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RESUMEN

La activacion de la célula T dirige la induccion de genes requeridos para una apropiada
respuesta inmune. Dentro de estos se encuentra CRTAM (Class-I MHC restricted T Cell
Associated Molecule), una proteina que juega un papel fundamental durante el desarrollo
de la célula T y en la proliferacion y la generacion de la polaridad celular durante la
activacion antigénica. CRTAM pertenece a la familia de proteinas Nectin-like (Nectinl),
contiene un dominio de unién a PDZ que le permite interaccionar con proteinas como
Scrib y asi regular diversos procesos como la polaridad celular. CRTAM se expresa de
manera constitutiva en diversos tejidos y 6rganos como bazo, timo, intestino, etc., y de
manera transitoria en células del sistema inmune como TCD8", NKT, TCD4" y neutrdfilos.
En nuestro grupo, caracterizamos el promotor del gen CRTAM y determinamos que los
miembros de la familia AP-1 actian como activadores transcripcionales que permiten la
induccion transitoria de CRTAM durante el proceso de activacion linfocitaria. En este
trabajo, investigamos los mecanismos moleculares que regulan la expresion de CRTAM,
particularmente la regulacién negativa del gen. Por medio de ensayos funcionales
demostramos que CRTAM es blanco molecular del represor transcripcional ZEB1 (Zinc
finger E-box- binding protein), un factor de transcripcion con dedos de zinc y
homeodominio, que actiua como regulador maestro de diversos genes en el sistema
inmune. La sobre-expresion de ZEB1 reprime la actividad del promotor de CRTAM asi
como la expresion enddégena en células T de humano. La represiéon transcripcional
mediada por ZEB1 se abate cuando sus elementos de unién al DNA (cajas tipo E) en el
promotor de CRTAM son mutados. En conclusién, ZEB1 actia como un represor
transcripcional para el gen CRTAM en células T no estimuladas y estimuladas y de esta

manera podria modular la respuesta inmune adaptativa.



ABSTRACT

T cell activation leads to the induction of genes that are required for appropriate immune
responses. This includes CRTAM (Class-I MHC-restricted T cell associated molecule), a
protein that plays a key role in T cell development, proliferation, and cell polarity
generation during activation. CRTAM is a member of the Nectin-like family, its expression
is inducible on NKT cells and TCD8+ lymphocytes when activated through TCR or
mitogenic stimulus. Also, CRTAM is constitutively expressed in some tissues and organs
like testis, cerebellum, thymus, liver and spleen, indicative of a differential regulation and
expression pattern for CRTAM gene.

We previously characterized the CRTAM promoter and described how AP-1 family
members are important for inducing CRTAM expression upon antigenic activation. Here,
we show that CRTAM is a molecular target for ZEB1 (zinc finger E-box-binding protein), a
homeodomain/Zn finger transcription factor. ZEB1 acts as a master regulator of
expression for important immune genes like CD4", IL-2, GATA-3. Several consensus sites
for binding of the negative regulator ZEB1 were identified in the CRTAM regulatory region
by in silico analysis. The regulatory sites consist of two E-box like elements, ZEB1Dr and
ZEB1DI, deletion of these elements increase CRTAM transcriptional activity implicating a
role in the negative regulation of CRTAM promoter. Overexpression of ZEB1 repressed
CRTAM promoter activity, as well as endogenous CRTAM levels in human T cells. ZEB1-
mediated transcriptional repression was abolished when E-box-like elements, in the
CRTAM promoter, are mutated. In conclusion, ZEB1 functions as a transcriptional
repressor for the CRTAM gene in both non-stimulated and stimulated T cells, thereby

modulating adaptive immune responses.



INTRODUCCION

Inmunidad adaptativa

Células T

El timo es el sitio en donde los linfocitos se diferencian en células efectoras funcionales
[1]. Tras su produccion en la médula 6sea, los linfocitos migran hacia el timo donde se
diferenciaran mediante eventos discriminatorios de seleccidn positiva y negativa [2].
Durante este proceso de diferenciacién las células T re-arreglan algunos segmentos
génicos para lograr la expresion de una molécula Unica de union al antigeno, el TCR,
mediante el cual llevan a cabo el reconocimiento de antigenos presentes en el organismo
[3]. La mayoria de las células T periféricas expresan un TCR alfa-beta. Estas células
responden a un antigeno cuando es presentado en forma de péptidos cortos unidos a
moléculas de MHC clase | o Il. Los ligandos de las moléculas de clase | alertan al sistema
inmune de una infeccion intracelular mientras que los ligandos de las moléculas de clase
Il ayudan a combatir las infecciones extracelulares. Los linfocitos T expresan varias
proteinas de superficie caracteristicas ademas del TCR, conocidas como CDs [3, 4]. De
acuerdo a esta dicotomia, las células T maduras alfa-beta comprenden dos linajes,
caracterizados por el reconocimiento de péptidos asociados a moléculas de MHC-I o
MHC-II, cuyas funciones efectoras estan fundamentadas en base a este reconocimiento
(Tabla 1).

Tabla 1. Principales diferencias entre linfocitos T citotéxicos y T ayudadores. Tomado de [5-
7].

CélulaT Marcador | Reconocimiento de Funcién biolégica
de antigeno
superficie
Ayudadora CD4+ MHC-II Efecto mediado por citocinas
(T helper, Th) * Estimulacion de macrofagos
¢ Inflamacién
* Cambio de isotipo de Ig




Citotéxica CD8+ MHC-I Efecto mediado por contacto directo

(T cytotoxic, Tc) célula-célula

e Lisis de la célula blanco
(perforinas)

* Apoptosis de la célula blanco
(Fas)

Los linfocitos T pueden encontrarse en tres estados funcionales distintos: las células T
virgenes, las células de memoria que han estado en contacto con el antigeno al menos
una vez pero que han vuelto posteriormente al estado de reposo o inactivacion,
preparadas para responder a una re-estimulacién. El tercer estado se presenta cuando se
pone en marcha la respuesta inmune especifica con los linfocitos T efectores,
caracterizados por determinados marcadores de estimulacion y por su capacidad para
llevar a cabo respuestas efectoras que incluyen produccion de citocinas y citotoxicidad [8,
9]

Eventos durante la estimulacion de los linfocitos T

Las células T “naive” que no han tenido contacto con un antigeno (también llamadas
células en reposo) y tienen un menor grado de sintesis proteica. Dentro de los primeros
minutos posteriores al reconocimiento del antigeno, la transcripcion de novo de genes y la
sintesis proteica se incrementan en las células T activadas. Las vias bioquimicas que
enlazan el reconocimiento del antigeno con las respuestas de las células T consisten en
la activacion de enzimas, reclutamiento de proteinas adaptadoras y la produccion de
factores transcripcionales activos (ejemplo representativo en la Figura 1). Estas vias
metabdlicas son iniciadas por el entrecruzamiento del TCR y ocurren cerca de este
complejo. Este evento dispara vias de transduccion de senales que involucran segundos
mensajeros, cinasas (PTKs) y fosfatasas (PTPasas). Algunas de estas cascadas de
sefnalizacién culminan con la induccidon de la transcripcion de genes, de acuerdo a
programas de expresion que son caracteristicos de las diferentes sub-clases de células T,

llevando a la diferenciacién y proliferacion [9, 10].




Moléculas expresadas durante la activacion temprana en linfocitos T

La regulacion de la respuesta transcripcional inducida por la estimulacion linfocitaria
incluye la modulacion ejercida por un conjunto de factores transcripcionales y co-
reguladores de la transcripcion que generan modificaciones en el grado de compactacion
de la cromatina [11]. Los activadores transcripcionales interactian directamente con
complejos co-activadores de la transcripcion que muestran entre otras, actividad de
histona acetil-transferasa (HAT); de hecho, la acetilacion de histonas en los promotores
de las citocinas se incrementa después de la estimulacion transcripcional [12]. Sin
embargo, este incremento tiene una naturaleza transitoria, lo que podria reflejar la
sustitucion de proteinas activadoras que reclutan HATs por represores que pueden

reclutar complejos histona desacetilasa (HDAC) [13].

TCAH
TNFA

Antigeno

Linfocito T

Inmaduro PKC8 rae | | rrace

Célula ;
Presentadora ® (@ @G @B

de Antigenos

) ®
Linfocito T colaborador Linfocito T citotoxico
Maduro Maduro

Figura 1. Senalizacion en la estimulacion del linfocito T. PKC-teta juega un papel central,
conectando el TCR con transactivadores nucleares como NF-kB y AP-1. PKC-6 regula la habilidad
de las células T periféricas para secretar IL-2 y proliferar tras la estimulacion. Modificado de [14].

Para IL-2, CD25 e IFN-gama (interferon gama), moléculas que se regulan a nivel
transcripcional, cuya expresion es independiente de proteinas sintetizadas de novo, que
alcanzan un maximo de expresion e inmediatamente son reguladas a la baja (Figura 2).

Este comportamiento es controlado positivamente por los factores de transcripcion como
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AP-1, NF-xB y NFAT [15] los cuales son activados por PKC teta fundamentalmente, a
través de la sefial proveniente del TCR y de CD28 (Figura 1). Esto sugiere que los genes
controlados por esta via responden de manera temprana y son importantes para la

funcion de los linfocitos T [16].

CcD40oL  IL-2

Sintesis
DNA

MAXIMO NIVEL (%)

B horas DIAS "

Figura 2. Cinética de expresion de las moléculas de activacién temprana en linfocitos T
estimulados. Modificado de [17]

Regulacion de las moléculas expresadas durante la estimulacion de los
linfocitos T

Muchas de las respuestas de las células T son mediadas por citocinas, ademas de
diversos receptores y moléculas de superficie que son inducidos durante la estimulacion
de los linfocitos TCD8+. Las citocinas pueden actuar de forma autécrina o paracrina,
mientras que los receptores permiten a las células ser permisibles a los estimulos
mediados por éstas [17]. Los principales eventos inducidos por las citocinas median el
crecimiento celular, la inflamacion, la inmunidad, la diferenciacion y la reparacion. Debido

a que las citocinas regulan la amplitud y duracion de las respuestas inmunes inflamatorias



deben ser producidas de manera transitoria y son reguladas principalmente por la

presencia de antigenos.

TCR/CD3

LAT CD28
Cbp/PAG

PIP

DAG IP @
‘ PLCA

@«
O
w

Figura 3. PTPasas involucradas en la seializacion de la célula T. llustracion esquematica de
las vias de sefializacién intracelular y las cinasas involucradas en la activacion de la célula T y
representacion de las funciones de PTPasas en la senalizacion del TCR. CD45 Y LMPTP
desfosforilan los residuos inhibidores en Lck y ZAP-70 y tiene una funcién activadoras (amarillo),
donde otras PTPasas inhiben la sefializacién de la célula T en varios niveles (rojo) (Modificado de
[18].

ZEB1: una proteina represora que regula la actividad transcripcional

ZEB1 forma parte de la familia Zfh que comprende proteinas con dedos de
zinc/homeodominio que fueron inicialmente identificadas en Drosophila, donde son
requeridas para la adecuada diferenciacién de tejidos como el sistema nervioso central y
musculo. ZEB1 se encarga de reprimir genes musculo-especifico y regular la
diferenciacion miogénica en vertebrados. De este modo, ZEB1 actua como un regulador

de la diferenciacion de tejidos mediante la represion de la transcripcion génica [19].

ZEB1 se une elementos conocidos como cajas tipo E (CANNTG) [20]. Una vez unido a
estos sitios en la regién promotora de los genes que regula, ZEB1 reprime la transcripcion

y bloquea los programas de diferenciacion celular [19]. ZEB1 también actia como un
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importante regulador del desarrollo de la célula T. El modelo murino que carece de la

expresion de ZEB1 presenta una importante reduccién en las células timicas [21].

IL-2 es el clasico y mejor ejemplo de las proteinas expresadas durante la estimulacion del
linfocito TCD4". En el promotor de IL-2 se encuentra una secuencia conocida como NRE
(Negative Response Element). En 1991, Williams y colaboradores encontraron, por
hibridacion sustractiva de una biblioteca de cDNAs, que una proteina con dedos de zinc
se une al NRE, y media la represion en condiciones celulares basales [22]. Estudios
posteriores confirmaron la identidad de esta proteina de uniéon al NRE como ZEB1 vy
establecieron que esta proteina reprime al gen IL-2 durante la activacion de células Th1y

reprime a los genes en Th2 [23].

Caracteristicas generales de ZEB1

La familia ZEB de factores de transcripcién en humanos consiste de dos miembros, ZEB1
(deltaEF1, AREBG6, NIL-2a, TCF8) y ZEB2 (SIP1); aunque tienen estructuras muy
similares, desempefan diferentes funciones moleculares. Por ejemplo, durante la etapa
embrionaria en el ratén, ZEB1 se encuentra involucrado en el desarrollo de los derivados
de la cresta neural, el sistema musculo-esquelético y la seleccion de los linfocitos T;
mientras ZEB2 se expresa en células provenientes de la delaminacién de la cresta neural
y del tubo neural donde participa durante el compromiso de las células progenitoras

neuronales [24].

El gen TCF8 (zfhx1a) que codifica a la proteina ZEB1 se encuentra localizado en el
cromosoma 10p11.2 de humano y consta de nueve exones en una region de 50Kb. ZEB1
se caracteriza por la presencia de dos conjuntos separados de dedos de zinc tipo CCHH
en los extremos amino- y carboxi-terminal de la proteina que permiten su union al DNA,; el
primer conjunto esta ubicado en el N-terminal y es codificado por los exones 5-7; el
segundo conjunto, en el C-terminal es codificado por los exones 8-9. Adicionalmente se
sabe que el exdon 7 codifica para la porcidon media de la proteina que constituye un
homeodominio (Figura 4) [25]. Se ha dividido a la proteina ZEB1 en tres dominios

funcionales: DB 1y DB 2 (DNA Binding Domain); y RD (Repressor Domain) (Figura 5).
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Figura 4. Representacion grafica del gen TCF8 y los dominios proteicos a los que da origen
cada exoén. (Modificado de [25]).
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Figura 5. ZEB1 contiene dominios represores independientes. El dominio represor (RD)
abarca la porciéon media de la proteina (AA 302-903); en este dominio se localiza la regién
1 (AA 302-542), la region 3 (AA 760-903) y el dominio CID (CtBP Interacting Domain);
(DB: DNA Binding Domain). Modificado de [26].

Regulacion de la expresion de ZEB1

ZEB1 se expresa de manera transitoria o estable segun la estirpe celular. En el caso de
los linfocitos TCD4" se expresa de manera estable. En cambio, en células epiteliales su

expresion se asocia con fendmenos celulares malignos como la transicién epitelio-



mesenquimal (EMT), donde ZEB1 juega un papel fundamental reprimiendo la expresion

de la proteina e-caderina [27].

La citocina TGF-beta, el producto metabdlico PGE2 y algunas sefales de stress como la
hipoxia promueven la expresion de ZEB1 [28-30]. Transcripcionalmente, algunos factores
ubicuos son capaces de mediar la expresion de ZEB1, entre ellos p65, AP-1, Ets, Smad3,
Jagged-1, etc. [31-34]. Ademas la regulacién pos-transcripcional de ZEB1 parece ser

clave en diferentes tipos de cancer.

Diversos grupos han caracterizado la expresion de diversas familias de microRNAs como
marcadores de células cancerosas y normales y existe particular interés en la familia miR-
200 [35]. Esta familia de microRNAs inhibe la migracion e invasion de lineas celulares
provenientes de canceres, y su expresion se relaciona con la presencia de marcadores de
diferenciacion. ZEB1 es un blanco directo de mir-200, ademas se ha demostrado que este
factor inhibe la transcripcion de dos miembros de la familia, mir-141 y mir-200c (Figura 6)
[36-40].

—

miR-200 S—

family m ZEB1/SIP1 ‘/——ﬁm

E-cadherin EMn

Figura 6. Asa reguladora establecida entre ZEB1-SIP1 y la familia miR-200 (tomado de [37]).

Existe poca informacién con respecto a la regulacion de la expresion de ZEB1 durante la
diferenciacion de la célula T. En 1994, Christ y colaboradores encontraron que el raton
carente del gen TGF-1 desarrolla un sindrome de agotamiento progresivo que culmina
con la muerte. Las principales caracteristicas asociadas son la presencia de un timo
hipocelular e incremento en el numero de células diferenciadas; en los nddulos linfaticos
existe un incremento de células con un fenotipo de activacion (CD45Rb"°"/CD4") las
cuales expresan espontaneamente el mensajero de citocinas como IL-2 y TNF-a. La

expresion y produccion de la citocina IL-2 se observa aumentada con respecto al control
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en diversos tejidos linfoides como bazo, timo, nodulos linfaticos y en esplenocitos y
timocitos en cultivo [41]. Estos datos permiten establecer una clara relacién entre la
expresion de TGF-1 y la funcion de ZEB1 durante el desarrollo de la célula T. La elevada
expresion de IL-2 en tejidos y células de estirpe linfoide indica la pérdida en la regulacion
negativa mediada por ZEB1. La relacion entre la expresion de ZEB1 y TGF-1 ha sido

ampliamente demostrada en modelos de cancer (Figura 7) [39].

Figura 7. Asa reguladora establecida entre TGF-3-ZEB1/2-miR200 y la familia miR-192
(tomado de [37]).

Durante la estimulaciéon del linfocito T mediada por el TCR y el co-receptor CD28 se
induce de manera selectiva a la proteina PKC-0, la cual activa diversos factores
transcripcionales como NF-xB, lo que culmina con la induccion de diversos genes de
respuesta inmune [42]. Recientemente, Sutcliffe y colaboradores mostraron que PKC-6 se
transloca al nucleo y se recluta de manera dependiente de la activacién a los promotores
proximales de genes inducibles en la célula T, por ejemplo CD69, TNF-a, IFN-y,
heparanasa y también a genes de microRNAs. La expresion de los RNAs mensajeros de
tres microRNAs blancos de PKC-6 (miR-200c, miR-9 y miR-183) se encontraron

inversamente relacionados con la activacion de la célula T y la sobreexpresion de PKC-6.
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De tal manera que la sobre-expresion de miR-200c reprime la expresion de ZEB1 en
células T no estimuladas y estimuladas, permitiendo un aumento en la expresion de IL-2

en células estimuladas [43, 44].

Finalmente en eventos de infeccion viral se ha observado que la expresiéon de ZEB1 se ve
favorecida. Durante la infeccion de citomegalovirus humano la expresion de ZEB1
aumenta 43 veces con respecto al control, dicho aumento se relaciona con la represion de

la citocina IL-2 durante la infeccion [45].

Mecanismos de regulacion ejercidos por ZEB1

ZEB1 puede ejercer una represion pasiva o activa [46]. Esta proteina puede funcionar
como un represor pasivo al bloquear por competencia la uniéon de un activador a su sitio
de union al DNA. Los trabajos de varios grupos han demostrado que ZEB1 también puede
funcionar como un represor activo ya que bloquea de manera individual los efectos de
otros activadores como Ets y c-myb (presentes en sitios cercanos) durante la regulacion
del gen de la alfa-4 integrina [47]. ZEB1 puede interaccionar con dos complejos asociados

a la represion de genes (Tabla 3).

ZEB1 también reprime la expresion de miR-203, el cual regula la expresion de factores
asociados con caracteristicas troncales como Sox2 y Klf4 [48]. Asi, ZEB1 promueve la
motilidad de las células cancerosas y la adquisicion de propiedades troncales que
permiten su migracion (figura 8). ZEB1 puede activar la transcripcion del microRNA mir-21
[49], la funcion de este ultimo se asocia con la disminucion celular de la fosfatasa PTEN
[50], la cual es importante para modular la funcién biolégica de PI3K (phosphatidylinositol
3-kinase) [51]

ZEB1 coopera con el co-represor CtBP2 y con la HDAC1 para reprimir al promotor de la
citocina IL-2 [52]. La disminucion de ZEB1 por la expresion ectopica de mir200c se
relaciona con el aumento de e-caderina total, sin embargo ZEB1 continua unido al
promotor de e-caderina [53]. La expresion ectépica de mir200c disminuye también a la
proteina SIRT1, resultando en la expresion de e-caderina, lo que sugiere la participacion
de SIRT1 en la represion de dicho gen [53, 54]. Este evento parece no estar aislado, ya
que células T provenientes del raton knock-out para la proteina SIRT1, presentan una

mayor activacion, caracterizada por un aumento en la produccion de la citocina IL-2 [55].
12



Finalmente el tratamiento con inhibidores de desacetilasa de histonas permite la
expresion de e-caderina y la familia mir-200 en células tumorales [56]. Esto sugiere que

ZEB1 necesita de la participaciéon de complejos co-represores para mediar su funcion

represora.
Bmit
KLF4 I
miR-203
ZEB1

! !

EMT and stemness Epithelial differentiation

Figura 8. La regulaciéon ejercida entre ZEB1 y diferentes micro-RNAs promueve eventos
opuestos: EMT/troncalidad y la diferenciacién epitelial. (Tomado de [48])

Tabla 3. Complejos represores a los que se asocia ZEB1

Complejo al que se asocia Gen regulado Referencia

CtBP1/2 (que puede interaccionar con | Genes dependientes de TGF-beta | [57-61]
proteinas de los complejos HDAC ¢ | durante el desarrollo de Xenopus
PcG (PC2)

LSD1/CoREST/CtBP (asociado a este | Hormona del crecimiento [57, 62]
complejo la proteina PC2)

*Abreviaturas: CtBP1/2 (C-terminal binding protein 1/2); HDAC (Histone Desacetylase complex);
PcG (Polycomb Group); PC2 (Polycomb 2); LSD1 (Lysine-specific desmethylase 1); CoREST
(corepressor of REST/NRSF); TGF-beta (Transforming Growth Factor-Beta).
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Regulacion de la actividad transcripcional de ZEB1

La actividad de varios factores transcripcionales es regulada por modificaciones pos-
traduccionales como la fosforilacion, glicosilacion, ubiquitinacion, sumoilacion, etc. Estas
modificaciones pueden modular la afinidad de los factores por co-activadores, co-
represores o por los complejos basales de la transcripcion. Esto puede ocurrir al bloquear
directamente una interaccion a causa de un residuo modificado, o por un cambio
conformacional que modifique la superficie de interaccion, o al causar la disociacion de
una molécula inhibidora [63]. Para el caso de ZEB1 se han descrito dos modificaciones
pos-traduccionales que alteran su actividad represora las cuales se describen en la Tabla
4.

Tabla 4. Modificaciones pos-traduccionales que alteran la actividad de los miembros de la
familia de represores zfh-1

Proteina Modificacién Actividad mediada Gen Referencias

ZEB1 Fosforilacién *Disminuye unién al | IL-2 [64, 65]
DNA
*No reclutamiento de
CtBP

ZEB1 Sumoilacién Aumenta la capacidad | GH (growth | [57]
represora hormone)

SIP1 (ZEB2) | Sumoilacién Disminuye la capacidad | E-caderina [33]
represora

*La fosforilacién ha sido sugerida como el posible mecanismo que media la actividad en el gen de
IL-2. Se han reportado los estados hipo- e hiperfosforilados de la proteina al igual que los sitios de
modificacion, por lo que se sugiere podrian intervenir en el reclutamiento de CtBP.

ZEB1 en la regulacion de genes del sistema inmune

En su conjunto, la Tabla 5 muestra las capacidades reguladoras de ZEB1 en diferentes
eventos, sistemas y tejidos; asimismo, pone de manifiesto la importancia de ZEB1 como
regulador negativo de la transcripcion durante el desarrollo y funcionalidad de un gran

numero de células, incluyendo las células del sistema inmune.
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Tabla 5. ZEB1 durante diferentes etapas del desarrollo, tumores y en el sistema inmune

Etapa o evento Funcioén Genes blanco
implicado

*Formacion del corazon Eve
*Diferenciacion de neuronas motoras

. . *Formacion y migracién de células
Desarrollo embrionario

; L embrionarias gonadales Pro-al(1) colageno
y diferenciacion celular | .. ; i
Sintesis de colagena en osteoblastos.
*Desarrollo de células del esqueleto. Alfa-7-integrina
*Diferenciacién de células musculares Troponina
Tumores Transicién epitelio-mesénquima E-caderina.
CD4
Cadena pesada de
las
Sistema inmune Desarrollo de los linfocitos T mmuno(gljg;bulmas
IL-2
GATA-3

Alfa-4- integrina

Originalmente ZEB1 se descubri6 como un posible represor del gen de IL-2 [22]. Los
estudios posteriores confirmaron su actividad represora para el gen IL-2 durante la
estimulacion de células Th1 y la represién del gen en las células Th2 [23]. ZEB1 también
regula la actividad del potenciador de la cadena pesada de las inmunoglobulinas [20], del
gen GATA-3 [66] y de la a-4 integrina [47]. Adicionalmente, la expresién del gen CD4 en

células T esta controlada negativamente por ZEB1 [67].

ZEB1 es un factor critico para el desarrollo de las células T. El raton mutante (8EF1A C
727), que produce una forma truncada de la proteina carente del conjunto de dedos de
zinc del C-terminal, muestra una severa hipocelularidad en el timo acompafiada de
defectos en el desarrollo de los timocitos. Esto se debe a una eliminacion de los
precursores T c-kit". Aunado a esto, los timocitos mutantes también muestran una
expresion elevada de la a-4 integrina, (importante en la migracion de los linfocitos desde
la médula 6sea hasta el timo y en el desarrollo intratimico de los mismos). Todo esto
sugiere que la de-represion de este gen, debido a la mutacion de 6EF1, afecta la llegada
de los linfocitos T al timo y su desarrollo una vez que se encuentran alli [68]. En los
6rganos linfoides secundarios también se observa una reduccion significativa de los

linfocitos TCD8", en comparacion con los CD4". En contraste, los linfocitos B se
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desarrollan de forma normal [68] porque la eliminacion de ZEB1 es compensada por la
presencia de ZEB2 en este linaje [69] (Tabla 5). Recientemente Arnold y colaboradores
encontraron resultados similares a los descritos anteriormente. Mediante el uso de
mutagénesis quimica obtuvieron una transversion T-A en el exén 7 de ZEB1 que produce
un coddén de paro prematuro. Las caracteristicas principales de este ratén incluyen
alteraciones en las sub-poblaciones timicas, disminucion de células NK en el bazo,
células B en la zona marginal y casi una completa falta de células B-B1 peritoneales [70].
Contrario a los reportes previos estos resultados destacan la participacién de ZEB1 en la

diferenciacién de la célula B.

CRTAM (Molécula Asociada a Linfocitos T Restringidos por Clase I)

CRTAM (class I-restricted T cell-associated molecule) o molécula asociada a linfocitos T
restringidos por moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase |, fue
descubierta en el ano 2000 por Kennedy y colaboradores. Mediante la hibridacion
substractiva de los RNA mensajeros expresados en linfocitos TCD8+ y células NKT
activadas y no activadas, estos autores identificaron un nuevo miembro de la superfamilia
de las inmunoglobulinas (Ig-SF): CRTAM; ésta es una molécula expresada
abundantemente en células NKT dobles negativas (DN), CD4+ y linfocitos TCD8+

convencionales, y en diferentes tejidos (Figura 9)

Figura 9. Analisis para caracterizar la
A B expresion de CRTAM en células T y

. 8,8 g tejidos humanos (Northern Blot). (A) RNA

o 3% 8% Ve $ total de PBL CD4+ y CD8+ purificados con o
§ ¢ g s 5% [ sin lonomicina y PMA, sondas para CRTAM y

SEERE8538 GAPDH. (B) mRNA de bazo, timo, préstata,

CRTAM testiculos, ovario, intestino Delgado, colon, y
PBL sin estimulo, sondas para CRTAM vy
beta-actina [71].
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18—
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<
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El gen que codifica para la proteina CRTAM de humano se localiza en el cromosoma
11921-22; tiene una homologia del 72.4% con el de ratdn (localizado en el cromosoma 9),

y codifica para una proteina de 393 aa, con un peso molecular de 44 kDa.
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CRTAM es una proteina tipo | transmembranal que contiene dominios de Ig variables y
constantes (Figura 10) [72]; ademas contiene un dominio PDZ clase |, altamente
conservado y capaz de establecer la interaccion y el ensamblaje de grandes complejos de
proteinas, incluidos en eventos como la adhesion, la polaridad y la proliferacion celular
[71,73, 74].

CRTAM se clasifica como un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas [71] y
muestra un 30% en identidad y 55% de similitud con miembros de la familia de proteinas
Nectin y Nectin-like (Nectin-l) (Figura 11) [73]. Las nectinas son una familia de moléculas
de adhesion celular tipo inmunoglobulina que median interacciones independientes de
Ca?*, estas pueden formar complejos de manera homotipica y heterotipica resultando en
la adhesion celular. Existen cinco moléculas tipo nectina (Nectin-like o necls) que tienen
estructuras y dominios similares a las nectinas, aunque parecen jugar papeles diferentes
a las nectinas (Figura 12 Ay B) [75, 76].

Figura 10. Representacion grafica de los
/| dominios de la proteina hCRTAM. Modificado
de [73].

En el 2005, Arase y colaboradores encontraron que CRTAM tiene como ligando a la
proteina TSLC1/NECL-2, con la cual lleva a cabo una interaccion heterotipica. La
interaccion CRTAM-Necl2 promueve la citotoxicidad de las células NKT y la secrecion de
interferon gama por las células TCD8+, ademas de mediar el rechazo celular de tumores

que expresan Necl-2 in vivo [77].
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Figura 11. CRTAM es un nuevo miembro de la familia de proteinas nectinas. Arbol filogenético
obtenido por el programa Clustal X y obtenido tras el alineamiento de las secuencias disponibles
para los genes de la familia Nectin-like. Tomado de [73].

Yeh y colaboradores en el 2008 reportaron que CRTAM se encuentra sobre-expresada en
una sub-clase de células TCD4+ bajo condiciones de estimulacion via CD3/CD28 y
coordina un complejo de sefializacion por medio del dominio de unién a PDZ, el cual
incluye a la proteina Scrib. De esta manera CRTAM controla una fase tardia de la
polaridad en las células T, ademas de que selectivamente regula la produccién de IFN
gama e IL-22 [74].
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Figura 12. Dominios diferenciales entra las proteinas Nectinas y tipo nectinas (Necl) y sus
funciones. A) Dominios extracelulares e intracelulares de las proteinas tipo Nec y Necls, donde
estas ultimas no tienen el dominio para interactuar con afadina. B) Funciones relacionadas a las
interacciones homo- y heterotipicas entre los miembros de las familias Nec y Necls (Modificado de
[75, 78].

Por otra parte, se ha demostrado que la expresion de CRTAM en la superficie de las
células activadas via CD3/CD28, es gradual; su presencia comienza a ser evidente a
partir de las 2 horas y desaparece después de 96 horas de estimulacion, lo cual indica

que CRTAM es una molécula de activacion de linfocitos TCD8+, NKTs y NKs.

ANTECEDENTES DIRECTOS

Como se menciond anteriormente, la expresion de CRTAM es inducible y transitoria; en la
superficie de las NKTs los niveles maximos de expresion de la proteina se observan a las
36 h post-estimulacion, mientras que en los LTCD8+ estimulados en cultivo se detecta la
maxima expresion a las 24 h, y se mantiene hasta por 60 h [73]. Estos datos obtenidos
por nuestro grupo de trabajo han llevado a proponer que la expresion del gen CRTAM
esta regulada a nivel transcripcional [79]. En un trabajo previo se realizé una cinética de

estimulacion tratando células mononucleares de sangre periférica con lonomicina y PMA.
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Mediante ensayos de RT-PCR se encontré que la expresion del mensajero de CRTAM

alcanza su maximo a las 12 h post-estimulacién y decae hacia las 48 h (Figura 13).
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Figura 13. El gen hCRTAM se expresa temporalmente en células TCD8+ activadas. Niveles de
mensajero de CRTAM respecto a los niveles de GAPDH, un gen housekeeping utilizado como
control no modificado por la estimulacion linfocitaria. Se muestra la vida media del RNA mensajero
de CRTAM en el recuadro (tomado de [79]).

Asimismo, la expresion de CRTAM se ve severamente afectada al tratar células de bazo
de ratén con Actinomicina D, un potente inhibidor de la transcripcion, lo que sugiere que la
expresion del MRNA de CRTAM se da de novo y que la expresion del gen esta regulada a
nivel transcripcional. Realizando un analisis bio-informatico de la regién de 2kb rio arriba
del codon de inicio de la traduccion del gen CRTAM, se describié la presencia de sitios
potenciales de union para factores transcripcién, como AP-1 y ZEB-1 (principalmente un
represor). Posteriormente, mediante ensayos de retardamiento, se mostré que la region
de 1.9Kb contiene un sitio de reconocimiento y union al DNA para el factor transcripcional
AP-1 (Figura 14).
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Figura 14. Representacion grafica de la localizaciéon e identidad de los sitios de uniéon para
factores de transcripcion en el promotor de CRTAM. Tras el analisis bio-informatico realizado
sobre la region de 2Kb rio arriba del codon de inicio de la traduccion en el gen CRTAM, se
seleccionaron los sitios potenciales de union para los activadores transcripcionales AP-1, NFxB y
para el represor transcripcional ZEB1.

El patron particular de expresion de CRTAM tras la estimulacion linfocitaria sugiere que
debe haber un fenbmeno de represion para que la expresion del gen regrese hacia el
nivel basal. Durante el trabajo de tesis de maestria demostramos que el represor
transcripcional ZEB1 se expresa en células Jurkat en condiciones de reposo y
estimulacion. Asimismo, se analizdé el promotor del gen CRTAM, encontrando sitios
potenciales de union para ZEB1. Mediante ensayos de retardamiento en gel, utilizando
como sondas la secuencia de la caja tipo E del promotor del gen CRTAM (ZEB1Dr),
mostramos que existen proteinas en el nucleo de las células Jurkat capaces de reconocer
y unirse a dicha secuencia (Figura 15). También mostramos que el tratamiento con
vomitoxina, una toxina que funciona como inhibidor de la union de ZEB1 al DNA en
células Jurkat, inhibe la formacion de complejos de retardamiento con la sonda ZEB1Dr
(Figura 16), sugiriendo que ZEB1 puede regular negativamente la expresion de CRTAM
[80].
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Figura 15. Proteinas nucleares de células Jurkat interactiian con el elemento ZEB1d in vitro.
(A) Se obtuvieron extractos nucleares (EN) de células Jurkat NS o S por 12 h; la concentracién de
proteinas fue cuantificada por el método de Bradford. Posteriormente, 25 o 35 ug de cada extracto
nuclear (carriles 1-3, 6-9 y 4-5 respectivamente) fueron usados para realizar ensayos de
retardamiento en gel usando la sonda ZEB1Dr marcada radiactivamente (sitio -250). (B) La sonda
ZEB1Dr forma tres complejos retardados: cz1, cz3 y cz4 con EN de células NS (carriles 2y 4) y en
células estimuladas por 12 h (S 12 h) se observo la aparicién del complejo cz2 (carriles 3 y 5). La
especificidad de los complejos cz1, cz2 y cz3 se determiné mediante ensayos de competencia con
un exceso de la sonda caja E mutada sin marcar radiactivamente (100 veces, carriles 8 y 9).
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Figura 16. La vomitoxina inhibe la formacion de complejos de retardamiento con la sonda
ZEB1Dr. (A) Las células Jurkat (1 x 105) fueron cultivadas en 1mL de medio RPMI con 10% SFB;
se agregaron al medio 2.5uL de etanol absoluto o 2.5uL de vomitoxina (250ng/mL). Se obtuvieron
los EN de estas células y se tomaron 25 ug de cada EN para combinarlos con la sonda marcada
que se indica en cada caso. (B) Las células Jurkat fueron cultivadas 24 h en presencia de etanol
absoluto (2.5uL) o vomitoxina (250ng/mL); se realizé6 un ensayo de MTT para medir la viabilidad
celular después del tratamiento con vomitoxina. Se muestran los resultados de un ensayo
representativo realizado por triplicado. (C) Para obtener estos EN, las células Jurkat (1 x 105)
fueron cultivadas en 1mL de medio RPMI con 10% SFB; se agregaron al medio 2.5uL de etanol
absoluto o 2.5uL de vomitoxina (250ng/mL) y se estimularon PMA y ionomicina como se indica en
materiales y métodos. Las cabezas de flecha indican en todos los casos los complejos que
especificos, determinado por ensayos de competencia (datos no mostrados). Ver pagina siguiente.
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Diversas evidencias experimentales sefalan que ZEB1 requiere asociarse con otras
proteinas para llevar a cabo su funcion, siendo el caso de la interaccién con CTBP en el
gen IL-2 [52]. Recientemente se ha descrito que en algunos canceres en los que se
recupera la expresion de la proteina e-caderina mediante la disminucion de ZEB1, este
represor permanece unido al promotor de dicho gen [53]. Ademas algunos genes blanco
de ZEB1 han mostrado re-expresarse tras el tratamiento con inhibidores de histona
desacetilasa (HDAC) [56]. Por lo anterior y dada la exquisitez con la que ZEB1 regula a
CRTAM puede sugerirse que durante la estimulacion linfocitaria su capacidad represora
se limita por la interaccién con otras proteinas. Por ello es importante llevar a cabo un

analisis funcional de la actividad de CRTAM bajo la influencia de ZEB1.

HIPOTESIS

El represor transcripcional ZEB1 reconoce y se une especificamente al promotor de

CRTAM por lo que podria regular negativamente al gen CRTAM.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar la funcién represora de ZEB1 sobre el gen CRTAM.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Determinar las regiones de control transcripcional involucradas en la

represion del gen CRTAM mediante ensayos de gen reportero con regiones

del promotor del gen CRTAM que contienen o carecen de las cajas tipo E

distales y proximales.

. Determinar la actividad de ZEB1 en el promotor del gen CRTAM evaluando

la expresion de un gen reportero que contiene sitios de union para ZEB1 en

el promotor del gen CRTAM en presencia de ZEB1 exdgeno.

Evaluar la participacion de las cajas tipo E localizadas en la region

reguladora del gen CRTAM en la represion mediada por ZEB1

a.

b.

C.

Al generar mutaciones en la regidén reguladora de CRTAM que
eliminen la interaccion de ZEB1 con sus secuencias de
reconocimiento (cajas tipo E), en el contexto de una construccion
reportera y en condiciones de reposo.

Al realizar ensayos tipo EMSA utilizando como sondas las cajas tipo
E mutadas del promotor del gen CRTAM para mostrar la pérdida de
union de ZEBH1, utilizando extractos nucleares de células Jurkat que
sobre-expresen al represor.

Analizar la expresion de CRTAM en células Jurkat que sobre-
expresen al regulador negativo ZEB1, al medir las moléculas de

CRTAM presentes en la superficie de células Jurkat durante
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condiciones de activacion mediante tincidn celular y citometria de

flujo.
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MATERIAL Y METODOS

Oligonucleotidos

Para la deteccion del mRNA de ZEB1 (gen TCF8) se utilizaron los siguientes
oligonucledtidos (Invitrogen). ZEB1s: 5'-GGGAATGCTAAGAACTGCTGG-3" ZEB1as: 5°-
GGTGTAACTGCACAGGGAGC-3"; ambos disenados para amplificar un fragmento de
400 pb a partir de RNA total. Los oligonucleoétidos utilizados para la amplificacion de un
fragmento de 550 pb del gen GAPDH son: GAPDHs: 5-ATGGGGAAGGTGAAGGTCGG-
3’; y GAPDHas: 5" GTGGCAGTGATGGCATGGACT-3'.

Para los ensayos de retardamiento se utilizaron las siguientes sondas:
ZEB1mDr, 5" CTAGAATGAGTGAGTGGGCATTTAATACATGAGTG-3;
ZEB1mDI, 5°- CTAGGTTCCACCAGGAGGTGTTCTGGGGGCA-3;
ZEB1mPr, 5'- CTAGGTTCCACCAGGAGGTGTTCTGGGGGCA-3’;

ZEB1mPI, 5°- CTAGACATCACTCACACCTCTCTGCCATCAA-3".

Vectores

Las construcciones p1900-CRTAM y p400-CRTAM estan descritas en [81]. Para obtener
la construccién pdelta1300-CRTAM, la construccion p1900CRTAM se digirid con las
enzimas Xhol y Xmal durante 1 hora a 37°C. La construccion p1900-CRTAM contiene una
region de 1903 pb del promotor del gen CRTAM clonada en los sitios Xhol y Xmal en el
vector pGL3-BASIC (Promega) que contiene al gen de la Luciferasa como reportero y
carece de promotor eucariotico y de secuencias potenciadoras. Se corroboré la liberacion
del fragmento por medio de electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente, los

fragmentos fueron separados en un gel preparativo del cual se corté la banda de 2kb
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aproximadamente; el fragmento de DNA se obtuvo mediante la técnica de purificacion en
columna. Con el programa Vector NTI, se analizaron los sitios de restriccion de la region
de 1.9Kb; se determind que las enzimas EcoRI y Ndel reconocen secuencias cercanas a
las posiciones de los elementos ZEB1Dr y ZEB1DI, es decir, EcoRI corta a la derecha del
sitio ZEB1Dr y Ndel a la izquierda del sitio ZEB1DI (cortan en las posiciones -467 y -1310
con respecto al codon de inicio de la traduccion; ver figura 14). Se restringié durante 1
hora a 37°C. La correcta digestion del fragmento se corroboré por electroforesis en gel de
agarosa; el fragmento esperado por el corte de las dos enzimas tenia un tamano de
aproximadamente 742 pb, ademas de dos fragmentos de 600pb cada uno
aproximadamente. Posteriormente se realizé un gel preparativo del cual se cortaron los
fragmentos de 600pb; estos fueron purificados por columna y se ligaron entre si. El
fragmento de 1.3Kb obtenido por esta ligacion fue clonado en el vector pGL3-Basic
mediante una reaccién adicional de ligacién. La correcta clonacion fue corroborada por

restriccion enzimatica de la construccion obtenida.

El vector de expresiéon pCDNA 3.1-ZEB1 fue donado por el Dr. Hujiro Higashi, Universidad
de Osaka [46].

Cepas bacterianas

E.coli DH5a, previamente preparadas para transformacion mediante el método de
cloruro de rubidio [82] y transformadas mediante el método de choque térmico [83]. Las
clonas positivas fueron crecidas en medio de cultivo LB (Luria-Bertani) y la seleccién de

las colonias se efectu6 con 100ug/ml de ampicilina.

Lineas celulares y medios de cultivo

Las células de linfoma humano Jurkat se cultivaron en medio RPMI (Invitrogen),
suplementado con 2 mM de L-Glutamina, 10% de suero fetal bovino (SFB), 50 U/ml de
penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina. Los ensayos de transfeccion transitoria se

realizaron en presencia del mismo medio de cultivo sin SFB.
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Programas bio-informaticos

El programa Vector NTI fue utilizado para la elaboracion de los mapas de restriccion. La
prediccion de los potenciales factores de transcripcion que se unen a la regién 5

adyacente al gen CRTAM se determind usando la base de datos Phylofoot [84].

Anticuerpos

Para los ensayos de citometria de flujo se utilizaron anticuerpos dirigidos contra las
proteinas CRTAM (conjugado al fluorocromo APC-Cy5) (eBioscience, Inc., LHD100811);
CD69 (conjugado al fluorocromo ECD) (eBioscience, Inc.) y los correspondientes

controles de isotipo (eBioscience, Inc.).

Activacion celular

Las células Jurkat (5x10°) fueron activadas con lonomicina (200 ng/ml) y PMA (forbol 12-
miristato 15-acetato; 2 ng/ml) durante los tiempos indicados en cada figura. Las células

sin activar o en reposo fueron cultivadas en presencia de DMSO.

Citometria de flujo

Las células Jurkat (1x10°) fueron estimuladas con lonomicina (200ng/mL) y PMA (2ng/mL)
por 3, 12 y 15 horas; se incluyeron como controles células sin tratamiento. Las células
fueron transfectadas utilizando el método de electroporacién con 2ug de cada vector
(segun sea el caso, pie de figura) por diferentes tiempos; transcurrido este tiempo de
incubacion, las células se transfirieron a un tubo de microcentrifuga y se centrifugaron a
1,500 r.p.m. durante 5 min; entonces se desechd el sobrenadante. Las células se
resuspendieron y lavaron con PBS 1x y se centrifugaron a 1,500 rpm por 5 minutos.
Posteriormente, las células se incubaron en una solucion de inmunoglobulinas humanas
(Laboratorios Pisa) por 10 minutos a 4°C. Transcurrido este tiempo, a cada tubo se
afnadieron 4ug de cada uno de los siguientes anticuerpos: CD69-ECD (eBioscience, Inc.) y
CRTAM-APC (eBioscience, Inc.). La mezcla se incubd 20 minutos a 4°C. Al finalizar el
tiempo de incubacién, a cada tubo se anadieron 3mL de PBS al 2% de SFB y las células

fueron centrifugadas a 1,500 r.p.m. durante 5 min. Finalmente, se decanté el
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sobrenadante y las células fueron re-suspendidas en 200uL en PBS y se afiadié yoduro
de propidio para medir viablidad celular. Las células tefiidas fueron analizadas utilizando

en citdmetro de flujo Cyan (Dako, Carpinteria, CA).

Extraccion y purificacion de DNA plasmidico

Este proceso se realizé utilizando el estuche Wizard Plus SV minipreps DNA purification
Systems (Promega Corporation). EI DNA se cuantificé con la ayuda espectrofotometro
(Nanodrop 2000c,Thermo Fisher Scientific Inc). La autenticidad del plasmido se corroboro
mediante analisis de restriccion y por secuenciacion automatizada. El DNA se almacené a

—20°C para su uso posterior.

Transfeccion transitoria

Las transfecciones se realizaron utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) o mediante electroporacion. Para el protocolo de electroporacion se utilizé el equipo
Nucleofector (Amaxa-Lonza) y el estuche Human T cell nucleofector (Lonza) siguiendo las
recomendaciones del proveedor. 1x10° células fueron incubadas con 2ug de cada
plasmido que contienen el gen reportero luciferasa, plasmido de expresion o el plasmido
vacio siguiendo las recomendaciones del proveedor. Se agregd medio fresco y se
permitid la recuperacién celular por 24 H. Para el protocolo utilizando la lipofeccion
mediante el reactivo Lipofectamine 2000, el DNA plasmidico y el reactivo Lipofectamine
2000 se mezclaron en presencia de medio basal durante 30 minutos. Pasado este tiempo
se agrego cada mezcla de lipofeccidn a su respectivo pozo celular. 24 horas después, la
mezcla de transfeccion fue desechado y reemplazado por con medio de cultivo fresco.
Transcurrido este periodo, las células fueron lavadas una vez con PBS 1X y utilizadas
para obtener extractos totales y determinar la actividad de luciferasa y la concentracion de

proteinas.

Medicion del gen reportero Luciferasa

Las células transfectadas se cosecharon 48 h post-transfeccion, se lavaron una vez con
PBS 1X y se resuspendieron en 100 ul de solucion de lisis (25 mM de Tris-fosfato, 2 mM
de DTT, 2 mM de acido N,N,N’,N’-tetraacético-1, 2-diaminociclohexano, 1.25 mg/ml de
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lisozima, 2.5 mg/ml de BSA, glicerol 10% v/v y 1% de Triton X-100 m/v; Promega). El
lisado se centrifugdé a 10 300 rpm por 30 segundos a temperatura ambiente; se recupero
el sobrenadante y se determiné la concentracién de proteinas por el método de Bradford
para normalizar los extractos totales [85]. Para la determinacion de la actividad de
luciferasa se utilizo el sistema Dual Luciferase Reporter (Promega) y un lumindmetro
Fluoro Scan FL (Ascent).

Mutacion sitio dirigida

Se utilizé el estuche Quickchange site-directed mutagenesis (Stratagene, Cedar Creek,
TC), los sitios CAGGTA localizado en la posicion -250pb, CAGGTG localizado en la
posicion -684, ACACCT en la posicion +150pb y AGGTG en el sitio +204pb en la
construccion p1900-CRTAM fueron mutados a los siguientes nucledtidos CATTTA,
CATTTG, ACATTT y ATTTG, respectivamente. Finalmente las condiciones de PCR para
mutacion sitio dirigida se generaron de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Las
clonas candidatas fueron aisladas y secuenciadas para confirmar el cambio de

nucledtidos deseado.

La secuencia de oligonucleétidos utilizados para las reacciones de PCR fueron las

siguientes:

ZEB1Rd (posicién 250), sentido 5°- gatggggaatgagtgggcatttaatacatgagtgagtggg-3-,

antisentido 5°-cccactcactcatgtattaaatgcccactcattccccatc-3°.

ZEB1Ld (posicion -684), sentido 5°- gtagtgcatactagatgctgtacatttgacaagatgaatgggtgg-3-,

antisentido 5°-ccacccattcattcatcttgtcaaatgtacagcatctagtatgcactac-3°.

ZEB1Lp (posicion +250), sentido 5’-caatttttgtcaccaacacatcactcacatttctctgccatcaaga-3-,

antisentido 5'-aaacaatttttgtcaccaacacatcactcacacctctctgccatcaagataa-3°.

ZEB1Rp (posicion +204), sentido 5’-cccaaaatgttccaccaggatttgtttctgggggcagcet-3°,
antisentido 5°-gtccccaaaatgttccaccaggaggtgttictgggggcagctaac-3°.
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Marcaje terminal de oligonucleoétidos utilizando el fragmento Klenow

El marcaje de los oligonucledtidos de doble cadena se llevd a cabo empleando el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli. Se marcaron de 40 a 100 ng de
DNA, en un volumen final de 10 ul, con 1 pl de nucledtidos (10 mM de los nucleétidos
dGTP, dTTP, dCTP) y 10 mCi de [0-*’P]dATP en presencia de 1 ul de regulador de
marcaje (TM 10X; Tris pH 8.5 100 mM y MgCl, 50 mM). Esta mezcla se incub6 con 1 U
del fragmento Klenow (Invitrogen) por 45 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, la

sonda marcada se diluyé en H,O para tener una concentracion final de 1 ng/ul.

Ensayos de retardamiento

Se obtuvieron extractos nucleares provenientes de células Jurkat no estimuladas y
estimuladas como fue descrito previamente [81]. La reaccion estandar se hizo con 25 ug
de extracto nuclear y 1 ng de cada una de las sondas marcadas radiactivamente, ZEB1Dr,
ZEB1DI, ZEB1Pr y ZEB1PI, en un tampdn de interaccion que contiene HEPES 13 mM, pH
7.9, KCI 60 mM, EDTA 0.13 mM, dithiothreitol 2 mM, poly(dl:dC) y Glicerol al 10%. Los
complejos DNA-proteina fueron resueltos en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida
al 6% en regulador de boratos TBE 0.5X (Tris 45 mM, acido bérico 45 mM y EDTA 1mM)

y se revelaron por autoradiografia.

Estadistica

Los datos se encuentran expresados como la media * del valor del error estandar. Se
realizé un analisis tipo ANOVA para determinar si existia diferencia significativa entre las
condiciones probadas. Cuando dicho analisis indicé significancia (alrededor de 0.05), se
utilizé el analisis post-hoc Student-Newman-Keuls para determinar las condiciones que

fueran significativamente diferentes entre ellas (Prism, GraphPad Software).
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RESULTADOS

Localizacion y efecto funcional de los sitios Zeb-1 localizados en el
promotor de CRTAM

La primera parte de este trabajo consistié en hacer un analisis funcional del promotor de
CRTAM en células Jurkat, para lo cual se generaron nuevas construcciones derivadas de
la construccion original reportada por Valle-Rios [79] y que contiene la regién reguladora
completa. Las construcciones obtenidas a partir de p1900-CRTAM (regién reguladora
completa) se nombraron pdelta1300-CRTAM y p400-CRTAM. Por medio de digestion
enzimatica se logré la eliminacion especifica de las cajas tipo E, ZEB1Dr y ZEB1DI
(elementos distales) del promotor del gen CRTAM en la construccion pdelta1300-CRTAM.
Al realizar ensayos de gen reportero usando células Jurkat y estas construcciones, se
observé que al eliminar los elementos distales aumenté la actividad transcripcional en
comparacion a las células transfectadas con el promotor de 1.9Kb intacto (p1900-CRTAM)
(Figura 17). Debido a que la construccion pdelta1300-CRTAM conserva los elementos de
unién AP-1 que se encuentran involucrados en la expresién de CRTAM [79], evaluamos la
actividad transcripcional de una construccién que carece de los elementos distales
(ZEB1Dr y ZEB1DI) y los sitios de union a AP-1 (p400-CRTAM). La actividad
transcripcional de la construccién p400-CRTAM fue similar a la observada en la
construccion pdelta1300-CRTAM (Figura 17). Estos resultados sugieren que los
elementos cajas tipo E distales estan involucrados en la represion de la actividad del

promotor del gen CRTAM en células T no estimuladas.

ZEB1 es capaz de regular negativamente la actividad transcripcional del
promotor del gen CRTAM

La represion mediada por ZEB1 requiere su union al DNA. Como hemos mostrado los
elementos distales, ZEB1Dr y ZEB1DI, participan en la represion de la actividad
transcripcional del promotor del gen CRTAM (Figura 17). Para determinar el efecto de
ZEB1 en la regulacion negativa de CRTAM realizamos ensayos de co-transfeccion
transitoria. Las construcciones p400-CRTAM y p1900-CRTAM fueron co-transfectadas
con los vectores de expresion pcDNA3.1 (sin inserto) y pcDNA-ZEB1. Se ilustra la

actividad relativa de la construccion p400-CRTAM (Figura 18A) y de la construccion
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p1900-CRTAM (Figura 18B) con respecto a los valores obtenidos al co-transfectar con el
vector pcDNA3.1. La sobre-expresion de ZEB1 disminuyé la actividad de ambas
construcciones, lo que sugiere la participacion de los elementos proximales y distales en
el fendbmeno de represion mediado por ZEB1. Ademas es importante senalar que
variaciones en la cantidad de ZEB1 presente en la célula impactan de manera diferente la
actividad del promotor del gen CRTAM (Figura 18). Estos resultados sugieren que ZEB1

actua como un represor de CRTAM.
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Figura 17. Actividad funcional de las construcciones CRTAM. Representacién esquematica de
las construcciones obtenidas a partir de la regién reguladora completa del hCRTAM (izquierda).
Las células Jurkat fueron transfectadas transitoriamente con 10 ug de las construcciones
indicadas. 24h pos-transfeccién se obtuvieron los lisados celulares y se realizaron ensayos para
determinar la actividad del gen de luciferasa. La actividad transcripcional esta expresada como la
actividad relativa con respecto a la construccion p1900-CRTAM (control). Cada valor representa la
media +/- el error estandar de tres experimentos realizados por triplicado. Los valores de p se
obtuvieron mediante ANOVA de una via.
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Figura 18. El factor de transcripcion ZEB1 exégeno reprime la actividad transcripcional del
promotor hCRTAM. Las células Jurkat fueron co-transfectadas transitoriamente con 0.25, 0.5 o
1ug de los vectores pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1 y 1 ug de las construcciones p400-CRTAM (A) o
p1900-CRTAM (B). 24 horas después de la transfeccion se obtuvieron los lisados celulares y la
actividad de luciferasa fue cuantificada y expresada como % de represion. El % de represion se
calculé como el incremento sobre el fondo obtenido por la co-transfeccion de las construcciones
p400-CRTAM y p1900-CRTAM con el vector pcDNA3.1. Cada valor representa la media del error
estandar de tres experimentos realizados por triplicado.

36



El analisis de mutantes por sustitucion en los sitios cajas tipo E revelo su
aportacion individual en la regulacion negativa del gen CRTAM

Para evaluar la contribucion de los elementos denominados cajas E distales y proximales,
sobre la actividad del gen hCRTAM, decidimos mutarlos. Para probar la hipotesis de que
la interaccion ZEB1-caja E en el promotor del gen hCRTAM es funcionalmente relevante,
fue importante evaluar los nucleétidos requeridos para la unién de ZEB1. Reportes
previos han mostrado que la capacidad de unién al DNA de ZEB1 es abolida cuando los
elementos consenso de las cajas E son mutados en el nucleo central [21]. Debido a
nuestros resultados previos (Figuras 18A, 18B), decidimos evaluar la participacion de las
cuatro cajas E del promotor del gen hCRTAM. Las construcciones mutadas para los sitios
distales y proximales se muestran a la izquierda en la Figura 19. La mutacion del
elemento ZEB1Dr (construccion p1900-ZEB1mDr) promueve un aumento en la actividad
de promotor en células Jurkat (Figura 19A). Sin embargo, al mutar el elemento ZEB1DI
(construccion p1900-ZEB1mDI) no induce una desrepresion del promotor (Figura 19A).
Importantemente, cuando ambos elementos distales son mutados en la misma
construccion (p1900-doublemD CRTAM), el promotor gana actividad comparada con la
construccion p1900-ZEB1mDr. Previamente observamos que la expresion exdégena del
represor transcripcional ZEB1 permitia reprimir la actividad promotora de la construccion
p400-CRTAM. Sin embargo, la mutacion de cualquiera de las cajas E de la region
proximal (p1900-ZEB1mPr-CRTAM, p1900-ZEB1mPI-CRTAM) no permiten la
desrepresion del promotor (Figura 19B). Aun cuando ambos elementos fueron
simultaneamente mutados (p1900-doublemP-CRTAM) (Figura 19B). Estos resultados
sugieren un papel fundamental para los elementos distales en la regulacién de la actividad

del promotor de CRTAM, y la importancia del elemento ZEB1Dr en esta funcién.
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Figura 19. Efecto de las mutaciones en las cajas E distales y proximales sobre la actividad
promotora del gen hCRTAM. (A) Se muestra la actividad del gen reportero luciferasa para las
construcciones p1900-CRTAM, p1900-ZEB1mDr-CRTAM, p1900-ZEB1mDI-CRTAM y p1900-
doublemD-CRTAM en células Jurkat transfectadas transitoriamente. (B) Se muestra la actividad del
gen reportero luciferasa para las construcciones p1900-CRTAM, p1900-ZEB1mPr-CRTAM, p1900-
ZEB1mPI-CRTAM y p1900-doublemP-CRTAM en células Jurkat transfectadas transitoriamente. La
actividad de luciferasa se midié y ajusto al control (p1900-CRTAM). Los valores de p se obtuvieron
mediante ANOVA de una via.
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La represion ejercida por ZEB1 requiere la union al elemento caja tipo E
candnico en el promotor del gen CRTAM

Para confirmar que las diferencias funcionales observadas entre los grupos proximales y
distales de cajas tipo E se deben a la variabilidad en el reconocimiento y uniéon de ZEB1
(Figura 19), realizamos ensayos de retardamiento en gel (EMSA). Estos ensayos se
realizaron utilizando extractos nucleares de células Jurkat no estimuladas y transfectadas
transitoriamente con los vectores pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1. Las sondas utilizadas
corresponden a cada sitio caja tipo E mutado en las construcciones previamente
descritas. Como se esperaba, los elementos cajas tipo E proximales (ZEB1PrM vy
ZEB1PIM) muestran mayor formacién de complejos DNA-proteina comparado con
aquéllos observados en los elementos distales (ZEB1DrM y ZEB1DIM) (Figura 20). Esta
tendencia prevalece aun cuando se utilizaron extractos nucleares de células Jurkat que
sobre-expresan ZEB1 (Figura 20). De este modo, la mutacion de los sitios cajas tipo E es
suficiente para interferir con la actividad represora de ZEB1 en el promotor del gen
CRTAM.

Anteriormente observamos que las células Jurkat mantienen una expresion basal del RNA
mensajero para el gen de CRTAM. Sin embargo, la expresion maxima del mensajero de
CRTAM se alcanza a las 12h pos-activacion [79]. Para probar que ZEB1 es un represor
bona fide del gen CRTAM endogeno en las células T Jurkat, primero determinamos cémo
la sobre-expresion de ZEB1 previa a la activacion celular afecta a expresiéon de CRTAM.
Las células Jurkat fueron transfectadas transitoriamente con las construcciones de
expresion pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1 y después de 48 h, fueron estimuladas con PMA
(2ng/mL) y lonomicina (200ng/mL). Los niveles de expresion de CRTAM fueron evaluados
por citometria de flujo 12h después de la activacion (Figura 21). Encontramos que la
sobre-expresion de ZEB1 causa una fuerte reduccion de la proteina total CRTAM en la

superficie de las células Jurkat (Figura 21).

Como segundo paso, para definir si ZEB1 participa en la disminucién de CRTAM
observada después del estimulo de activacion, las células Jurkat fueron transfectadas e
inmediatamente sometidas al estimulo de activacion con PMA/lonomicina por 12 horas.
Analizamos los niveles de expresion de CRTAM por medio de citometria de flujo y al

comparar los niveles de expresion contra las células control, observamos que la sobre-
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expresion de ZEB1 de nuevo es suficiente para disminuir la expresion de CRTAM (Figura

22). Es decir, la expresion de CRTAM (mediada por un estimulo de activacién) es

disminuida por la sobre-expresion de ZEB1.
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Figura 20. Los elementos cajas E proximales no participan en la represioén ejercida por ZEB1
en el promotor del gen hCRTAM. Ensayos de retardamiento en gel que muestran la formacién de
complejos DNA-proteina por la interaccion entre las sondas con las secuencias mutadas de las
cajas tipo E y proteinas nucleares. Células Jurkat fueron transfectadas transitoriamente con 2 ug
de los vectores de expresion pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1. Los extractos nucleares se obtuvieron

48 h pos-transfeccién. Este resultado es representativo de 3 experimentos

realizados
independientemente con resultados similares.
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En tercer lugar, las células Jurkat fueron activadas, permitiendo que los activadores
transcripcionales como AP-1 promuevan la expresion de CRTAM; después de 3h las
células fueron transfectadas y el estimulo de activacion fue extendido por 15h (Figura 23).
Los niveles de expresion de CRTAM por citometria de flujo, mostraron disminucién con
respecto al control. Todos esto datos indican que ZEB1 es suficiente para regular la

expresion de CRTAM durante el proceso de activacion linfocitaria.
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Figura 21. La sobreexpresion de ZEB1, previa a la activacion linfocitaria, disminuye la
expresion de CRTAM. Células T Jurkat fueron transfectadas con 2ug del vector de expresion
pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1 usando el equipo de electroporacion Nucleofector (Amaxa-Lonza) y
el kit Human T cell nucleofector (Lonza) siguiendo las instrucciones del proveedor. 48h después de
la transfeccion las células fueron estimuladas con PMA (2ng/mL) y lonomicina (200ng/mL) por 12h.
Se muestra la expresion de CRTAM en células Jurkat previamente transfectadas por 48h y
activadas por 12h. Este resultado es representativo de tres experimentos realizados
independientemente con resultados similares.
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Figura 22. La sobreexpresion de ZEB1, a la par con el estimulo de activaciéon linfocitaria,
disminuye la expresion de CRTAM. Células T Jurkat fueron transfectadas con 2ug del vector de
expresion pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1 usando el equipo de electroporacion Nucleofector (Amaxa-
Lonza) y el estuche Human T cell nucleofector (Lonza) siguiendo las instrucciones del proveedor.
Inmediatamente después de la transfeccién las células fueron estimuladas con PMA (2ng/mL) y
lonomicina (200ng/mL) por 12h. Se muestra la expresion de CRTAM en células Jurkat
transfectadas y activadas por 12h. El resultado que se muestra en la figura es representativo de 3
experimentos realizados independientemente con resultados similares.
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Figura 23. La sobreexpresion de ZEB1, posterior al estimulo de activacion linfocitaria,
disminuye la expresion de CRTAM. Células T Jurkat fueron activadas por 3h y transfectadas con
2ug del vector de expresion pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1 usando el equipo de electroporacion
Nucleofector (Lonza) y el estuche Human T cell nucleofector (Lonza), siguiendo las instrucciones
del proveedor. Después de la transfeccion se dié el estimulo de activacion con PMA (2ng/mL) y
lonomicina (200ng/mL) por un total de 15h. Se muestra la expresion de CRTAM en células Jurkat
transfectadas 12h y activadas por 15h. Experimento representativo de tres repeticiones.
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DISCUSION

La regulacion de la expresion génica establece los perfiles de expresion especificos de
una célula particular o de estadio de diferenciacion especifica [86]. El inicio de la
transcripcién es probablemente el paso regulador mas importante en el control de la
expresion génica. Los factores transcripcionales, proteinas que se unen a secuencias
especificas de DNA en las regiones reguladoras de los genes, regulan el inicio de la
transcripciéon de genes especificos [87]. Muchos de los genes son expresados en
diferentes etapas del desarrollo, en algunos casos en diferentes linajes celulares, y en
otros, sé6lo después de la activacion. ;Como y cuando son estos genes diferencialmente
regulados en respuesta a distintas sefales de desarrollo o de activacion, si las células
contienen un grupo comun de sitios de unioén a las mismas proteinas? Mientras que la
respuesta a esta pregunta es compleja y no ha sido totalmente resuelta, existen diversos
modelos que permiten una pequefa redundancia en las secuencias reguladoras en cis

para diferentes genes, mientras se mantienen el potencial para la expresién diferencial.

Es posible que los elementos reguladores negativos o silenciadores jueguen un papel
importante en la expresion de los genes celulares de linaje especifico T [88]. La
regulacién de la expresion génica durante la diferenciacion linfocitica es un complejo
proceso que involucra interacciones entre multiples elementos de regulacion
transcripcional positivos y negativos [88]. Diversos cambios en la expresion génica
representan la culminacién de la via de sefalizacién iniciada en la estimulacion del TCR y
son requeridos para que la célula T sea totalmente competente al proceso de proliferacion

y posea la habilidad de producir citocinas efectoras [89].

Existe poca informacion o evidencia de los factores de union al DNA capaces de controlar
la transcripcion del gen CRTAM. Los elementos de control en la regién reguladora que
dirigen la expresiéon del promotor CRTAM humano apenas empiezan a describirse [79].
Por ello hemos enfocado nuestro trabajo en estudiar los mecanismos involucrados en el

control negativo de la transcripcién del gen CRTAM. El presente estudio identificod una
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nueva region de unién para la proteina ZEB1 en el promotor del gen CRTAM humano. En
la region distal de CRTAM hay dos cajas E (ZEB1Dr y ZEB1DI) (Figura 17). Una caja E
puede ser reconocida por ZEB1. Las cajas E se han conservado durante la evolucién
debido a su importancia en la regulacion transcripcional, particularmente de diversos
genes del sistema inmune [90]. Particularmente, este factor de transcripcién tiene una
funcion reguladora en células T quiescentes y durante una fase tardia de la activacion de
linfocito T. ZEB1 ha sido extensivamente estudiado por la represion transcripcional que
ejerce sobre el gen de la citocina IL-2. ZEB1 puede cooperar con CtBP2 y HDAC1 para
reprimir la expresion de IL-2 en células T a través de elementos especificos en el
promotor del gen IL-2, una caja E llamada NRE [23]. Dado que CRTAM es una molécula
de activacion como IL-2, mantener una expresion controlada probablemente podria
requerir de ZEB1. Mediante el uso de un analisis de mutantes por sustitucion de cajas E,
definimos que los elementos del grupo distal, ZEB1mDr y ZEB1mDI, son importantes para
mantener la expresion del gen CRTAM. Mostramos que la mutacién simultanea de ambas
cajas E conlleva a una sustancial de-represion del promotor en células Jurkat (Figura 19).
Sin embargo cuando mutamos el grupo de elementos proximales, ZEB1mPr y ZEB1mPI,
no se observaron efectos (Figura 19). Estas observaciones demuestran que ZEB1Dr y
ZEB1DI se encuentran involucrados en el silenciamiento del promotor del gen CRTAM
humano, previo a la activacion de la célula T. Cuando realizamos ensayos de
retardamiento en gel de cada secuencia de caja tipo E mutada, observamos que la
diferencia funcional observada entre los elementos distales y proximales se debe a la falta

de reconocimiento y unién de ZEB1 en los elementos distales (Figura 20).

La represion mediada por ZEB1 en el promotor CRTAM implica la unién al elemento de
ZEB1Dr (Figura 19). Este es un hallazgo importante porque ZEB1 requiere un sitio de
unién con el fin de tener un efecto sobre la funcion del promotor. Una vez unido, ZEB1
puede mediar la actividad de represién cis- o trans- [20, 21, 91]. ZEB1 compite con otros
activadores de la transcripcion basicos y de tipo hélice-asa-hélice (bHLH) para la union al
mismo elemento en la cromatina y es capaz de reprimir activamente la transcripcion de
sus genes blanco. Por ejemplo, ZEB1 une el potenciador de CD4 proximal y compite con
los activadores de la transcripcion E12 y HEB para la unién a la cromatina [21]. En
particular, la secuencia central del elemento ZEB1Dr es idéntica a la encontrada en la

NRE, elemento represor del promotor de IL-2 [22].
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La sobre-expresion de ZEB1 en células Jurkat resultd en la represion de las
construcciones reporteras que contienen el promotor de CRTAM transfectadas de manera
transitoria (p1900-CRTAM, p400-CRTAM) (Figura 18). Se demostré que una construccion
que carece de un sitio de unién a ZEB1, ZEB1Dr (Figura 1) o llevar a un sitio ZEB1Dr
mutado (Figura 19) se redujo significativamente la expresién del gen reportero en células
Jurkat no activadas. Estos resultados indican que en linfocitos T en reposo, la unién de
ZEB1 al sitio ZEB1Dr es suficiente para reprimir la expresion CRTAM. Asimismo,
demostramos que ZEB1 es capaz de reducir la expresion de la proteina CRTAM en la
superficie de células Jurkat estimuladas (Figura 21, Figura 22, Figura 23). Todos estos
datos indican que ZEB1 reprime el promotor del gen CRTAM humano. ZEB1 es conocido
por controlar la expresion temporal y espacial de genes especificos durante la
diferenciacion muscular [76]. La pérdida dirigida del extremo C-terminal de ZEB1 en ratén
indica que ZEB1 también regula procesos como la diferenciacion de la célula T [68]. Este
raton se caracteriza por un severo defecto en la diferenciacion de las células T que resulta
en una reduccién en el numero total de timocitos. En nuestro grupo de trabajo,
previamente hemos observado que al bloquear la interaccion CRTAM-Necl2 se perjudica
el crecimiento del timo, impactando el mantenimiento estructural de los l6bulos timicos
[92].

Hay poca informacién o evidencia que se puede utilizar para dilucidar el mecanismo que
regula la expresion CRTAM. Nuestro objetivo en este estudio fue descubrir los factores
criticos para la regulacion CRTAM. Esto es importante porque CRTAM es una molécula
esencial en la regulacién del sistema inmune y la adhesion celular epitelial [93]. De hecho,
las células T de ratones que no expresan CRTAM muestran una reduccion de IFN, IL-22 e
IL-17 [74]. Entender mejor el mecanismo que delimita y regula la expresién CRTAM en las
células T es importante ya que esto puede ayudar en el descubrimiento de nuevos

blancos para el desarrollo de terapias innovadoras.

ZEB1 es un regulador maestro de la regulacion de la expresion génica e
inicialmente fue descrito como un represor del enhancer del gen &-cristalino
(Funanashi y col., 1993). Durante los ultimos afios ha incrementado la evidencia
que muestra que ZEB1 es critico no sélo para el control de procesos como la

transicion epitelio-mesénquima (EMT) sino también en el desarrollo y funcién de
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las células inmunes (Higashi et al, 1999) (Williams et al, 1992). En este estudio
identificamos una regién reguladora en el promotor del gen CRTAM que funciona

en células en estado quiescente y de activacion.

Williams y colaboradores entre otros grupos han mostrado que ZEB1 es capaz de
regular la respuesta inmune adaptativa mediante la represion transcripcional de
genes importantes como la citocina IL-2. CRTAM al igual que IL-2 tienen una
expresion dependiente del estimulo de activacion y se regulan de manera
temporal debido a su importancia (Wang et al., 1991; Yeh et al., 2008; Valle-Rios
et al., 2009).

Aqui, determinamos que ZEB1 reprime el promotor del gen CRTAM y que esta
represion es importante para el control de la expresion de CRTAM. La represion
mediada por ZEB1 en el promotor de CRTAM involucra la unién al elemento
ZEB1Dr (Figura 20). Este es un descubrimiento importante debido a que ZEB1
requiere un sitio de union para poder ejercer un efecto en la funcion del promotor
del gen blanco. Una vez unido, ZEB1 ha demostrado actuar a través de dos
mecanismos de represion, en cis- 0 frans- (Brabletz et al., 1999; Genetta et al., 1994;
Remacle et al., 1999). ZEB1 compite con activadores transcripcionales de la familia bHLH
(basic helix-loop-helix) por la uniéon al DNA de los mismos elmentos y asi es capac de
reprimir la transcripcion de manera activa en sus genes blanco. Por ejemplo, ZEB1 se une
al enhancer proximal en el gen CD4 y compite con los activadores transcripcionales E12 y
HEB por la union al DNA (Brabletz et al., 1999). Ademas, ZEB1 es capz de unirse a un
elemento en el DNA conocido como caja tipo E y establecer una maquinaria de represion
desde el sitio de unién, por ejemplo, el elemento NRE-A en el promotor del gen IL-2
(Wang et al., 2009). Aparentemente este es el caso para promotor del gen CRTAM. Cabe
senalar que la secuencia encontrada en el elmento ZEB1Dr es idéntica a la encontrada en
el elemento NRE-A del promotor de IL-2 (Williams et al., 1991). Nosotros mostramos que
una construccion carente del sitio de union ZEB1Dr (Figura 17) o que contiene al sitio
ZEB1Dr mutado (Figura 19) producen un aumento significativo en la expresion génica en
células Jurkat en reposo. Estos resultados indican que en linfocitos T en reposo, la union

de ZEB1 al sitio ZEB1Dr es suficiente para reprimir la expresion de CRTAM.

47



Establecimos que la sobre-expresion de ZEB1 es capaz de modular la expresion de
CRTAM (Figuras 21, 22 y 23) y esta represion en la actividad es dependiente de la
cantidad de DNA utilizado en los experimentos de transfeccion (Fig. 18).
Interesantemente, la linea celular Jurkat tiene una expresién de ZEB1 muy baja (Hidaka et
al., 2008), pero muestran un nivel basal de expresion de CRTAM (Valle-Rios et al., 2009).
De manera contraria, linfocitos T no estimulados tienen un nivel basal de expresién de
ZEB1 pero no de CRTAM (datos no mostrados). Parece que existen dos mecanismos
diferentes que involucran a ZEB1 en la represion del promotor del gen CRTAM. El
mecanismo que actua en células no estimuladas sugiere que la expresion de ZEB1 es
suficiente para la represion de CRTAM. La unién de ZEB1 al elemento NRE en el
promotor del gen IL-2 rompe la formacion de un complejo de transcripcion estable, asi
inhibiendo la expresion de IL-2 (Williams et al., 1991). Se ha demostrado que ZEB1
interactua fuertemente con CTBP2 y HDAC1, un complejo co-represor, para reprimir la
expresion de IL-1 después de activacion antigénica del linfocito T (Wang et al; 2009).
Seria interesante evaluar si este mecanismo molecular se encuentra involucrado en la
represion mediada por ZEB1 en el promotor del gen CRTAM después de la activacion de
la célula T.

ZEB1 es capaz de regular la expresion exacta, temporal y espacial de genes especificos
durante la diferenciacion muscular (Takagi et al., 1998). Ademas, experimentos donde se
elimina la region Carboxilo terminal del gen ZEB1 en ratén indican que ZEB1 también es
un importante regulador de la transcipcion génica durante la diferenciacion de la célula T
(Higashi et al., 1997). El modelo murino de Higashi y colaboradores muestra un severo
defecto en la diferenciacion de la célula T, que resulta en una reduccion del numero total
de timocitos (Higashi et al., 1997).

Previamente nuestro grupo de trabajo mostré que durante la ontogenia de la célula T, los
timocitos expresan CRTAM, y que bloqueando la interaccion entre CRTAM vy su ligando
Necl2 se impacta el crecimiento del timo asi regulando la estructura de los |I6bulos timicos
(Medina-Contreras et al., 2010). Estos datos sugieren que la expresion de CRTAM en los
timocitos se regula por factores transcripcionales diferentes a ZEB1. En este contexto,
cuando analizamos el promotor del gen CRTAM de raton, notamos la presencia de un
mayor numero de cajas tipo E (datos no mostrados). La presencia de un mayor numero
de cajas tipo E en el promotor del ratéon con respecto al humano abre la posibilidad de

mecanismos reguladores adicionales. En este respecto, se ha establecido que ZEB1
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pierde la capacidad de represién por competencia activa con factores de transcripcion
positivos como Gata-3, E2A, HEB, AP4, proteinas con dedos de Zinc (como Ikaros) o con
factores tipo Kruppel (como ThPOK). Todos estos participan durante el desarrollo de la
célula T (Ellmeier et al., 2013). Seria interesante determinar los mecanismos de
regulacién en el promotor de CRTAM durante el desarrollo de la célula T.

Existe poca informacion o evidencia que pueda ser usada para elucidar los mecanismos
que regulan la expresion de CRTAM. Nuestro objetivo en este estudio fue descubrir los
factores criticos en la regulacion transcripcional de CRTAM. Dicha informacién es
importante dado que CRTAM es una molécula esencial en la regulacién del sistema
inmune y para la adhesion celular epitelial (Garay et al., 2010). De hecho, células T
provenientes del ratén carente para CRTAM muestran una produccion reducida de [FNy,
IL-22, e IL-17 (Yeh et al.,, 2008). La compresion de los mecanismos que regulan la
expresion de CRTAM en células T es importante dado que permitirian en la innovacion de

nuevas alternativas terapéuticas.
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CONCLUSIONES

Localizamos y caracterizamos una region de control negativo en el
promotor del gen CRTAM que denominamos elementos distales ZEB1Dr y
ZEB1DI.

ZEB1 actia como un represor para CRTAM a través su unién a los
elementos distales (ZEB1Dr y ZEB1DI) en el promotor del gen CRTAM. La
pérdida de la secuencia candnica de estos sitios libera la represion

transcripcional ejercida por ZEB1.

ZEB1 es capaz de reprimir la expresion de CRTAM en condiciones de

estimulacion linfocitaria.
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PERSPECTIVAS

Determinar por medio de un ensayo de inmunoprecipitacién de la cromatina
(ChlIP) la presencia de ZEB1 en el promotor del gen CRTAM en condiciones

de reposo y estimulacion.

Caracterizar los complejos co-represores asociados al represor
transcripcional ZEB1 en el promotor del gen CRTAM a través de un ensayo

de co-inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP).

Determinar la participacion de la familia de microRNAs mir-200 en la
regulacion de la expresion del gen CRTAM en células T en estado de

resposo y activacion antigénica.

Caracterizar el mecanismo de regulacion positiva y negativa del gen

CRTAM durante la ontogenia del linfocito T.
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T o=l activation leads to the induction of genes that are required for appropriate immune responses.
Thisindudes CRTAM (Class-| MHC-restricted T cell associated molecule), a protein that playsa keyrole
in T cell development, proliferation, and generating cell polarityduring activation. We previously char-
acterized the CRTAM promoter and described how AP-1 family members are important for inducing

CRTAM expression upon antigenicactivation. Here, we show that CRTAM is a molecular target for ZEB1
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1. Introduction

CRTAM (Class-|-restricted Teell sssocisted molecule), or CD355,
is @ member of the nectin-like protein superfamily. CRTAM is
constitutively expressed in several non-immune tissues, including
liver, lung, testis, kidney,intestine, and brain (Kennedy et al., 2000;
Patino-lopez et al., 200€). Sever al studies have show nthst CRTAM
expression in lymphocytes is restricted to cell activation, specifi-
cally for TCD8, NK, and TCD4 cells (Boles et al., 2005; Chan et al.,
2012; Patino-Lopez et al., 2008; Valle-Rios et sl, 2009). CRTAM

Anoreviations: CRTAM . Class- M Cregtricted Toell associated mokaule: ZE51.
Zncfinger E-bax bindinghomeobox 1.
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(zincfinger E-box-binding protein), 3 homecdomain/Zn finger transcription factor. Overexpression of
ZEB1 repressed CRTAM promoter activity,as well as endogenous CRTAM levelsin human T cells. ZEB1-
mediated transcriptional repression was abolished when E-box-like elementsin the CRTAM promoter
are mutated. In summary, ZEB1 functions 353 transariptiond repressor for the CRTAM genein both
non-stimulated and stimulated T cells, thereby modulating adaptive immune responses.

® 2015 Blsevier Ltd . All rights reserved.

plays multiple, diverseroles in lymphocyte function. It promotes
TCDS8" cell adhesion and retention within the lymph node. Addi-
tionally,it induces alste phaseof cell polarity during activstion and
regulates effector function in a smallsubset of TCD4 celIs { Tak eu chi
et al, 2014).

The effects of CRTAM dow nregulstion have been reported in
several previous studies. CRTAM-/— T cells show inoreased TCR-
medisted proliferation andreduced IFN  and IL22 production (Yeh
et al, 2008). Also, blocking CRTAM—Necl2 interaction was shown
to impair thymus growth, thus impacting structural msintenance
of thymic lobes (Medins- Contreras et al, 2010). Lastly, CRTAM KO
mice exhibit reduced protective immunity agsinst viral infection
and impsired autoimmune disbetes induction in vivo {Takeuchi
et al., 2009; Yeh et al, 2008).

Various signaling proteins, such the Sc, Syk, and Tec fam-
ily members PTK, PLC , PI2K Vav, calcineurin, and NK have
been implicated in the regulstion of T cell activation and the
induction of effector cytokines, mostly st the transcriptional level
{lsakov and Altman, 2002). Indeed, it has been estsblished thst
during lymphocyte activation, the CRTAM gene is mainly reg-
ulsted at the transoiptionsl level. Qur previous study suggests
that in human T cells, signals triggered by TCR activstion control
CRTAM gene expression through an AP-1 distal regulstory element
located in its promoter (Valle-Rios =t al,2002). How ever  additional

http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm 2015.03253
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downstream effectors or ds-acting regions thst directly con-
trol CRTAM function and gene expression have yet to be
discovered.

An snalysis of the human CRTAM promoter shows that it con-
tains two E-box-like elements located st — 250 and -~ €84bp from
the start site. E-box sequences are recognition sites for the Zfhx
family of transoription factors, which contains several members
involved in Tcell develop ment and effector function (Brabletz et al
1999; Genetta et al., 1994, Giroldi et al,, 1997; Postigo =t al., 1997;
Remacle et al., 1989; W ang et al.,2009; Williams et al., 1991, Yasui
et al, 1998).W e previously show ed thst excluding both E box- like
elements from the CRTAM human promoter inocressed transorip-
tional activity (ValleRios =t al, 2009). Here, we hypothesize that
two E-box-like elements, slong with the zincfinger transoriptio-
nal repressor ZEB1, are regulators of CRTAM expression. Work
presented here includes an in-depth study of the human CRTAM
promoter thst provides insights into the mechanisms behind neg-
stive regulation of CRTAM.

2. Material and methods
21. Cells

Jurk st cells were cultured in RAVI 1840 (Gibco, Ther mo Fisher
Scientific Inc, Waltham, MA, USA) supplemented with 10% FBS,
penicillin (50units‘mLl), and streptomycin (50 mg/mL) st 37°C
under 5%CO;.

22. Transient transfedion and repor ter gene assays

Transfedions were performed with either Lipofectamine 2000
{Invitrogen, Ther mo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA) or
by electropor stion. For electroporation, 1x 10% cells were incu-
bated with 10 g of expression plasmid for each reporter gene,
plus either additional expression plasmids or empty vector for a
total of 20 gDNA, in 1 ml of RPMI| 1840 medium for 10 min at 4°C.
Then, cells weresubjected to electroporation at 250V and 875 mF
capacitanceusing a GenePulser (Bio- Rad, Hercules, CA, USA). Trans-
fected cells were transferred into fresh media and |eft to recover
for 24 h.For lipid- medisted transfection, plasmid DNA and Lipofec
tamine2000 were mixed in basal medis, inaubsted for 20min, and
then applied tothecells (800 |/well). After 24h, the transfection
medium was removed and replaced with fresh media. Luciferase
activity was determined using 8 luciferase reporter assay system
{Promegs, Madison, W1, USA) and activity values were normalized
to protein content.

2.3. Bectrophareticmobility shift assay (BUSA)

Nuclear extracts from 5x 10° non-activsted, pcDNA3.1
or pddNA3.1-ZEB1 transfected Jurkst cells were prepared =
previously described (Valle-Rios =t al, 2008). The binding reac
tion included radiclabeled probes and 25 or 235 g of nuclear
extract in binding buffer (12mM HEPES pH 7.9, 80 mM KCI,
0.12mM EDTA, 2mM dithicthreitol, and 10% glycerol). ZEB1Dr
probes were either labeled using [ -*2P] ATP and Klenow frag-
ments, or used for unlabeled competition. For binding analysis,
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ofthree experiments performed in triplicate

the following probes were used: ZEB1Dr, 5-CTAGAATGAGTG-
AGTGGGCAGGTAATACATGAGTG-2; E-box mutant, 5-GGAAGC
AGACCACGGAGTCTGCTTCC-2 ; ZEB1mDr ,5 CTAGAATGAGTGAGT-
GGGCATTTAATACATGAGTG-2 ; ZEB1mDI,5 -CTAGGTTCCACCAGG-
AGGTGTTCTGGGGGCA-2 ; ZEB1mPr, 5- CTAGGTTCCACCAGGAGG-
TGTTCTGGGGGCA-2 ;. ZEB1mPl, 5-CTAGACATCACTCACACCTC
TCTGCCATCAA-2 .DNA—protein binding reactions w ere carried out
for 10 min on ice. DNA—protein complexes were then separsted on
B8%polyscrylamide gels in 0.5%TBE(45 mM Tris, 45 mM boricacid,
and 1 mM EDTA) and detected by sutoradiography.

2.4, Site-directed mutagenesis

Using a Quick Change Site-Directed Mutagenesis kit (Str stagene,
Cedar Creek, TX, USA), the CAGGTA sequence at - 250 bp, CAGGTG
st —884bp ACACCTat+150bp,and AGGTG st +204 bp in the p1800-
CRTAM construct were mutated to CATTTA, CATTTG, ACATTT, and
ATTTG, respectively. PCR was conducted according to manufac
turer's instructions, and candidate clones w ere sequenced.

The primer sequen ces used for the PCRreactions w ere— 250 site,
forward 5 -gstggggastgagtgggceatttaatacstgagtgagtgog-2 | reverse
5 -cceactcactcstgtsttaastgeccacteattcoccato-3; - 884 site, foward
5 -gtagtgcstactagstgctgtacstttgacasgstgastgggtgg- 2 . reverse5-o
cacccattcattcatcttgt casatgtacageatctagtatgeactao-3 ; +250 site, for-
ward 5-castttttgtcaccaacacatcactcacstttctctgocstcaags-3 | reverse
5 -aascastttttgtcaccascacstcactcacacctctctgocstcaagatas- 3, +204
site, forward 5 -cccasastgttccaccaggattigtttctgggggogct-2, re
verse 5 -gtccccasaatgttccaccaggaggtgttctgggggeagetase 3 .

25. Anaslysis by flow cytometry

Anti-human CRTAM, anti- CD€9, and correspondingisotypecon-
trol mAbs were purchased from eBioscience, Inc. (San Diego, CA).
Cells were preinaubsted with 20mg/mL of human immuncglobu-
lin {Pisa Laborstories, MX, Mexico) in PBS contsining 2% FBS and
0.01%sodium azide on ice for 15min. Cells w er e then stained with
antibodies for 20min and then washed threetimes with thesame
buffer .Finally, cellswereresuspended in FBSand propidiumiodide

http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.03.252
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w a5 sdded. Stained cells wereanalyzed using 8 Cyan Flow Cytome-
ter (Dako, Carpinteris, CA, USA).

28. Statistical analysis

Dats are expressed as the mean+ SEM. A one-way ANCVA was
performedto determinew hether there w eresignifi cant differ ences
betw een conditions. W hen this anslysis indicsted significance (at
the 0.05 level), post hocStudent-Newman—Keuls test analysis was
used to determine which conditions were signifi cantly different
from each other (R ism, Gr asphPad Software).

3. Results

3.1. E-bax sites are important cis- elements involved in CRTAM
expression

Insilicoanslysis of the CRTAM promoter sequence revesled four
E-box sites (Valle-Rios et al., 2009). These sites have s high bind-
ing similarity score for the zinc finger transoiption factor ZEB1,
with high sffinity correlsting with the sequences CACCT and CAC-
CTG. Both of these sequences are locsted in the CRTAM promoter
in the elements ZBB1DI and ZEB1Dr, and slso in the noncanonical
E-boxes ZEB1P| and ZEB1Pr (Fig. 1A).Here, ZEB1D|and ZEB1Dr are
ter med distal E-box elements, w hile ZEB1Fl and ZEB1R aretermed
proximal elements.

Reporter gene assays using transiently transfected Jurkst T
cells revealed thst deletion of ZEB1Dr and ZEB1D| elements from
the CRTAM promoter {pdeltal2300-CRTAM) signifi cantly increased
transcriptional adivity compared tothecellswith theintact 1.9kbp
promoter (p1200-CRTAM) (Fig. 1B). Because the pdelta1300-
CRTAM construct contains AP-1 elements, which are involved in
CRTAM expression (Valle-Rios et sl, 2009), we also evslusted
transcriptional activity in cells containing s construct lacking AP-
1 elements (p400-CRTAM). The transoiptional activity in cells
contasining p400-CRTAM was similar to that in cells containing
pdelta1300-CRTAM (Fig. 1B). These results suggest that distal E
boxelements areinvolvedin therepr ession of the CRTAM promoter
activity in non-stimulated Tcells.

32. Overexpression of ZEB1 dow nregulstes tr ansoriptional
adivity of the CRTAM pr omoter

To evsluste the effect of ZEB1 on CRTAM promoter activity,
w e co-transfected cells from a Jrkat T cell line with full-length
ZEB1 (expression plasmid kindly provided by Dr. Hujiro Higashi
of Osaka University) and either p1200-CRTAM or p400-CRTAM
reporter plasmids. Full- length ZEB1 w as found torepressthe trans-
oiptional activity of the CRTAM promoter in a8 dose dependent
manner (Fig. 2A and B). These data imply the four E-box elements
inthe CRTAM promoter areinvolved intranscription, and thst vari-
stion in ZEB1 expression impacts this activity. This suggests ZEB1
a5 g potential CRTAM repressor.

3.3. ZEBI1 represses transoription via binding to the CRTAM
promoter E-bax element ZEB1Dr

To investigste how ZEBDr participates in CRTAM regulstion,
w e perfor med EMSAs using *2P-radiolabeled oligon ucleotides w ith
sequences corresponding to target E-box sites. Nuclear extracts
obtsined from either non-stimulsted or stimulsted Jurkst cells
were sllowed to react with probe oligonucleotides, and then
separsted on apolysoylamidegel. Four distinct DNA—protein com-
plexes were observed (Fig. 2, lanes 1-3). The cz2 complex appears
specifi cto nuclear proteins from stimulated cells (Fig. 2, lanes 2-3).

ZEBIDr - . - - . + + . -

+

E box mutant - - = = = = = +
Nuckear extracts (p.g) - 25 25 35 35 26 25 25 2§

Competitor
1100x)

ZEB1Dr

Ag 3. ZEB10r, cated In the CRTAM promoter, Is recognized by nuckar proteins
ncluging ZE51. Feaults from an EMSA ylelding the formation of several dlstngt
DNA-protein complexes. Nuckear extracts were obtalned from Jurkat celis that
were exner non-stmulated or imulded wih PMA (2ngmL) and lonomycn
(200ng'mL). The probe show sdlRinct complexes wRh diferent nuclear extracts
concentrations(lanes2-3) a5 w el 3scom petition 3s:ys (anes6-9) Tne reaultsare
representative of three Independent experiments wkh amiar Andings.

Indeed, w hen nuclear protein amounts were inor eased, the com-
plex bands intensified (Fig. 2, lanes 4-5).

We further investigsted specific DNA-protein complex for-
mations by performing competition sssays using homologous,
unlabeled oligonucleotides probes (Fig. 2, lanes £€-9). As expected,
the use of an unlsbeled competing probe reduced formstion
of sll complexes (Fig. 2, lsnes €-7). However, when competi-
tion experiments were performed using an E-box mutant probe,
only cz4 complex formation was inhibited, implying unspeci-
ficity (Fig. 2, lanes 8-9). This competition assay slso sllowed
us to observe the specificity of the 22 complex in stimulated
cells (Fig. 2, lane 9). Taken together, these dsta suggest ZEB1Dr
is recognized by and binds with nuclesr proteins from Jurkst
cells.

To investigste if ZEB1 is a nuclear protein thst binds to the
ZEB1Dr element,w etrested cells with vomitoxin, amycotoxin that
inhibitsthe DNA-binding capacity of ZEB1 (Yang and Pestka, 2002).
Jurkat cells weretrested with either vomitoxin or vehicle(ethanal)
and nuclear extracts were obtsined and used for EMSA assays as
previously described. No complex for mation was detected when
using nuclesr extracts from cells trested with vomitaxin (Supple
mentary Fig. S1 panel A). This inhibition effect is believed to be
site-specific because vomitaxin trestment of Jurk st cells produces
no effects relsted to the elements RBPk or NF B compared to
control cells. However, when using AP-1 element activity ss a
control for the effects of vomitoxin, we observed changes in pro-

tein binding capacity similar tow hst has been previously reported ¢

{Yang and Pestk s, 2002). The observed effects follow ing vomitoxin
trestment arenot due to cell desth (Supplementary Fig. S1B). Addi-
tionslly, this loss of complex formstion was observed w hen using

http://dx.doi.org/10.1016/j.molimm.2015.03.252
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Fg 4. E¥edsof E-box mutations on CRTAM promoter actvRy . Resultsfrom lciferase assays show ingtranscriptionalad W Ry produced by mutated versions ofthe CRTAM
promoter in Jurkat celis. Luciferase activity Induced by different constructs wasmeassured and normalized to control levels produced using p1900-CRTAM. (A) Reporter
3Ry of distal mutant Ebox skesor (B) proximalmutant Ebox gtes Each value representsthe mean = SEM of threeexperiments performed In triplicate

cells trested with vomitoxin and then sctivated with PMA and
lonomycine (Supplementary Fig. S1C). These results suggest ZEB1
specificallyrecognizes theelement ZEB1Dr contsined in the CRTAM
promaoter.

Supplementary Fig. S1 relsted to this article can be
found in the online version, st http://dx.doi.org’'10.1016/

3.4, Substitution analysis of E-bax sites establishes theirrolein
negstive control of CRTAM promoter activity

Asour prior results suggest E-box elements contributetoCRTAM
promoter repression (Fig. 2), we produced E box element mutant
constructs to further study this repressive role. Mutation of the
CAGGTA sequence in ZEB1Dr (p1200-ZEB1mDr, Fig. 4A) led to

http://dx.doi.org/10.1016/jmolimm 2015.03253
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8an appraximaste two-fold gain in transoriptional activity in Jurk st :, ;

cells. How ever, mutsting the CAGGTG sequence in ZEBDI (p1200- g - ; -

ZEB1mDI) did not induce derepression of the promoter (Fig. 4A). w Q 3 w 2 E

Importantly, when a construct with two E-box element muta- g a N E o N
L JURKAT NS w JURKAT NS

tions (p1200-doublemD CRTAM) w ss tested, it produced a level of
CRTAM activation similar to that of the p1200-ZEB10r construct.
Additionally, mutstion of either E-box from the proximal cluster
{ZEB1Pl or ZEB1Fr), sloneor simultaneously,did not yield derepres-
sion of the promoter (Fig. 4B). Theseresults suggest arole for the
distal E-box cluster in the regulation of CRTAM promoter activity,
and the importance of ZEBB1Dr in this function.

3.5. ZBB1 repression is mediated through binding with a
canenical E box site in the CRTAM promoter

To confirm thatthe observed functional differences betweenthe
distal and proximal clusters of E-box elements are due to vari-
ability in ZEB1 binding, we performed additional EMSAs. These
were performed using lysstes from unstimulsted Jurkat T cells
transfected with either pcDNA3.1 or pcDNA32.1-ZEB1 and oligonu-
cleotide probes corresponding to single E box mutant constructs
described ear lier . As expected, the E-box elements from the prox-
imal cluster (ZEB1mPr and ZEBB1mPl) exhibited higher levels of
DNA-protein complex formation compared to experiments thsat
used distal B box mutsations (ZEB1mDr and ZEB1mDI) (Fig. SAand
B). This trend wsas slso observed when using Jlrkst cells trans-
feded with pcDNA2.1-ZEB1 (Fig. 5). Thereby, mutation of E-box
sites appears sufficient to produce inter ference with therepressive
activity of ZEB1.

3.8. ZBB1represses expression of endogenous CRTAM

We perfor med additionsl experiments to gsin insight into the
roleof ZEB1, specifi cally testingw hether it is abonafiderepressor of
endogenous CRTAM in Jurkat Tcells. Wefirst wanted todetermine
if back ground overexpression of ZEB1 could affect CRTAM expres-
sionduring cellular activation. For this, urkat cellsweretransiently
transfected with either pcDNA3.1 or pcDNA2.1-ZEB1 expression
constructs, and then stimulsted with PMA (2 ng/mL) and lonomycin
{200 ng/mL) sfter 48 h of incubation. CRTAM expression levelswere
assessed 12 h sfter activation by flow cytometry (Fig. 8A). These
results show that ZEB1 overexpression results in dow nregulstion
of CRTAM on Jurkat cell surfaces (Fig. EA).

Additionally, we investigated if ZEB1 participstes in CRTAM
dow nregulation that is observed sfter the cell activation. For this,
Jurksat cells were transfected with either pcDNA3.1 or pdNA3.1-
ZEB1, immedistely sctivated with PMA and lonomydn, snd then
incubated for 12 h. Flow cytometry analysis revealed CRTAM levels
were dow nregulsted in cells overexpressing ZEB1 w hen compared
to control cells (Fig. €B). Thus, cell activation-medisted CRTAM
expression is downregulsted by ZEB1 overexpression. Also, to
explore theeffects of ZEB1 over expression post-activstion of Jurk at
cells, we trested cells with PMA and lonomycin (allowing trans-
oriptional activators like AP-1to promote CRTAM expression) prior
to transfection. After 2h incubstion, cells were transfected with
either pcDNA32.1 or pcDNA3.1-ZEB1and incubated for an additional
12h (Fig. €C). Flow cytometry analysis show ed CRTAM levels were
reduced (Fig. €C). Tsken together, these datasuggest ZEB1 over ex-
pression is suffi cient to dow nregulate CRTAM expression.

4. Discussion

In this study, we identified a novel regulstory region in the
human CRTAM promoter that functions in both quiescent T cells
and during lymphocyte activation. We determined thst ZEB1
represses the CRTAM promoter, and this repression is important

-

-y cZ1

ZEB1DrM ZEB1DIM
3 .
2 & w 2 @

N w o N
X JURKAT NS

~a cz1 & cz1

ZEB1PrM ZEB1PIM

Fig 5. ZEB1 binding Is NhibRed though mutation of digal E-box elementsinthe
CRTAM promoter. "esuls from an EMSA show Ing the formation of DNA-proteln
complexes resuRing from Jrkat T celisthat were trangfected wWRh 2 gof eRher
PCDNA3Z.1 of pcDNA3.1-ZEB1 expression vectors. Nuclear extracts were prepared
43h after trangection. Data regarding digal E-box skes are shown In (A), and
resuls from experiments wRh proximal E-pox site are show n i (8). The resuls
are representative of three ndependent experiments w Rh simiar findings

for tempor al and spatial CRTAM expression. A well-charaderized
function for ZEB1 in the immune system is involvement in the
rapid shut-off of IL-2 transoription sfter antigen recognition by T
cell lymphocytes (Williams et al., 1992).

The repression medisted by ZEB1 in the CRTAM promoter
involves binding tothe ZEB1Dr element (Fig. 2). This is an impor-
tant finding because ZEB1 requires a binding site in order to have
an effect on promoter function. Once bound,ZEB1 has been shown
to mediste cis- or trans-repression activity (Brabletz et al, 1999,
Genetta et al., 1984; Remacle et sl., 1998). ZEB1 competes with
basic helix-loop-helix (bHLH) transoriptionsal activstors for DNA
binding to the same element and is sble to actively repress tran-
saription of its target genes. For example, ZEB1 binds the proximal
CD4 enhancer andcompeteswiththetransoiptionalactivators E12
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and HEB for DNA binding (Brabletz et al., 1999). Also, ZEB1 is able
to bind an E box element and establish a machinery of repression
from the binding site, for example, the NRE-A element in the IL-2
promoter (Wang et al., 2008). This is spparently the case for the
CRTAM promoter. Notably,the core sequencefromtheZEB1Dr ele-
ment is identical to thst found in the NRE-A element from the
IL-2 promoter (Williams et al, 1992). We show that a construct
lacking a ZEB1 binding ZEB1Dr site (Fig. 1) or carrying a mutsted
ZEB1Dr site (Fig. 4) produced significant reporter gene expression
in non- activsted Jurk st cells. Theseresults indicatethat inresting T
lymphocytes, ZEB1 bindingto the ZEB1Dr siteissuffi cient torepress
CRTAM expr ession.

We slso established thst ZEB1 overexpression influences
CRTAM levels (Fig. €A-C) and that this repression activity is
dependent upon the amount of DNA used in transfection experi-
ments (Fig. 2A and B). Interestingly, the unstimulsted Jurk st Tcell
line has low ZEB1 expression (Hidska et al., 2008), but s basal
CRTAM expression level (Valle-Rios et sl, 2008). Contrastingly,
unstimulsted human Tlymphocytes have s basal ZEB1 expression
level, but no CRTAM expression (dsta not show). It seems liketwo
different mechanism are inveolved in ZEB1-medisted repression in
CRTAM promoter. The mechanism that actsin non-stimulsted cells
suggests that ZEB1 expression is sufficient for CRTAM repression.
ZEB1 binding to the NRE element in the IL-2 promoter disrupts
theformastion of astable transoription complex, ther eby inhibiting
IL-2 expression. It has been shown thst ZEB1 strongly interads
with CTBP2 and HDAC1, s corepressor complex, to supress IL-
2 expression upon antigenic activation (Wang =t al, 2009). It
will be of interest to evsluste whether this molecular mechs-
nism is also involved in CRTAM repression by ZEB1 after T cell
activation.

ZEB1 has been show n to control the exact temporal and spatial
expression of specific genes during muscle differentistion ( Tak agi
et al, 1998). Additionsally, experiments targeting the disruption
of the C-terminal ZEB region in mice indicsted that ZEB1 is also
regulating gene transoiption during T cell differ entiation (Higashi
et al, 1997). The mouse model desaibed by Higashi et al. shows
a severe defect in T cell differ entistion, resulting in up to a 500-
fold reduction of thymocytes. We previously showed thst during
T cell development, thymocytes express CRTAM, and blodking
CRTAM-Ned2 interaction impairs thymus growth, thus impacting
thestructur sl msintenance ofthethymiclobes (Medina-Contreras
et al., 2010). This result suggests that CRTAM expression in thy-
mocytes is regulated by different transcoriptional factors than ZEB1.
In this context, w hen w e analyze the mouse CRTAM promoter, we
notice the presence of four E box elements with st least 80%score
from an E box consensus site {unpublished dats). The presence of
more E box elements in the mouse promoter with regard to the
human CRTAM promoter opens up the possibility of additional reg-
ulstory mechanisms.In this respect,itis establishedthst ZEB1loses
repression by the presence of active competition by bHLH trans-
aiptionalfactors such as Gats-2, E2A, HEB, AP4, zin cfi nger proteins
({like lkaros) or akruppel-like factor (like ThROK). All of these par-
ticipste during Tcell development (Ellmeier =t al., 2012). It would
beofinterestto determinetheregulation mechanism in the CRTAM
promoter during T cell development.

There is little informstion or evidence thst can be used to elu-
ddste the mechanism governing CRTAM expression. Qur gosl in
thisstudy was to discover factors oritical to CRTAM regulation. This
is important because CRTAM is an essentisl molecule in immune
system regulstion and epithelial cell adhesion (Garay =t al., 2010).
Indeed, T cells from CRTAM KOmiceshow reduced IFN ,IL-22,and
IL-17 production (Yeh et al, 2008). A fundamental understanding
of the mechanism that delineates and regulstes CRTAM expression
in Tcells is important as this may assist in the discovery of novel
targets for the development of innovative therapeutics.
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