 de
I’RNA missatger es va dur a terme mitjangant un
sistemade proteccié de RNasa després d”hibridar
en fase liquida I’'mRNA amb una sonda de RNA
«antisentit» marcada radioactivament.

Enun primer estudi vam determinar el temps
minim que requereix la interacci6 de la cel-lula
amb I'IFNy per a induir ’expressié de gens, i
també I’expressio en la superficie cel-lular de
I’antigen IA. Mitjant¢ant estudis en els quals es
combinaven diferents dosis d’[FNyamb diferents
periodes d’incubacid, es vaarribar ala conclusié
que I’expressi6 de gens era directament propor-
cional a la quantitat d’IFNy captada pels ma-
crofags (Celada 1 Maki, 1989a). El contacte
directe de I'IFNy amb els receptors en la
superficie cel-lular no és suficient per a la in-
ducci6 d’IA, fet que suggereix que I'IFNyactua
en I’ambit intracel-lular. Segons els nostres



calculs, per a obtenir un maxim d’expressio
d’IA esrequereix la internalitzacié d’un nombre
de moleécules similar al del nombre de receptors.
Esadir, lainteracci6 de 10.000 molécules d’IFNy
indueix el maxim d’expressi6 d’IA en la
superficie cel-lular.

Els macrofags de la medul-la 0ssia (poblacié
homogenia i no estimulada), després d’incubar-
los amb IFNYy, expressen quantitats creixents de
mRNA per als gens I-AB, TNF i C3 (Celada et
al., 1989) amb cinetiques molt diferents. Mentre
que I'mRNA TAB augmenta lentament i arriba a
un «altipla» ales 48 hores, els nivells de mRNA-
TNF augmenten rapidament i arriben a un
«altipla» al cap de quatre hores. La cinética de
I’expressio de 'mRNA C3 era intermédia entre
els altres dos gens. Mitjangant experiments de
transcripci6 in vitro run-on vam demostrar que
I'IFNy actua incrementant la transcripcio dels
tres gens. A més a més, per als gens [-AB i C3,
I'IFNY actua després de la transcripcid, encara
que no ho fa aixi per al TNF.

La cicloheximida, un inhibidor de la sintesi
proteinica, té efectes dispars en I’expressio dels
tres gens. Aquestadroga inhibeix completament
la induccié d’I-AB-RNA per I'IFNY. Per a la
induccié d’aquest gen €s necessaria la sintesi
proteica només durant els trenta primers minuts
d’interaccié de I'IFNyamb els macrofags. Enles
cel-lules tractades amb IFNYy i cicloheximida hi
ha una superinduccié de ’'mRNA-TNF i C3. Els
estudis de cinética de I'RNA demostren que
Iaugment de I'RNA-TNF és degut a una
estabilitzaci6é del TNF-mRNA; és a dir, que la
cicloheximida inhibeix la sintesi d’una proteina
de vida mitjana molt breu que degrada el TNF-
mRNA. Peral C3, la vidamitjanade ’'mRNA no
estaafectada perlacicloheximida; aixd suggereix
queactuaen la transcripeié blocant probablement
un repressor.

Ellipopolisacarid (LPS) té un efecte diferent
sobre la inducci6 dels tres gens. Per al gen [-AB,
I'LPS inhibeix I'efecte de I'IFNY. Per al TNF,
I'LPS té un efecte sinergic amb I'IFNY, i per al
C3,I'LPS no afecta la inducci6 determinada per
I'I[FNY. Tots aquests resultats suggereixen que
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I'IFNYy actua a través de diferents vies
metaboliques per induir1’expressio dels diferents
gens i que el procés d’activaci6 no és una entitat
simple, siné més aviat el resultat d’un procés
extremament complex.

En els dltims anys s’han desenvolupat
inhibidors especifics de la proteina cinasa C i de
lacalmodulina. Aquests inhibidors ens van ésser
ttils per a determinar el sistema de transducci6
de senyals a través de la membrana que utilitza
I'IFNYy per a induir I’expressié dels gens que
codifiquen el TNF i I'I-AB. Els esters del forbol,
activadors de la proteina cinasa C, estimulen
I’expressi6 del gen del TNF pero no lade I'T-AB
(Celada i Maki, 1991). La inducci6 del TNF-
mRNA és anivell transcripcional. Els inhibidors
especifics de la proteina cinasa C com el H7 i
I'esfingosina afecten la inducci6 de 'mRNA-
TNF, pero no la d’I-AB determinada per I'IFNY,
encara que, els inhibidors de la calmodulina
(W7 i trifluoperazina) inhibeixen I’efecte de
I'IFNy per a ambdés gens. Aquests resultats
indiquen que I’expressio del gen del TNF en els
macrofags pot modular-se mitjangant dues vies
metaboliques, una que depén de I’activaci6 de la
proteina cinasa C i altra que depén de la
calmodulina. Tanmateix, per a la inducci6 de
I’'mRNA I-AB, I'IFNYy actua activant el sistema
metabolic que depeén de la calmodulina
(vegeu la fig. 4).

d) Controlde l’expressio del gen I-Af$ mitjancant
factors de transcripcio

Un dels problemes més actuals en biologia
molecular és I’estudi dels mecanismes de la
regulacio de la transcripci6 de gens. Fins ara es
desconeix el mecanisme intim, perd se sap que
les parts del gen que estan més enlla del
comengament de la transcripcié solen ésser
elements reguladors, I’eliminacié dels quals
inhibeix la transcripci6 del gen. També s’ha vist
que hi ha una serie de proteines (elements trans)
que es fixen sobre arees especifiques (elements
reguladors o cis) i en alguns casos, s’ha pogut
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demostrar mitjancant estudis in vitro que aquestes
proteines so6n capaces d’induir la transcripcio
(Celada, 1991).

Les molécules del complex major d’histo-
compatibilitat son necessaries per ala presentacid
dels antigens als limfocits T ajudadors (CD4).
Aquestes molécules que transporten el peptid
derivat de la digestié dels antigens fins a la
superficie cel-lular consten de dues cadenes, o1
B, codificades per gens diferents. Tots els gens
declasse [1de I’"MHC estudiats fins ara (humans,
de ratolins, de rates, bovins, etc) posseeixen tres
regions homologues que es denominen caixes
W, X, 1 Y. Aquestes seqiiencies de 7, 131 8 bases
estan separades, respectivament, per 19-20 ba-
ses, es troben localitzades a unes 50-150 bases
del punt on comenga la transcripcié i s han
identificat com elements cis-acting que regulen
la transcripcio.

Utilitzant un metode de retardament en
electroforesi d’acrilamidahem posatenevidéncia
la presencia d’un factor nuclear (proteina) que
s’uneix especificament a la seqiiéncia Y del gen
IAB del ratoli (Celada et al., 1988). Aquest
factor es troba present en els limfocits T 1 B,
macrofags, mastocits i fibroblast de ratoli i en
limfocits B y macrofags humans, i no es modi-
fica si s’incuben les cél-lules amb IFNYy. La
seqiiéncia a la qual s’uneix la proteina €s
ATTGGTT, i s’ha determinat mitjangant
tecniques de proteccié de DNasa I 1 dimetil
sulfat. La cadena homologa d’aquesta seqiiéncia
(GACTAACC) conté una caixa CCAAT inver-
tida, seqiiéncia que es troba associada en molts
promotorsilareconeixen factors de transcripcio,
CTF i el factor nuclear I (NF-I). Tanmateix, els
oligonucleotids que contenen la part a la qual es
fixa I'NF-1 i I’alfa globina CCAAT no



competeixen per la fixaci6 del factor que vam
descriure en la seqiiéncia conservada Y, i aixi
suggereix que es tracta d’una proteina diferent.

Recentment hem separat els extractes
nuclears de limfocits B mitjangant cromatografia
i, basant-nos en les diferents carregues, hem
obtingut dues fraccions, els components actius
de les quals hem anomenat factor A (anidnic) i
Jactor B (catidnic). Ambdés factors s uneixen
molt debilment a la seqiiencia Y del gen IAB,
pero junts es potencia aquesta unié més de cent
vegades (Celada i Maki, 19895). Aquest €s un
exemple de sinergisme entre factors nuclears,
similar al daltres factors com els oncogens jun
1 fos. Aquests factors han estat purificats i tenen
un pes molecular de 46 i 34 kD.

Utilitzant el gen IEo, un grup diferent al
nostre ha clonat dues proteines, NF-YA i NF-
YB, que s’uneixen a la seqiiéncia Y. Coneixent
les seqiiencies d’NF-YA i NF-YB, hem utilitzat
latecnicade PCR per a clonar aquestes proteines
I, una vegada expresades, hem comprovat que
també s’uneixen a la caixa Y del gen IAB (Cela-
daer al., 1993a). A més, es poden intercanviar
NY-A amb el factor A i 'NF-YB amb el factor
B, 1 aix0 suggereix una identitat entre ambdés
components. Finalment, les construccions
antisentit transfectades en limfocits B inhibeixen
I"expressio d'IAB, i aixd suggereix que in vivo
aquests factors sén necessaris per ala transcripcié
d'IAB.

Utilitzantuna técnica diferent en la produccié
d’extractes nuclears, mitjan¢ant els métodes de
retardament en gels d’acrilamida i protecci6 de
dimetil sulfat, hem posat en evidéncia la fixacié
d’una proteina sobre la seqiiéncia conservada X
(CeladaiMaki, 1989¢). Contrariament als factors
A1 B que es fixen sobre la seqiiéncia Y, per a
cada gen IA o IE, o o B, existeixen diferents
proteines que es fixen a la seqiiencia X (que
tenen una homologia relativa) amb pesos
moleculars diferents (Celada i Maki, 1989c¢).

El nostre segiient objectiu fou clonar la
proteina que s’uneix a la caixa X. En un primer
moment, utilitzant grans quantitats d’extractes
nuclears, vam aconseguir aillar la proteina
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mitjangant técniques de cromatografia. La
purificaci6 final es va dur a terme amb una
columna d’afinitat que contenia oligonucledtids
amb la seqiiencia de la caixa X. D’aquesta ma-
nera es va obtenir una proteina de pes molecular
45 kD que es fixava especificament en la
seqiiencia X. Es va intentar fer una seqiienciaci6
d’aminoacids, perd I’N terminal, com passa amb
molts factors de transcripci6, estava blocat. Es
vatractar de digerir la proteina i produir péptids,
pero ates el poc material inicial, la quantiat de
peptids no fou suficient per a permetre una
seqlienciacié d’aminoacids.

Davant d’aquests problemes, vam decidir
intentar un metode alternatiu per clonar el factor
de transcripcié. Es va utilitzar una genoteca
d’expressi6 (Agtl1)ies vacomprovar, mitjangant
oligonucledtids marcats radioactivament, que
contenien la caixa X. Es van obtenir dos clons de
diferent mida, pero que codificaven la mateixa
proteina, que vam anomenar IAX (Celada et al.,
1993b). Basant-nos en la seqiiéncia, vam desig-
nar dos peptids contra els quals vam produir
anticossos policlonals en el conill. Mitjangant
experiments de Western, vam demostrar que
ambdés anticossos reconeixien en els extractes
nuclears totals una proteina de pes molecular de
45 kD. Un dels anticossos inhibia la uni6 dels
extractes nuclears al DNA contingut en la caixa
X (probablementeradegutaunaunié de I’ anticos
contra la part de la proteina que reconeix la caixa
X), mentre que I”altre anticos produia una banda
proteina-DNA-anticos amb un pes molecular
superior al del complex DNA-proteina. Aquestes
dades suggereixen que la proteina clonada era la
que s’uneix a la caixa X present en els extractes
nuclears totals. Per confirmar aquesta hipotesi,
vam fer una construcci6 antisentit que, en ésser
transfectada en limfocits B, inhibia I’expressi6
del gen IAB.

També hem posat de manifest, utilitzant
transfeccions com fragments del promotor i el
gen reportador CAT, que la seqiiéncia W és
important per a I’expressié del gen IAB,
I"expressi6 del qual esta induida per IFNy. Uti-
litzant extractes totals, hem mostrat la preséncia
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d’una proteina que s’uneix a la caixa W (Celada
etal. 1993c¢). Curiosament, I’expressi6é d’aquesta
proteinaen macrofags derivats de medul-la Ossia,
perd no en linies cel-lulars de macrofags,
n’indueix per IFNY.

Lalocalitzacié d’aquestes diferents proteines
en el promotor del gen IAB és el primer pas per
poder aclarir els mecanismes que controlen
I’expressié d’aquest gen. Es possible que les
seqiiencies repetides i invertides, localitzades
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en la regi6 —1.200 bases— serveixi també
d’elements sobre els quals es fixin altres
proteines, i que I’activacid del promotor necessiti
una serie de proteines que interacctuin entre
elles. Es podria posar de manifest un model en
que el promotor, mitjangant un gran llag, fes
coincidir les seqiiéncies repetides (vegeu la fig.
5). Potser el paper de I'lFNg sigui induir
I'expressio del factor que s uneix a la seqiiéncia
W o induir modificacions d’aquestes proteines
tals com fosforilacions o glicosilacions.

A més a més, hem intentat buscar una
aplicacié practica a aquests estudis. Els
glucocorticoides son supressors potents de les
molécules del complex major d’histocompa-
tibilitat. Aquesta propietat és la base terapéutica
en els casos de rebuig de trasplantaments. En els
nostres experiments, els glucocorticoides
inhibeixen I’expressi6 del gen IAB tant en
limfocits B com en macrofags sota la induccié
de I'IFNg (Celada et al., 1993d). Aquest efecte
negatiu és degut a una interaccié amb la caixa X
del promotor. En estudis in vitro, hem pogut
demostrar que el receptor dels glucocorticoides
(factor de transcripcié que s’indueix per la
interaccié dels glucocorticoides amb la superficie
cel-lular) inhibeix la unié del factor de
transcripci6 que s'uneix a la caixa X. Aquests
experiments demostren que el mecanisme
d’inhibicié de I'expressié dels antigens del
complex major d’histocompatibilitat esta
produida per una interaccié proteina-proteina
entre el receptor dels glucocorticoides i el factor
de transcripcié que s’uneix a la caixa X. Aquest
mecanisme pot ésser util per dissenyar nous
farmacs que redueixin I’expressi6 dels antigens
del complex major d’histocompatibilitat en
malalties autoimmunitaries, rebuigs, etc.

Mecanisme de proliferacié dels macrofags

En un intent de clonar la proteina que es fixa
a la caixa Y del promotor del gen IAB, vam

MECANISME MOLECULAR DELS MACROFAGS 45

utilitzar una genoteca d’expressi6 i, com a son-
da, oligonucleotids radiomarcats amb la
seqiiencia de la caixa Y. Quan es va portar a
terme aquest experiment, desconeixiem que la
proteina que s’unia a la caixa Y estava formada
per dos components, factor A i factor B, com
hem dit préviament. Mitjangant aquest sistema,
vam clonar una proteina que s’unia a una se-
qiiencia contigua a la caixa Y —GAGGAA—,
rica en purina, per la qual cosa la vam anomenar
PU.1.Enésserespecificade macrofagsilimfocits
B i contenir altres tipus de proteines cél-lulars
que es fixaven a la mateixa seqiiéncia, li vam
posarel nimero 1 (Klemsz et al., 1990). Aquesta
proteina, PU.1, cotransfectada en cel-lules HeLa,
juntament amb una construccié que contenia el
promotor de latimidina cinasa, un oligonucleotid
amb la caixaPU1iel genreportador cloramfenicol
aminotransferasa (CAT), que serviad’indicador,
tenia activitat transcripcional. Mitjan¢ant una
série de delecions des de la part amino o carboxil
terminal, es va poder determinar el lloc de fixaci6
al DNA. Sorprenentment, la part en la qual
s’unia al DNA tenia una homologia del 41 %
amb els oncogens de la familia ets, i fou la
primera vegada que es demostrava que aquests
oncogens eren factors de transcripci. De fet, es
va veure que PU.1 era el producte de 1’oncogen
Spi-1, que apareixia en les eritroleucémies
(Moreau-Gachelin ez al., 1990). A més a més, es
va demostrar que tots els oncogens de la familia
ets s’unien ala mateixaregi6 del DNA, que es va
anomemar domini ets (Karim et al., 1990).
Malgrat definir I’area d’uni6 al DNA, no
sabem els gens sobre els quals actua el factor de
transcripci6 PU.1, encara que existeixen caixes
PU en un gran nombre de citoquines i factors de
creixement, com GM-CSF i M-CSF, que sén
produits pel macrofag. La relaci6 amb els
oncogens ens va fer pensar que podia tenir un
paper en la proliferacié de macrofags. En efecte,
els macrofags de medul-la Ossia transfectats amb
PU.1 proliferaven molt més que els controls
transfectats amb vectors control. A més, les
construccions antisentit transfectades en
macrofags o els oligonucleotids antisentit en el
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medi de cultiu inhibien la proliferacié dels
macrofags estimulats per M-CSF o GM-CSF,
perd no per IL3 (Celada et al., 1993e¢). Els
sobrenedants dels macrofags transfectats amb
PU.1 augmentaven la proliferacié en relacio
amb els controls, 1 aix0 suggeria que alliberaven
un factor de creixement produit de manera
autocrina. Utilitzant anticossos monoclonals
contral’M-CSF o GM-CSF, vam poder conclure
que els macrofags transfectats amb PU.1,
produien un excés de GM-CSF, podent ésser
aquesta la causa de I’augment de proliferacio.
Les cel-lules obtingudes de la medul-la 0ssia
de ratolins i transfectades amb PU.l quan
s’introdueixen en animals irradiats, des-
envolupen una sindrome preleucémica amb
cel-lules circulants hematopoetiques immadures,
que tenen una morfologia alterada; entre aquestes
trobem megacariocits, granulocits, monocits i
limfocits (Celada et al., manuscriten preparacio).
La proteina PU.l immunoprecipitada de
macrofags migra amb un pes molecular de 43,5
kD, amb quantitats menors de 44,5 i 38 kD. El
tractament amb fosfatasa acida elimina alguna
d’aquestes formes, indicant que es deuen a una
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FiGura 6. Activacié de PU.1 mitjangant fosforilacio.

fosforilacié (Van Bevereneral., 1993). L. analisi
del contingut en fosfoaminoacids de les tres
especies detectades indica que estan fosforilades
només en residus de serina. PU.1 sintetitzada en
bacteris, pot ésser fosforilada in vitro en serines
mitjancant la caseina cinasa II (CK II). Els llocs
de predicci6 d’activacio de laCK Ilen PU.1 han
estat mutats. Les proteines resultants seguien
unint-se al DNA. Tanmateix, les mutacions de
les serines 41 i 45 feien que desaparegués la
bandade44,5kD. Les mutacions 41145 inhibien
parcialment I’activacié de la transcripcié d’un
gen reportador. A més, les formes mutades no
estimulaven la proliferacié de macrofags, siné
que la inhibien. Aquests estudis demostren que
la fosforilaci6 del factor de transcripcié PU.1 en
les serines 41 1 45 regula la seva activitat
transcripcional i les formes mutants interfereixen
amb I’activitat de la proteina endogena (vegeu la
fig. 6).

Hem clonatel gen hck, especific de macrofags
1 limfocits B, que és un homoleg de I'lck, que
codifica una tirosina cinasa especifica de
limfocits T. La funci6 de I'lck esta relacionada
amb 'activaci6 dels limfocits T produida pel
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receptor de I’antigen i es troba connectada a les
molécules CD4 o CD8. En macrofags, la funcié
del producte de I'hck és desconeguda. La
transfecci6 dehck antisentit té un efecte inhibidor
sobre la proliferacié dependent de M-CSF. A
més, hem produit anticossos contra la proteina
hck, 1a qual cosa ens ha servit per a demostrar,
mitjan¢ant immunoprecipitacions, la induccié
d’aquesta proteina en estimular els macrofags
amb M-CSF (Celada et al., manuscrit en
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preparaci6). Actualment hem eliminat el gen
hck mitjangant técniques de recombinacié
homologa knock out en cél-lules ES pluripotents.
Aquestes cel-lules seran molt tils per a definir
la funci6 del gen hck una vegada que les
diferenciem in vitro o en models animals.
Continuant aquesta linia, hem pogut detectar
la fosforilacié de tirosines en els primers minuts
després de I’addici6 als macrofags de M-CSF,
GM-CSF o IL3. L’IFNg, inhibidor de la
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FiGura 7. Activacié de la proliferacié de macrofags mitjangant cascades de cinases.
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proliferacié ceél-lular, després de la interaccié
amb el receptor, bloca la fosforilacié de les
tirosines en periodes inferiors als cinc minuts
(Buss et al., manuscrit en preparacid). Aixo
suggereix que la proliferaci6 de macrofags
requereix la fosforilaci6 de tirosines i que potser
el mecanisme d’inhibici6 de I'IFNg sigui degut
a la falta de fosforilacié.

En aquesta linia d’investigacié hem de men-
cionar el paper de les cinases i fosfatases en
relaci6 amb la proliferaci6 cel-lular. Se sap que
les tirosina cinases en superficie (com el recep-
tor de I'M-CSF o c-fins) poden activar tota una
série de cinases en cadena, comengant pel p217*,
que activa Raf-1, i les cinases MAP mitogen
activated protein. Aquestes, ala vegada, activen
la MAPKKK, que activa MAPKK; aquesta,
MAPK, i aquesta, la cinasa pp90™* (cinasa ribo-
somica S6). La pp90”*, finalment, activara els
productes dels ongogens c-fos i c-jun que induiran
la transcripci6 (vegeu lafig. 7). Es molt possible
que en aquesta cadena de fosforilacions, des de
la membrana cel-lular fins a la induccié de
I’expressi6 de gens, la tirosina cinasa hck tingui
algun paper important en els macrofags.
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