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RESUMEN

La funcion de las moléculas elase Hoes la presentacion de antigenos
derivados de proteinas exogenas alos linfoeitox T CDJ= . 8in embarpo, un
gran numero de peptidos presentados por estas moléeulas provienen de

proteinas endogenas propius de la celula.

Este trabajo se realizd para de determinar si habia generacion y union de
peptidos en compartimientos tempranios de la via exacitica ¢ moléculas
clase I, como una via de procesamieno de qntigenos endogenos que
permiticra explicar las diferencias observadas entre los  meeanisnios de
procesamiento de formmas exogenas y endogenas de una misma proteina.
Ademas se determino st la o distribueion intracelular de un antipgeno
endogeno resulta en diferentes péptidos presentados por moléeulas clase 11
del MHC. El antigeno utilizado como madelo fue ta lisozima de galling (LG).
Se examinaron tres {ineas eclulares que expresun tres formas endogenas de
LG, una de ellas truncada y transmembranal, la otra retenida en ¢l RE y una
mas secrctada. Kl andlisis eonsistid. por un ladao, en hacer un scguimiento
del antigeno y de las moléculas clase I intracehttarmente, ademas de
evaluar las péptidos asociados a lag moléeulas clase 1T en las distintas

células presentadoras de antigena (CPA).

Se encontraron difereneias en los pertiles de péplidos generados a partir de
dos formas endogenas de una misma proteina. Sin embargo, no se pudo
detectar unidon de peptidos a moléculas clase 11 ¢n compartimientos
tempranos de ka via exocitica. Los resultados sugicren fueriemente que los
antigenos enddgenos pueden utifizar la misma via de proeesamicnto que los
antigenos exogenos para su presentacion por moléculas clase 11, Las
diferencias en procesaientn observadas se deben, mids que al origen de un
antigeno, a su localizacion intracelular. El reticulo endoplismleo no es un

sitio adecuado para la unidn de péptidos a moléeulas elase 11



INTRODUCCION.

Tanto para la induccion de una respuesta inmune como para los
mecanismos  de  toleranela  inmunologica, es  necesario el
reconocimiento del antigeno por los receptores especificos expresados
en la superficie de los linfocitos B y 'T. En los primeros, el receptor es
una forma transmembranal de inmunoglobuling; mientras que en los
linfocitos T, el receptor es un heterodimero de 90 kba, formado por

una cadena « y una g, unidas mediante un puente disulfuro.!

El receptor de antigeno en los linfoeitos T (RLT), a diferencia de las
inmunoglobulinas, es incapaz de reconocer antigenos en su forma
nativa, El RLT sdlo puede reconocer antigenos (casi siempre
derivados de proteinas) después de que éstos han sido endocitados y
procesados por una célula presentadora de antigenos (CPA)." El
procesamiento de un antigeno, por lo tante, consiste en la digestion
intraceluiar de la proteina a péplidos capaces de asociarse a
nmioléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y 12
union de los péptidos a éstas. En esta degradacion participan diversas

proteasas intracelulares.®

Existen dos sitlos en la eélula que son importantes en la degradacion
de proteinas: el citosol, donde se encuentra un  complejo
multienzimitico formado por mits de 30 subunidades denominado
proteosoma.! Dos de las subunidades de este complejo, las
denominadas LMP2 y LMP7 estan codificadas dentro del MHC.  Este
sistema es utilizado como un meeanisino fistologico de degradacion de
la célula y las proteinas que van o ser degradadas por este complejo

multicatalitico necesitan ser mareadas mediante la adicion de un
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polipéptido de ubicuitina.’ Et otro organelo importante de degraeion
intracelular es el lisosoma, en donde existen diversas  hidrolasus
incluyendo una gran variedad de proteasas gque actaan a un pH deido

con diferenites tipos de actividades.”

Hay dos clases primordiales de moléculas del MHC que partieipan en
la presentacion de antigenos a los linfoeitos ' Las moléculas clase 1
(HLA-A, B y C enn humanos y H-21 v D en ol ratony presentan
péptidos a los linfocitos T CDE ., que sout los principales mediadores de
la citotoxicidad mediada por ccélulas.® Por otro lado, los péptidos
unidos a las moléculas clase 1I del MHC (HLA-DR, DQ y DP en
humanos y H-2A y H-2E en ratones) son reeonocidos por linfocitos T
CD4°, responsables de las funciones inductoras de la respuesta
inmune™” Las moléeulas clase 11 del raton tienen caracteristicas y

funciones muy similares a sus equivalentes humauas,

De acuerde a su origen, existen dos fuentes de antigenos que pueden
ser procesados y presentados a los linfocitos 'T. Aquellos antigenos
gue se sintetizan en el intertor de las eélulas y que son Hamados
endogenos, los cuales pueden ser proteinas propias de la célula
sintetizadas, ya sea en los ribosomas libhres o en aguellos asociados al
reticulo endoplasmico (RE) rugoso. Los antigenos endogenos pueden
tener diversas localizaciones intracelulares desde que son sintetizados
hasta que llegan a su destino especitico dentro de la célula. Ademas
de las proteinas propias de la céluln, se consideran endogenos los
antigenos tumorales y los  virales. Ademds, debido a  su
comportamiento, tambicn peodrian elasificarse en este grupo los
antigenos haeterianos y parasitarios que se mulliplican en el interior

de la céluln. Estos antigenos se depradan predominantemente en



citosol ' pero pudieran ser degradados en otro sitio dependiendo de
su loealizacion en la eélula,

En este punto los sistemas de degradacion intracetular son incapaces
de distinguir entre proteinas propias y extranas, ast: cualquier péptido
que se genere que pueda encontrarse con moléeulas del MHC y que
cumpla con las earacteristicas para unirse a estas nmoldéculas podria

ser presentado a los linfoeitos T,

El otro tipo de antigenos. son los denominados exogenos, gue son
originados fuera de la céhila y penctran a esta por endocitosis o
fagocitosis. Por lo tanto, este tipo de antigenos se localiza
principalmente por la via endocitica. De esta manera se consideran
antigenos exogenos a cualquier proteina que pueda ser endocitada o
proteinas derivadas de agentes infecciosos que son fagocitados puara
promover su destruccion. Sin enbargy, algunas proteinas propias de
la célula residentes de la via endocitica o que como 1mecanismo
fisiologico se degradarn en los lisosomas (aungne semanticamente son
endogenos) pueden también cansiderarse como antigenos exogenos
por su localizacion celular. La degradacion de este tipo de antigenos
es fundamentalmente en compartimientos de la via endocitica,

predominantemente en lisosomas .

De acuerdo alo anterior existen dos fuentes de antigenos que pueden
estar localizados en diferentes sitios de la célula y que para poder
presentarse necesitan ser procesados a péptidos capaces de
encontrarse y unirse a dos elases distintas de moléculas de
histocompatibilidad: las moléeunias clase 1y las moléeulas clase II.
Ambos tipos de moléculas del MIC compurten algunas

caracteristicas estructurales’™ pero difteren en los proeesos de



ensamblaje v transporte intracelular desde su binsmtesis hasta su

expresion en la membrana celular.

81 tomamos en cuenta estas diferencias y con base en un gran numero
de trahajos experimentales las moleculas clase T del MHC podifan
presentar predominantemente  péptidos  derivados  de proteinas
endogenas y Ias moléculas elase 11 principalmente péptidos derivados
de proteinas exogenas.' ™ sin eibargo., el analisis de peéptidos cluidos
de ambos tipos de moléculas, ast como  diversos  reportes
experimentates demivestrian  que  las moléendas elase 1 pueden
preseutar peptidos derividos de antigenos exogenos™ g gue un gran
poreentaje de los peptidos presentados por e moléculas elase 11
corresponden a proteinas propius de da celula. ™ Asi nris que et origen
(ex6geno o endogeno), 1o que parece definir el destino de los péptidos

es la localizacion intracelular de fa proteina que les da origen.

Los mecanismos de procesamiento por ios cuales los antigenos
endogenos pueden ser presettados por moldéeulas clase II atn no
estan completamente definidos. Adenids, la presentacion de péptidos
de proteinas endogenas par moléculas clase 11 es de gran importancia
en los mecanisinos de toleraneia que participan en la prevencion de
enfermedades autoinmunes y pueden tener implicaciones importantes
eh la generacion de las mismas. Por lo tanto, es importante el estudio
de fos mecanismos por los cuales una proteina enddgena os
presentada por moléculas clase 11, asi como la determinacion del sitio
en donde los péptidos deriviados de proteinas endogenas son

generados y el sitlo donde se unen a moléculas clase I1.



ANTECEDENTES
MOLECULAS CLASE 1
Estructura y Funciones

Las moléculas clase 1 del MHC son glucoproteinas formadas por una
cadena « de 44 kDa, constituida por tres dominios extracelulares, una
region transmembranal y ouna cola intracitoplasmica corvta. Esta
molécuia es codificada por ¢l MHC en el eromosoma ¢ hununo y el 17
murino y se asocia de mauera o covalente a una cadena f2-
microglobulina (32M), de 12 kDa, que se codlfica en el eromosoma 15

humano.”

Las moléculas clase 1 son altamente polimovficas y se expresan en la
superficie de la mayoria de las células nucleadas como un complejo
trimolecular formado por 1a eadena «, 1a g2M y un péptido antigénico

de 7 a 10 aminoacidos. **

Los estudios cristalogrificos de las moléculas clase Iidentificaron una
estructura formada por los dominios mis distantes a Ja membrana
constituida por dos « hélices apoyadas en ocho bandas # plegadas
antiparalelas (figura 1A).* % Dentro de esta estruetura se determing
una densidad electrénica que correspondia al péptido antigénico, que
al ser elimidada daba lugar a una hendidura, la cual corresponde al
sitio en donde los péptidos generados a partir del procesamiiento se
unen a las moléculas clase I para ser presentados a los linfocitos T
CD8'.

LEn la base de esta estructura es donde existe el mayor polimorfismo, y
se han derterminado cavidades denominadas “Pockels” que son aielo

especificas y que unen a determinados aminodcidos en los péptidos
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Figurn L Estructura (erclarin de las moléealss clase 1 () ¥ clise 1 () del MUC gnoditleads de
referenefa 1¢).



Hamados “Motifs” ** ©* Este tipo de interaceiones explica las hases de la

selectividad de la union péptido-molécula de histocompatibilidad.
Biosintesis, Ensamblaje y Transporte

Durante su biosintesis, la cadena « de la moléewla clase 1y la 2M, son
translocadas cotraduccionalinente al interior del R, donde ocurre
una serie de eventos necesarios para el ensamblaje del trimero «-p2M-
péptido.® Al ingresar al RE a la cadend  pesada se asoecia una
chaperona llamada ealnexinag® * y posteriormente la p2M. Diversos
esm(lios experimentales demuestran que este dhnero es inestable y
que es indispensable Ia presencia de un péptido para completar el
ensamblaje en R

Si se considera que wi gran numers de antigenos sintetizados en
citosol son presentadas por moléculas clase 1 y que el citosal,
mediante el sistema multicatalitico denominado proteosoma, formado
por multiples subunidades es capaz de efectuar proteolisis a pH
neutro. * Dado que las moléculas clase I estdn en el interior del RE, es
indispensable la existéncla de un sistema transportador del eitosol al,
RIS que permita el contacto de péptidos con la molécula clase 1.

De esta manera el transportador es wir heterodiniero compuesto por
las subunidades TAP1 y TAP2, que estin codificadas en MHC, que se
expresa en la membrana del RE "™ La funcion de este dimero es
transportar los péntidos ge/némdos en el citosol al interior del RE, de
manera dependlente de ATP. Lineas celulares deficientes de estas
moléculas transportadoras acumulan eadenas « y 42M en el RE® o
cual demuestra que la principal fuente de péptidos capaces de

estabilizar a tas moléculas elase I provienen de ¢itosol.



Ademas, existen evideneias experimentales de que la cadena o unida a
la 12M se asocia transitoriamente o TAPL v TAP2, para eargarse con
los péptidos traslocados por estos transportadores.”™ ** 8i al dimero «-
A2M se une un péptido adecuado, el complejo resultante se disocia del
heterodimero TAPL-TAP2 y la molécula totalimente ensambiada sigue
su viaje por la via exoeitica a la superficie celular, Esto nos leva a
pensar que  la asociacion de las moléenlas elase 1 con los
transportadores tiene como objeto favorecer due los peptidos

provenientes de eitosoi se unan a moleeulas clase 1.7

Tomando en cuenta lo anterior, la tuneion de las moléculas clase 1 de
aeuerdo a su estructura, esamblaje vy o transporte, es entonces
presentar péptidos derivados  de  proteinas  endogenas, cuya
degradacion es fundamentalmente ei  complejo  multicatalitico
localizado en citosol a linfocitos T CD8+. Sin embargo, diferentes
péptidos eluidos de moléeuias clase 1, demuestran que antigenos
endoégenos provenientes de otras fuentes, como proteinas de
membrana, de secrecion y proteias yelacionadas con moléculas del
MHC e inclusive proteinas derivadas de antigenos exogenos pueden
también presentarse por moléculas elase I, 1o que suglere la posible
existencia de otros sitios de degradacion en la eélula u otras rutas o

vias de union de péptidos a moléculas clage 1,117 Wy

MOLECULAS CLASE H
Estructura y Funciones

Las moléculas eciase 11 del MHC, coma las moléculas clase 1, son
glucoproteinas altamente polimorticas, pero guie estan formadas por
una cadena « de 32-34 kDa y una j de 26-28 kDa, ambas codificadas



por el MHC en el cromosoma 6 humano y 17 nmurino.” ™ Las dos
radenas tienen dos dominios extracelulares, uno transmembranal y
une intracitoplismice. Las moléenlas clase 11 son expresadas en la
membrana de linfocitos B, macrofagos, células dendriticas, linfocitos
T activados (en humanos) y bhajo clertas condiciones en células
epiteliales, con un peptido de 13- 26 residuos de aminodacidos unido a

cllas.™

Estudios cristalogrificos realizados por Wiley v colaboradores
demostraron, para 1a moléeula 11LA-DRI, que los dominios «1 y g1
forman una estructura similar o la descrita anteriormente para las
moléculas  clase 1 (figura  1B).%  Las  principales  diferencias
estructurales con respecto a MHC clase 1, hbasadas en su eristalogratia,
radican en el daminio 2 y e el sitio de union a los péptidos (dominios
«l y A1), en donde la molécula elase 11 tiene una estructura mas
abierta en los extremos, permitiendo que los péptidos se unan a ellas
en conformacion extendida, proyectindose en ambos extrenios. De
esta manera, los péptidos que se unen a moléeulas elase 11 son muy
variados en tamano (aun para un mismo determinante antigénico) y
estdn formados por un nucleo ecentral con prolongaciones o
extensiones tanto en el amino, como en ¢l carhoxilo terminal.® B la
base del sitio de union a péptidos de la molécuta clase 1 también hay
cavidades que interactian con las cadenas laterales de determinados
aminodcidos del nieleo del péptido (motifs), dando taunbién lugar a

una interaceion selectiva péptido-alelo elase 1LY *
Biosintesis, Ensamblaje y Transporte

Las cadenas « y p de 1as moléculas clase I1, despues de su biosintesis,
son translocadas en forma cotruduecional al interior del reticulo

endoplasmico (RIZ). " Despues de su ingreso en ol RE, las cadenas
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clase IT « y g, forman dinmeros que se asocian con vy homotrimero de
una tercera prateing, conocida como la cadena invarlante (I para
formar un nonamero.” Algunos trabajos demuestran la participacion
de chaperonas durante la formacion de este nonanrero, como la
calnexina e IPY0, las cuales se asocian a los dimeros «i libres en
auseneia de cadena 1i y la presencia de la cadena li disoeia a las
chaperonas del complejo.” Otras chaperonas, comoe Bip, pueden
también unirse a trimeros de cadena 11, ast como con uno o dos
heterodimeros -1, y retenerlos en el RE,™ hasta concluiv el ensamble
del nonamero. Algunas formas libres de cadena invariante  tambicén

son retenidas en el reticulo endoplismico.

Estos trabajos sugieren fuertemente que no existen dimeros libres of
intermecdiarios en presencia de cadena Ii 0. como una alternativa, que
de existir, su vida media es nuy corta.” Por otra parte, diversos
trahajos demuestran de manera contundente la participacion de Ii en
el ensamblaje de las moléeulas clase 11" Eu ausencia de cadena 1i la
expresion de moléculas clase I en la superficie es muy baja™ No
obstante, estudios realizados utilizaindo sistemas de sintesis de
proteinas in vitro sugieren 1a posibilidad de que durante el ensamblaje
de las moléculas clase 11, se formen dimeros «f libres, capaces de unir
péptidos, lo cual previene la unidn de la cadena li con los
heterotrimeros «f-péptido.” Los eventos de cnsamblaje de las

moléculas clase I1 se ilustran en la figura 2.

CADENA INVARIANTRE

Estructura

La cadena invariante es una glucoproteina tipo 11 no polimérfica,

codificada en ¢l cromosoma 5 en el nunano y en ¢l cromosoma 18 en el

10
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raton. Esta molecula se expresa de manera constitutiva en CPAL En el
raton existen dos isolonuas, nuentras que en el humano hay cuatro

isoformas de la protema.”

La prineipal tonna expresada en hunuuios es de 216 aninoacidos, con
un dominio amino terminal citophisinico de 30 aminoicidos, :;umlidoé
por 26 residuos de anilnodeidos hidrofchicos gue constituyen la region
transmembranal. Esta forna es referida comno p3d (p3t en el raton).
L sepunda forma de In eadena I hunrann, gque resulti de uan codon

alterno de iniciacion de traduecion, es conoelda como psh. ™

La tercera isoforma de expresion de esta proteing, es resultante del
procesamiento alterno del mRNA y da oo resultado 1 adicion de 64
aminodcidos vn la region extracelular, genecrando las proteinas
denominacias pdl (en el raton y en lnnmanos) y pds (solo en humanos)
por inieacion alternativa de traduceion™ Cualaquiera de fas isoformas
mencionadas puede formar el rimero durante el ensamblaje. Sin
embargo existe predoninaneia de p33 o p3b en ol humsno y p3l en el
raton.”

Funciones.

La cadena invariante tiene por lo menos tres funciones importantes en
el procesamiento de antigenos por moléeulas clase IL™ La primera,
como se menciono anteriorniente, es su participacion en el ensamblaje
para formacion de nonameros clase Il estables, condicion necesaria
para salir del RE.“* En segundo lugar, la cadena Ii protege el sitio de
union de péptidos de las moléenlas clase II, hupidiendo la unién de
péptidos antes de alcanzar la via endocitica. Esto sc apoya en trabajos
experimentales que demuestran que los trinteros «f-Ii son incapaces

de unir péptidos™ Sin cnbargo, este punte ha sido recientemente

11



objeto de controversia, ya que alpunos trabajos con células que no
expresan cadena li, demuestran gque sus moteculas elase 11 tienen una
capacidad lmitada de unir peptidos endogunos. lo que sugiere que la
prevencion de la union de peptidos a las moleculas clase II antes de
que lleguen a la via endoeitica, no es una funcion primordial de la

cadena I1i.%

Finalmente. la porcion intracitoplismica de la cadena invariante es
una senal de tratico intracelular que lleva las moléeulas elase 11 a la via
endocitica.”™™ En ausencia de la cadena invariante. pocos dimeros
clase I1 salen del RE. Bl tipo de watico intracelular inducido por la

cadena invariante varia de acuerdo al tipo célular.”

Si tomamos en cuenta los puntos mecionados, 1a cadena Ii tiene un
papel muy importante en la presentacion de antigenos exogenos por
moléculas clase 1. La ausencia de cadena Ii disminuye de manera
importante la presentacion de este tipo de antigenos por moléculas
clase IL” ™ Sin embargo, la presentacion de algunos antigenos
exogenos, asi como la de algunos endogenos, puede anmentar en
ausencia de Ii.” " Esto Gltimo sugiere 1a existeneia de otras vias de
procesamiento de antigeno para su presentacion por moléeulas clase
II. ‘

Transporte. (Moléculas clase II-cadena I

Los nonameros elase [1-1i que salen del RIS viajan através de) aparato
de Golgi hasta 1a red de trans-Golei, de donde el complejo
multimerico es desviado a un compartimiento endacitico temprano ™
Una de las printeras evidencias miportantes de Ja desviacion de tas

woleculas elase 11 haeia la via endoeies e o demostracion del



tiempo que tardan en llegar o la superticie celular (>4 horas:.

comparado eon las moleculas chise T 60 nunuatosy ™™

Estidios previos sugertan la preseneia de moléculas elase T despues
de su biosittesis, en compartinnentos de ta vian endocitica,” lo cual fue
confirmado  por  los  estudios  de Guaghardi  y  Brodsky -
Simultancamente, los  estudios  de  Bakke y  Dobersstein® y
subscencntemente de Peterson y colaboradores © demostraron que la
gadena  invariante  teman o enosuooestraetura ung secuencia  de
aminoacidos que eonsttuye una senai de trafico que dirige, a las
moléevlas clase 11 de In red de trans-Golgi hacia compartimlentos de

la via endoeities

En estos trabajos se generaron mutantes con deleciones en distintas
regiones del gen, con fas que se demosirg que en la region amino
terminal, residuos 12-15 de p33, se eneventra una region importante
de trafica intracelular. A partir de entonees, multiples trabajos
denestran in participacion de la cadena i en ¢l trifico de las
moléenlas elase 11 a la via endocitica™ "™, Los trabajos de Germain y
colaboradores sugieren gue la via de legada de 1as moléeulas clase ITa
ia via endocitica es a través de la red del trans-golgi hacia los
endosomas tempranos™ ",

Existen, en Ia via endoeitica, compartimientos multilaminares con
caracteristicas morfologicas gue los distinguen de los endosomas
tardios y dé¢ los lisusomas. que se han denominado MIC o CVIL Tn
estos compartimientos existe una acumulacion de moléeulas clase 1™
y se cree que son Jos sitlos de 1a vz endoeitica en dotde se efectua la

union con los péptides exogenos derivados del pracesaniento ™™,
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A pesar de que los complejos clase -cadeni 1i parecen interceptar la
via endocitica mediante vesiculas que se fusionan con los endosomas
tempranos, dependiendo del tipo de eclula, las moléculas clase 1I
parecen acumularse en distintos compartimientos. Asi, en linfocitos B
se localizan abundamentemente en los compartindentos MIUC,
mientras que en melanomas y eélulas COS se loealizan a lo largo de
toda la via endocitica. En algunas Hneas de linfocitos B humanas
tambien pueden encountrarse en endosomas tempranos y, en algunas

ocasiones, en la superficie celular™

Ademas de las senales de trafico localizadas en la secuencia de la
cadena I, algunos trabajos han sugerido senales de trifico en la
secuencia de las cadenas « y 4 de Ja moléculas clase II En el tallo
citopldsmico de amnbas cadenas se encueniran senales para
internalizacion.™ Bajo clertas circunstaticias, en ausencia de cadena Ij,
las pocas motéeulas clase II que salen del RE viajan a la superficie
celular y posteriormente pueden ser internalizadas a compartimientos
de la via endocitica para su posterior reciclamiento,”

Disociacion de la Cadena i, DM ¢ Intercantbio de Péptido.

Para permitir la union de péptidos a las moléculas clase I, la cadena Ii
se disocla del dimero clase II en forma gradual, a partir de su Hegada
a la via endoeitica. En esto participan diferentes proteasas y el pH

acido.™

De las proteasas que participan en la degradacion de la cadena 1i, la
mejor caracterizada es la catepsina B. Esta es una proteasa cisteinica
con actividad de endopéptidasa, cuya localizacion principal son los
lisosomas, los trabajos de Reyes v colaboradores™ demuestran la
degradacion de Ii in vitro por la catepsina B, con la generacion de
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fragmentos de 27,y 24, 15 y 10 kDa ssimijares al tamano de los
praductos de gradacion de la cadena Ii in rivo) que permanecen
unidos a la moléeula ciase II, a4 bajas concentraciones de enzima.
Cuando se utilizan altas concentraciones de la cnzima se logra la
disociacion total de la cadena Ii. Sin embargo in vivo las
concentraciones de la catepsina B no son tan elevadas, por lo cual no
se puede descartar la posibilidad de 1a participacion eonjunta de otras
enzimas proteolivicas en la disociacion de ia cadena i, Ademads, en
presencia del inhibidor de proteasas leupeptina (inhibidor de cistein
proteasas), se genera un fragmento gue permanece unido a la cadena
invariante, denominado LIP (péptido de cadena invariante generado
por leupeptina).® lo que apoya Lt participacion de proteasas de

cisteina en la disociacion de cadena I,

Estudios recientes han demostrado que despues del procesatniento de
la cadena invariante, el péptido denominado CLIP (péptido de cadena
invariante asociado a clase I1), que corresponde a los aminidcidos 81-
104, permanece unido a fa moléeula clase If ocupando el sitio de union
de péptido” y de la disociacion de este péptido, que se une de la
misma manera que péptidos convencionales,” depende la unién del
péptido antigénico que serd presentado por las moléculas clase II, A
este proceso se le demomina intercambio de péptido, el cual es
indispensable para la union de péptidos antigénicos, De no ocurrir asi,
una gran cantidad de molceulas presentarian el péptido CLIP en la

superficie celular.

En la liberacion del CLIP parccen no participar proteasas
intracelulares. Se ha sugerido que o molécula clase 1 HLA-DM en
humanos (H-2M en ratones) tiene un papel importante en el

intercambio del CLIP y los péptidos antigénicos. #* Esta molécula



clase I no clasica, es codificada por los genes DMA y DMB  de la
region clase IT del MHC humano: * no es polimorfica ni se expresa en
la membrana celular, sino que se localiza de manera abundante en
compartimientos de la via endocitica con caracteristicas similares a
MIIC." Aparentemente una senal de trifico, independiente de la
asociacion con cadena Ii o moleculas clase 11, las dirige a

compartimientos de la via endoeitica, ¥

La molécula DM, tiene poca homologia estruetural con las nioléculas
calse I convencionales. Estudios realizados in vitro con moléculas DM
purificadas sugieren que a pH 5.0, éstas promueven i disociacion de
péptidos unidos a HLA-DR, incluyenda CLIP* Este proceso por lo
tanto, libera a las moléewlas de los péplidos enddgenos de Ii y

aumenta la eficiencia de union de péptidos exdgenos,

Los estudios realizados con eélulas defieientes en DM denestran una
acumulacion de moléculas clase 11 con el péptido CLIP con una
disminucion en la eficiencia de presentacion de antigenos exogenos.™
La participacion de esta molécula en el procesamiento de antigeno es
menor en el raton. Ademas, existen difercncias en el requerimiento de
DM para la cficiencia de procesamiento para distintos alelos elase 11.
Esto ha levado a postular la existencia de un mecanismo adicional

para la disoclacién del péptido CLIP.

Estudios recientes realizados por Hammerling y colaboradores
demuestran que los residuos 81-90 del segmento amino terminal de
CLIP, a pH acido, pueden autocatalizar la liberacion de este péptido y
de otros péptidos de I, permiticndo Ja carga de péptidos generados
por procesamiento lisosomico por un ntecanismo de liberacion

alostérica.™



Proteasas que Participan en la Generacion de Péplidos Presentados

por Moléeulas Clase 11

En vesiculas de i via endocitica, findamentilmente en lisosomas.
Diversas proteasas participan en la generacion de peptidos, derividos
de proteinas exogenas, capaces de unirse a tas moléeudas clase 117
Entre las mejor caracterizadas se encoentran las que tienen actividad
e cistein proteasas conto las catepsinas A, B,y 1o aquellrs con
actividad de sexin proteasas siniilares a la fripsina y la quimotripsing,
las que tienen actividad de aspurtd) proteasas como la catepsina 18y la

catepsina Dy metaloproteasas conmo la termolisina.™

Diversos estudios, utilizando inhibidores de diferentes proteasas,
sugieren la participacion de manera eonjunta de las multiples enzimas
proteoliticas en la generacion de peéptidos anbigénicos, lo que
explicaria, a) menos en parte, 1o gran hieterogeneidad de los peéptidos
presentados por las moléeulns elage 1LY Por otra parte. estudios
utilizando un inhihidor especifico de catepsina E, sugieren la
participacion de esta cuzima en la generacion de un determinante
antigénico de ovaalbumina.” Debemos considerar que la mayoria de
estudios que demuestran la participacion de ciertas enzimas cn el
procesamicnto de antigeno son indirectos y, aunque existen estudios
que lo sugieren, no se tlenen evidencias experimentales que
demuestren la partielpacion selectiva de cada nna de 1as enzlmas en el

procesamiento de antigenos especificos.™

Estudios recientes han demostrado que, adenids de que las lisosomas
participan en la degradacion de proteinas que penetran ala célula por
endocitosis, estos organelos tanibien constituyen el sitio  de

degradacion fisiologica de 1a céluki y que las proteinas degradadas en
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este sitio tambien requieren de la adicion de un polipeptido de
ubicuitina.”'

Ademds de los lisosomas y el citosol como sitios immportantes de
degradacion en la célula, algunos antores proponen gue en ¢l RE
puede existir una degradacion importante de protemasy, por lo tanto,
de generacion de péptidos.”™™ Aquellas proteinas gue no se ensamblan
adecuadaniente y que, ¢n consecuencia, no son ecapaces de formar
complejos oligomericos, 1o pueden salir de RE. Por lo cual, para
mantener un equilibrio, estas proteinas necesitun ser elimidadas.
Todas las proteinas retenidas en RE eventualmente son depradadas,
algunas de ellas rapidamente, mientras gue otras tienen tiempos de
vida muy largos.”

La existencia de un sistema de degradacion de proteinas en el RE esta
apoyada por trabajos en los que la utilizacion de agentes
tarmacologicos que inhiben la depradacion lsosomiea no afectan a
degradacion de proteinas de  eomponentes multimericos, como el
RLT, en células deficientes de alguna de las cadenas.” Sin embargo,
. utilizando este complejo, se ha demostrado que algunos de sus
componentes necesitan salir de RE para ser degradados, lo que
suglere la existencia de un mecanisnto de transporte de proteinas a
lisosomas, 0 algun otro sitio, para su degradacion.” Ademas, tampoco
puede descartarse la posibilidad de exista un mecanismo de
transporte de proteinas parcialmente degradadadas en RE a
lisosomas.

Importaneia del Péptido en la Estabilizacion del Dimero Clase 11,

Al ipual que para las moléculas clase 1, diversos trabajos demuestran

{a participacion del péptido en Ia estabilizacion del dinmero clase I1 La
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aparicion. en presencia de un peptido adecuado, de una forma
denominada compacta de duneros clase 1 resistente al SDS, y que en
geles de poliaeritaida permanece como un dimero de 55-60 Kda (efi-
peptido),  demaestra que e} peptido  proveca  un cambio
conformacional et el hoterodimero  elase 11, promoviedn una

estructura estable '™

Los estudios realizados por Shadegh-Nasseri y  colaboradores
denuestran que en la generacion de contplejos elise 11- péptidos de
vida media larga, hay dos estadios tundamentales. Kl primnero a pH
acido, el cual promueve la adqguisicion de una conformacion optima
del heterodimero elase 11 para I captura del réptido. Bn el segundo
estadio, despues de la neutralizacion, se estabiliza la union del
péptido, dando como resultado una interaceion de alta afinidad con el
néptido asociado.'™ ™ La adicion de péptidos exégenos a células con
baja expresion de moléeulas clase 11 aumenta a expresion de éstas en
1a superiicie, lo que indica que el pdptido promueve una conformacion

estable, necesaria para la expresion de Ias moléenlas clase 1"

Transporte de las Moléenias Clase 11 a la Membrana Celular y

Reciclaje

Las moléculas clase 1T sin cadena 1 que se han cargado con péptido
son transportadas a la superficie celular. La ruta por la cual este
complejo trimolecular sale a la superficic no esta definida ain.
Algunas trabyjos sugieren que esta via de salida puede intersectar con
la via de exocitosie.™ Sin embargo, no se puede descartar la existencia

de una ruta alterna de salida.

Diversos trahajos han demostrado que después de que lag moléculas
clase II han Hegado a la superficie celular, éstas pueden ser
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™Mo Ademas, algunos

internalizadas vy recicladas de nuevo a dsta.
trabajos sugieren la existencia de un intercanbio de peéptido durante
este proceso.™ Bl recielaje de moléculas clase 1T podria implicar la
existencia de otra via de procesamiento para moléeulas clase II, 1a
cual explicaria por queé ciertos antigenos no requicren de la presencia
de cadena I y/o de la molecula DM para su eficiente presentacién por

moléculas elase 11

Diversos trabajos experimentales apayan este ultimo punto.  Los
trabajos de Long y colahoradores demostraron que para la
presentacion de péptidos de 1a proteina de hemaglutinina del virus de
influenza y para péptidos derivados de la proteina basica de la mielina
por moléculas HLA-DR, el reciclaje de moléeulas clase 1T es

fundamental, "W

Con base en los antecedentes planteados anteriormente, es claro que
existen diversas variables que determinan cuales serdn los péptidos
presentados por las moléculas clase IL"* En primer lugar los eventos
de ensamblaje de la moléeulas elase 11, en segundo, las rutas de
transporte de las moléculas clase II a la superficie celular,”™ en
tercero y cuarto lugares, Ia presencia y disociacién de la cadena Ii;™ ™Y
™ en quinto lugar, el intercambio de péptida™™ y, finalmente, el pH de
los compartimientos donde se localizan las moléculas clase 1L' Este
ultimo punto no sdlo es importante para la actividad de las proteasas
que degradan los antigenos a péptidas inmunogénicos, ya que a
diferentes pH podrian generase distintos péptidos, sino ademas,
porque esto seria importante para la conformacion de la molécula
clase 11 y su disponibllidad para adquirir péptidos capaces de formar

moléculas clase II estables.
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s generalmente aeceptado que las moleeulas elase 1T presentan
peéptidos derivados de proteinas degradadas en compartimientos de 1a
via endocitica." Esto ha sido interpretado, erronvamente, en el
sentido de que las moléeulas elase 11 del MHC presentarian
predominante o exclusivamente péptidos de proteinas exdgenas, En
estudios de elucidn de peptides naturalmente procesados unidos a
moléeculas clase 11 humanas y marinas se ha encomtrado que los
peptidos predominantes en estas son  derivados de  proteinas
transmembranales, 10 mayoria de elas relacionadas con  moléculas
del MHC (hasta un 50%), un 17% de los péptidos eliidos corresponden
a proleinas exogenas, mientras yue solo un 3% corresponden a

proteinas citosolleas."

La frecuencia tan alta de peéptidos provenientes de proteings
endogenas unidos a moléculas clase 10, por un lado, no es
sorprendente, pues muchas proteinas endogenas coiuciden con las
exogenas en los compartimmientos de In via endocitica por donde viajan
las moléeulas clase I1. Sin embargo. algunos péptidos provienen de
profeinas que no necesariamente deben estar en I via endocitica.
Esto podria explicarse si existiera union de péptidos en otros sitlos de
la célula.

Procesamiento y Presenfacion de  Antigenos Endégenos  por
Moléeulas Clase 1

Los antigenos enddgenos derivados de proteinas propias de la célula
pueden dividirse en tres grupos fundamentales: .- proteinas
citosdlicas, 2.- proteinas mitocondriales y nucleares, 3.- proteinas de la
via exocitica, las cuales pueden ser residentes de RE, golgi, proteinas
de membrana y de secrecion. De ¢éstas, 1as proteinas de 1a via exocitica

s0n 1a que pueden ser presentadas de manera mas eficiente por las
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moléculas clase 11" Sin embargo. hav cjemplos de proteinas
citosolicas que también pueden preseutarse,”” pero no  existen
gjemplos de proteinas mitocondriales o mucleares presentadas por
clase II. Estos datos correlaciouan con loys estitdios de clucion de

péptidos unidos a cluse 11"

Diversos trabajos demuestran la presentacion de  antigenos
provenientes de proteinas de la via exoeitica por moléeulas clase 11
La mayoria de estos trabajos trata de responder a la pregunta de eual
es la via de procesamiento que siguen estos antigenos pari poder ser
presentados por moléeutas clase U, s inportante recalear que, de las
proteinas mencionadas, algunas no tendrian por que tener aceeso a la
via endocitica y de ahi se deriva la posibilidad de que puedan
degradarse y unirse a las moldéeulas clase 1T en otro sitio de la eélula,
distinto de los habituales. Para npoder estudiar las rutas de
procesamiento de este tipo de antigenos podanos dividirlos en tres

grupos importantes:

Proteinas de membrana v de scerecion: Operacionalemte, este grupo
de proteinas se puede considerar conto exageno st tomamaos en cuenta
que las proteinas de membrana son, en algin momento, endocitadas
cotno parte de los mecanismos de recambio natural de la célula, Para
las proteinas transmembranales expresadas en la superficie celutar, la
utilizacion de sus ligandos favorece el entrecruzamiento y endocitosis
mediada por receptores, haciedo mds eficiente la presentacion de
antigeno.” Las proteinas de secrecion, por otra parte, se liberan al
medio para posteriormente seguir la via de endoeitosts clisica. Lo
anterlor sugiere que estas proteinas son endocitadas para ser

presentadas por la via clasica de presentacion.
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Sin embargo, existen ejemplos, tanto de proteinas de membrana como
de secrecion. que tienen diferentes reyuerimientos de procesamiento
cuando se comparan con formas exogenas de L misma proteing
Una posible explicacion de estas diferencias seriac st los peptidos
derivados de estas proteinas fueran presentados por moleeujas clase

Il recicladas.

Los trahajos de Weiss y Bogen, utilizando conto antigeno formas de
‘adenn  ligera de  inmunoglobulina  con  diferentes  mutaciones
resultantes en fornas transmembranales que no pueden expresarse
en la superficie, asi como formnras de secrecion no liberadas al niedio,
demostraron que algunos antigenos enddgenos de este tipo pueden
presentarse eficiententente por moleculas elase I aunue no lleguen a
la superticic celular.'™ Estos experinentos sugteren que puede esistir
una via de procesamiento para protemas gue no adquicran una
confonmnacion adecuada o que sean incapaces de de  formar

estructuras oligomericas ditrante su ensamblaje et RE.

Los trabajos de Mathis y colaboradores en los que evaluaron la
capacidad de respuesta de un panel de hibridomas de linfocitos T a
‘CPA provenientes de ralones dohles transgenicos que expresan
diferentes formas endogenas de proteinas TM y de secreclon y que son
deficientes de cadena Ii, demostraron diferencias notables cuando se
compararon con formas exogenas de la misma proteina,
Notablemente, algunos péptidos pudicron generarse apartir de formas
exégenas pero no de formas endogenas de la proteina. En estos
trabajos se demuestra  ademas que la presentacion de clertos
péptidos enddgenos es inhibida en presencia de 1a cadena 1i, pero que
otros determinantes dependen de la eadena Ii para su prcsentac‘i(m»‘”’
Es importante senalar que estos antigenos no se pudieron detectar en
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la superficie celular, ni en sobrenadante del medio de cultivo. Lo
anterior es indicativo de la complejidad en los mecanismos de
procesamicnto de antigenos endogeno$ para su presentacion por
moldéculas clase [Ty sugiere diversidad en ias vias de procesmmniento de
este tipo de antigenos.

Ademas de lo planteado anteriormente, otros estudios utilizando
como anligeno hemaghitinina de influenza tipo A (HA), demuestran
que la presentacion de este antigeno por moléculas clase 11 es sensible
a cloroquina (un inhibidor de la acidificacion endosomica).'™ £n estos
trabajos, utilizando mutantes que generan forinas de este antigeno
deficientes en transporte, se sugiere que para que este antigeno
pueda ser presentado por moléculas clase IT necesita transtocarse al
RE, ya que una forma citosolica no puede ser presentada, pero que no
se necesita transporte por et aparato de Golgt ni llegar a la superficie
celular para poder ser presentado.’™ Estos trabajos sugieren la
existeneia de un transporte directo de tas mutantes de HA del RE a la

via endocitica para poder degradarse y unirse a lns moléculas clase 11.

Proteinas residentes del RE: Estas proteinas son el mejor ejemplo de
antigenos que son presentados con alta eficiencia por moléculas clase
II y que no tendrian porque Hegar a ia via endocitica. Ademads, un
porcentaje de péptidos naturalmente procesados unidos a moléeulas
clase II provienen de proteinas vesidentes de RE."” Entre las proteinas
residentes de reticulo endopldsmico podemos encontrar las que tienen
una secuencia sepal que les permite permanecer en este
compartimiento y que mediante la existencia de receptores pueden
vigjar del RE a ia red de cis-Golgi, Un ejemplo de esto son las
proteinas que tienen la secuencla KDEL en el extremo carboxilo

terminal’®  Ademds, como se menciono, muchns proteinas que no



adquieren una conformacion adecuada o complejos muitimericos gue
no se ensamblan adecuadamente. se retienen en este sitio para su

eventual degradacion. *

i

Weiss y colaboradores utilizaron, ademas  de lo  deserito
anteriorimente, formas de cadena ligera de imnunoglobuling con la
secuencia de retencion KDEL y demostrarén unia  eficiente
presentacion de antigeno. En estos trabajos surge la postbilidad de la
generacion y union de estos péptidos se lleve acabo en ¢l RE. Sin
embargo en los trabajos de MceCluskey v colaboradores '™ utilizando
una forma de lisoziima de gallina ¢ LG ) con la secueneia de retencion
KDEL, demostraron que la presentacion de este antigeno es inhibida
por cloroquina, lo que indiea la participacion de compartimientos

acidicos para la presentacion de este tipo de antigenos.

Proteinas citosolicas, Para que cste tipo de proteinas se pueda
presentar por moléculas clase II. es necesario que se degraden en el
citosol y que utilicen el sistema de transportadores a RE (TAP1-
TAP2), o depender de la existencia de un sistema de transporte de
citosol a lisosomas, ya sea de proteinas degradadas o de proteinas
completas, Los estudios de presentacion de este tipo de antigenos por
moléculas clase I1 han generado controversia, Los trabajos de Long y
colaboradores demuestran la existencia de al menos dos mecanismos
para la presentacion de antigenos citosolicos por nioléculas clase 11,

uno independiente y otro dependiente del sistema TAP1-TAP2,'

Los trabajos de Klausner y colaboradores demuestran tambien dos
vias por las que puede ocurrir la presentacion de un antigeno
cotosolico (proteina de matriz de influenza A) por moléculas clase II,
ya que puede ser presentada eficientemente por una via insensible a
BFA (inhlbidor del transporte de RE a Gole)'" y sensible a



cloroquina, lo que sugiere una via de presentacion directa de RE a
lisosomas o a compartimientos dcidos. Por otro lado, estos autores
identifican una segunda via, sensible a4 BFA e insensible a clorogina io
que sugiere la participacion de un compartimiento pre-Golgi en la

union del péptido.'*

Ademas, la cadena Ii previene la presentacion de péptidos citosolicos
por moléculas cluse 1L" En estudios utilizando un péptido citosolico
corto que requiere de transportadores para su presentavion por
moléculas clase H, Ia utilizacion de tibroblastos sin Ii como CPA,
permite la presentacion eficiente de este peéptido. En contraste,
celulas con un exceso de Ii son ineapaces de presentar este misnio
antigeno.' Bstos ultimos estudios sugieren la posibilidad de péptidos

derivados de antigenos citosolicos en RE, .

Finalmente, debemos mencionar los trahajos que demuestran que al
realizar proteinas de fusién de ovalbumina y lisozima con la cadena
invariante, aumenta la eficiencia de presentacion por moiéciulas clase
IL las proteinas que se presentan con mayor eficiencia son las que se
fucionan con cadena Ii que contiene la seial de trafico a la via
endocitica. ™ Estos trabajos sugieren que el procesaniento de este
tipo de antigenos se lleva a cabo en compartimientos de la via
endocitica, siendo entonces, el sitio mais probable de procesamiento

de la mayoria de los antigenos endégenas,

Con base en lo anterior se puede observar que para ninguno de los
tipos antigenos descritos anteriormente existe una regla que
determine cual es la via de procesamiento que utilizan para ser
presentados por moléculas clase II del MHC. Algunos trabajos
sugieren la posibilidad de que el RE pueda ser un sitio de

procesamiento y union de péptidos a moléeulas clase I1, mientras que
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otros detnuestran que la generacion v union de peptidos sato puede
efectuarse en o compartimientos  de I v endoeitica

independientemente de la fuente de antigeno.

Estudios de Presentacian de Formas endogenas de lisozima de gallina

(LG).

El modélo de presentacion de antigeno, utilizando formas endogenas
de lisozima de galling, ha side utilizado para responder una serie de
preguntas relacionadas eon las vias de procesmmicnto de antigenos
endogenos, "' M Bn estudios realizados por otros grupos utilizando
células B como presentadoras de antigeno se demostro que una forman
soluble de LG, tiberada al medio, sintetizada de manera endogena se
comporta igual que una exdgena. Sin embargo una CPA que codifice
una forma de LG con secuencia de retencidon en RE fue incapaz de
presentar el epitopo 112-124. Ademsds e uso de inhibidores de
proteasas impide la generaeion de algunos epitopos pero no de otros,
M wsto sugiere distintos sitios de procesamiento para formas

endogenas de un antigeno.

En otros trabajos utilizando LG con secuencia de retencion KDEL
(LK-KDEL) se demuestra inhibicion de jesentacian de los epitopos
evaluados  por cloroguing,''®  sugiriendo  participacion  de
compartimientos dcidos en el procesamiento. Los trabajos de
Salamero y colaboradores tambien demestran Ia necesidad de agentes
lisosomotropicos para la presentacion de una forma de LG retenida

en RE y la necesidad de la cadena Ti,

En estudios realizados por nuestyro grupo, utllizando CPA que
expresan una forma transmembranal de lisozima de galiina que
eodifica para los aminoacidos 1-80 (LK-LG-TM), se demuestra que el
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epitopo 25-43 no puede ser generado apartir de formas exdgenas pero
i de formas endogenas de la protema, cuando se utilizan fibroblastos
como CPA, sugiriendo distintos sitios de generacion para péptidos
endogenos.'®

Por ultimo, utilizando diferentes CPA que expresan  formas de LG
sintetizadas de manera endogena, LK-LG-TM, LK- LG-KDEL y una
forma de secrecion LK-LG, s¢ demostrd que, dependiendo de la
localizaeion del antigeno, la eficiencia de activacion de hibridomas que
reconcocen el mismo epitopo puede variar. Ademas se demostro pard
elertos epitopos inhibicion por cloroguina 'y otros  pudieron
presentarse en presencia de este inhibidor. La presentacion en todos
los easos fue sensible a BFA y la utilizacion de monensina no

demostro inhlbicion para ciertos determinantes, ™

Estos datos sugieren tres alternativas para explicar las diterencias
observadas en la presentacion de diferentes formas de antigenos
endogenos y las difereneias observadas cualdo se comparan  con
formas exogenas de la misma proteina. 1.- Que péptidos endogenos de
la via exocitiea se generen en compartimientos tempranos de esta y
se unan a las moléculas elase I1 ahi. 2.- Que los péptidos se generen en
la via exocitlea y se transporten a la via endocitiea para unirse a las
moléculas clase II. 3.- Que tanto la generacion como la union de
péptidos se leve a caho en compattimientos de la via endocitica, ste
trabajo de tesis pretente plantear un modelo experimental que
permita diseriminar entre estas posibilidades



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

oEn donde son procesadas diferentes formas endogenas de una misma
proteina para la generacion de péptidos presentados por moléculas

clase I1?
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HIPOTESIS

l.- Los antigenos endogenos pueden procesarse a péptidos en
compartimientos de la via exocitica.

2.- Antigenos procesados en compartimientos tempranos pueden
unirse a moléculas clase II antes de que estas leguen a la via
endocitica.

3.- La localizacion de un antigeno determina que péptidas se
presentan pormoléculas clase I
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OBJETIVOS.

Este trabajo forma parte de un proyeeto de investigacion que
pretende determinar las wvias de  procesamiento de antigenos

endogenos por moléculas elase ITnediante:

1.- Determinar si existe generacion de péptidos derivados de formas
endogenas de una proteina en compatimientos tempranos de la via

endoeitica.

2.- Determinar si existe union de péptidos en compartimientos
tempranos en CPA con diferentes formas endogenas de una proteina.

3.- Determinar si el patron de distribucion de un antigeno determina

que los péptidos presentados por moléculas elase I1 sean diferentes.
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LK-LG-KDEL

LK-LG-TM

Figura 3, Representacién esquemdtica de ia localizacién ititracefular de fas distintas formas
de lisozima en las CPA utilizadas en estos estudios,



MODELO EXPERIMENTAL.

El antigeno utilizado camo modelo fué la lisozima de gallina, que es
una proteina con gran capactdad imnunogenica en ratones H-2%, Conio
CPA se utilizd el libridoma B LK35.2 (I1-2%).'% A partir de  esta
célula se utilizaron diferentes transfectantes con el objeto de contar
con diferentes formas, sintetizadas de manera endogena, de una
misma proteina (Hgura ). LK-LG-TM gue expresa una forma
transmembranal y truncada de LG, LK-LG.KDEL que expresa una
forma de LG con una senal de retencion en RE y LX-LG que expres:

mia forma de seerecion de LG,

Con este modelo experimentat se realiziron experimentos cque
permitleron seguir a 1a proteina dentro de la céiula, Para esto se
efectuiron experimientos de pulsa y seguimiento para determinar la
vida media de las diferenies formas de LG, tmunbien se realizdron
experimentos para seguir a las moléculas clase II en las diferentes
transfectantes y determinar el tiempo de aparicion de formas
compactas de moléeulas clase II. Por ultimo se realizdron
experimentos de elueion de péptidos para determingr 1a posible union
de péptidos en compartimientos tempranos de la via exocitica y para
evaluar el patron de péptidos asociados a moléculas clase II derivados

de las diferentes formas de LG.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos v anticnerpos. La LG utilizada tue de Sigma Chemical
Company, el medio de cultivo fue RPMI-1640 . GIECO suplementado
con HEPES 256 mM, Glutamina 2 mM, piruvato de sodlo, peniciling,
estreptomicina y suero fetal bovino (Hy-Clone) al 3% nedio
completo). Los inhibidores de proteasas utilizados fueron leupepting,
I-64, aprotinina, PMSYF, pepstating A y L10-fenantroling, todos
obtenidos de Sigma. Se wtilizo ademas brefelding A (obsequio de
Luctano Adorini, Roche Milano, Italia). La enzima endoglocosidasa H
se obtuvo de USB, la tripsina de Sigma, sepharosa 4B-Proteina G, y
Sepharosa 4B-Proteina A de Sigma. Los anficuerpos monoclonales
(mAD) H116-32 (IpG2h anti-H-2A5, ) y K22-203 (JpGLa anti-H-2A44,
) fueron obtenidos de los hibridomas del mismo nombre tobsequio
del Dr. Giinter Himmerling, DKFZ). El anticuerpo monoclonal 2XF8
(IgG1 anti lsozima de gallina) se obtuvo en nuestro laboraterio.
Estos mAb se utilizaron ya fuera como liquide de asecitis,
sobrenadunte de cuitivo cehdar o purificados en una columna de
proteina A de Staphylococcus cureus vnida a Sepharosa 4B.( para el

caso de los dos primeros).

Lineas cclulares, Como CPA se utilizo el hibridoma murino LK-35.2
(H-2813 % Se utilizaron ademas células LK35.2 transfectadas con
diferentes formas de LG. La linea LK-LG-TM que fué transfectada con
el plasmido pJAMZj-nco que contiene los dos primeros exones de LG
(1-80) unidos a los exones qie codifican el segmento transmembranal
(TM) y al intracitoplisinico del gen clase I H-2K* ' La linea LK-LG
que esta transfectada con un plismido que contiene ef DNA
complementario ( ¢cDNA) de LG soluble ( secreloria) y Ia Jinea LK-
LG-KDEL que esta transfeetada con un plasmide qgue contiene el
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¢DNA de LG que en su extremo 5 (carboxilo terminal ) tiene los
nucledtidos que codifican para el tetrapeptido KDEL ys-asp-glu-lew)
que aporta una senal de retencion ent RE las célula,' Estas célulag
fueron donadas por Frank Momburg (DKFZ, Heidelberg)., Todas las
lineas se mantuvieron en cultivo a 37°C en atmosfera de 5% CO, y 90%
de humedad en medio completo, en botellas de cultivo de 200 eny?
(Nune).

Inmunopreeipitacion, Se utilizo el metodo deserito por Laemli™ con
algunas modificaciones, Las células LK-35.2 fucron ecullivadas en
diversas condiclones (ver seceion de resultados), después de lo cual se
lavaron y se incubaron en RPMI-1640 sin metionina ni eisteina durante
10 a 20 min, en presencia de 200 «Ci de metionina y cisteina mareadas
con “S. Al final de dicha incubacion las células se lavaron
extensamente y se lisaron en una solueion litica a hase de Nonidet P40
(NP40) 1%, con tris 0.05 M pH 7.5, EDTA, NaCl 0.15 M y un cocktail de
inhibidores de proteasas (leupeptina 25;g/ml, B-64 10u4M , aprotinina
2ug/ml, PMSF 10mM, pepstatina A O0.Inghul y 1,10-fenantrolina
10mM). Para los experimentos de pulso y seguimlento, antes de lisar,
se lavaron las CPA y se anadieron metionina y cisteina frias (un exceso
de 10 veces lo normal) y se cultivaron asi durante periodos variables
hasta que se lavaron y se lisaron como se describio arriba. Los lisados
se centrifugaron en una microeentrifuga a 13,000 rpm, se desecho el
boton de micleos y se colectd el somenadante. Estos sobrenadantes
fueron preadsorhidos en forma extensa con Slaphylococcus aureus,
cepa I de Cowan formalinizado (SAC), inicialmente en auseneia y
después en presencia de un anticuerpo menoclonal irrelevante pero
con el mismo isotipo de los anticuerpos anti LG o anti-clase II. A
continuacion, se anadieron lvs anticuerpos anti LG (2X¥8) o anti-H-
2A relevantes (F116.32 y K22-203), dependiendo del experimento, en
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forma de sobrenadante de cultivo o purificados. Despuds de 12 horas
de incubacion a 4°C, a los sobrenadantes se agrego una cantidad
optima de suspenston de SAC. Sepharosa 1B-profeina A o Sepharosa
4B-proteina G dependiendo del experitnento v se ineubaron a 4°C en
agitacion constante durante otras 12 horas, después de lo eual se
lavaron 5 veces con butfer de lavado (buffer de lisis sin inhibidores de
proteasas y NP40 al 0.1%) y una vez nuis con buffer de tris 0.01 M, pH
7.4). A estas muestras se les agrego butfer de Laemli y, dependiendo
del experimento, se calentaron 11min a 95°C 6 no. En alpunos ¢asos las
muestras fueron tratadas con la enzima endoglueosidasa H, durante
12 horas, después de lo cual se corrieron en geles de poliacrilamida
deseritos abajo.

Electroforesis en geles de poliacrilamida en dodecil sultato de sodio
(SDS-PAGE). Se utilizaron geles al 12 ¢ al 15 poliacrilamida (Bio-
Rad), dependiendo del experimento, y 4% SDS. Los geles se corrieron
bajo corriente constante a 10 InAmp en camaras Bio-Rad. Al {inal del
corrimiento, los geles se fijaron en buffer de metanolacético, se
sumergleron en soluciéon amplificadora (Amplify, Amersham), se
secaron y se expusieron a pelicula de rayos X durante uno a cuatro
dias para las autorradlografias. Pary la identifeacion del tamano de
las bandas, se corrieron en forma simultdnea, en uno de los carriles,
indicadores de peso molecular (Rainbow LMW, Amersham) marcados
con "C,

Elucion dcida de péptidos unidos a moléculas ¢lase 11 Para estos
experimentos, se cuitivaron 5 x 10° CPA a una densidad mdxima de 5 X
10°m! en botellas de cultivo en medio RPMI carentes de 15
aminodcidos (ala, arg, asp, glu, gly, his, ile, leu, lys, phe, pro, ser, thr,

tyr, val), ios cuales fueron sustituidos por 5 mCi de los niismos 15



aminodcidos marcados con 'H. Bstos experimentos se Hevaron a cabo
en ausencia o en presencia de 10 «g/ml de brefeldina A. Después de 10
horas en cultivo, las células se lisaron con bhufter de lisis con NP40 y se
trataron de manera similar a las colulas de los estudios de
Inmunopreeipitacion hasta la adsoreion a proteina A-Sepharosa 4B, Kl
gel con las moléculas clase II unidas fue lavado exhaustivamente con
buffer de lavado y despucs con 0.01 M tris pil 7.4, A cantinuancion, se
anadio una solucion de dcido acdtico al W0 vy las muestras so
calentaron a 95°C y se centrifugaron a 3000 g durante 20 min en tubos
centricon con una membrana con “cul-off” de 10 kDa. Las muestras
fueron cluidas dos veees mas con dcido aedtico al 100 y el malerial
menor a 10 kDu se recuperd debajo de Ja membrana v se analizé por
HPLC. Se euantificaron tanto los materiales mayor y menor de 10 kDa
y ¢l primero se trato con la enzima cndoglusidasa H y se analizo
mediante geles de SDS-PAGE al 12%.

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Bsta se realizo en
un cromatografo Waters con una bomba Waters 626 con lineas no
metalicas (de peek) y un controlador Waters 600S. Se utilizo una
columna de fase reversa Waters Delta-Pak HPLC C,,, con poro de 300
A, de 2.0 x 150 mm. Ei gradiente utilizado tue continuo de 0% a 60% de
solucién B en 60 min en donde la solucion A fue agua con 0.1% acido
trifluoroacético y la solucion B acetonitrllo al 100 ¢%. El liquido se pasd
por un detector de arreglo de fotodiodos Waters 996 y se detecto la
absorbaneia a 220 nm ecada 2 seg. Se colectaron fracciones
manualmente, cambiando los tubos cada dos minutos. El material
colectado fue analizado en un contador de centelleo.

Obtencion de un tripsinizado de L.G. Como control, antes de correr las
muestras relevantes se corrld un tripsinizado de lisozima, el cual se
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generd de la siguiente manera: iniciaimente se redujeron 100 mg de
LG, en 2 ml de urea 8M (Bio-Rad), con 2-ML 0.2 M durante 12 horas,
después de {o cual se anadio iodacetamida 0.25 M durante 2 horas.
Esta muestra fue dializada exahustivamente contra agua y después
contra carbonato de mmnonio pH 8, af final de lo eual se digirio con
tripsina pancreitica bovina (Sigma) 1% (concentracion final) durante
12 horas a temperatinra ambiente. Despues de fa digestion, la muestra
seocenfrifugd en tubos centricon eutoff 10 kDay v se coleetd el

muterial menor s 10 kDa.

Precipitacion de proteinas con TCA. Para medir la cantidad de
material radiactivo incorporado en los lisados obtenidos, se tomaron
alicuotas de 5 ul del lisado, al eual se anadieron 5 41 de una selucidn de
albimina serica bavina al 10%. Esta mezcl se depositd en un fitro al
que se anadig deido tricloroacético (TCA) frio al 0%, se incubo
durante 30 min a 4°C, después de lo enal se lavo extensamente con
TCA a temperatura ambiente y finalmente con etanol al 95%. Los
filtros se pusieron cn viales con liquido de centelleo y se leyeron en un

contador de radioactividad /1.

37



RESULTADOS:

Expresion de las diferentes formas enddgenas de lisozima en las
células LK35.2. En este experimento se detenning ka expresion de la
proteina transfeetada en las distlntas CPA. Para esto, se eultivaron 10°
células que se marcaren metabolicamente con metionine v cisteina
con ™S, Se inmunoprecipitaren cantidades ipunles de radioactividad
de lisados obtenidos despues de nuwreaje metabolico con el anticuerpo
2XP8 (anti-LG). Los diferentes preeipidados se resuspendieron en
buifer de Laemli y se corrieron cu geles de poliaertlamida alb 15%, En 1a
figura 4 se puede observar que la expresion de LGoes shmilar en
magnitud en las células LK-LG (carril 2) y LE-LG-KDEL (camil 4), en
donde hay una banda bien definida de aproximadamente 13 ka, ¥ste
resultado indica que las diferencias observadas enlos experimentos de
presentacion de antipeno utilizando estas CPA no son debidas a
diferencias en la concentracion del antigeno. Sin embargo, la banda en
las células LK-LG-TM, aungue se encuentra arededor de 14 kDa,
tiene una menor definicion (carvil 3). Como convrol negativo se utilizo
la célula LK35.2 sin transfectar (earril 5). Kste resultado sugiere que la
proteina TM-LG-1-80 es degradada en foynia temprana. Esto, ademds,
sugiere que Ja vida media de esta proteina es muy corta, posiblemente
por no adquirir una conformacion adecuada conio consecuencia de la
falta de los aminodcidos 81-129 y podria llevar a4 pensar que, conio
ocurre con  obtras protemas, esta protetna se  degrada en

compartimientos tempranos después de su biosintesis.

La vida media de las fornus enddgenas de LG sugiere la posibilidad
de procesamiento en compartimientos tempranes, Para determinar
la vida media de la proteina TM-LG-1-80 se realizaron experimentos

de pulsp y seguimiento. Se marcaron 107 céluias de has distintas CPA
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Figura 4. Expresion de diferentes formas de lisozima endégena, Se cultivaron 107 células
transfectadns con ias distintas formas de lsozima endégena en presencia de 250 4 Ci de
35-metiontna y 260 4Ct de ®S-cistefna durante {5 minutos, despuds de lo cual se lisarony el
sobrenadante se inmuoprecipltd con el anticuerpo anti-L.A 2XF8, seguido de adsoreion a
proteina G-sepinrosa 48, Se cargayon geies de poliacriiamida al 15% con In ;misma cantidad de
marea radiactiva en cada carrif y se expusieron a pelfcula de rayos X para In nutorradiografin

(ver texto).
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Figura 5. Vida media de 1.G-KDEL en céfulas LK-35.2, Se cuitivaron 107 células transfectadas
con LG-KDEL en presencla de 250 1 Cl de ¥*S-metlonina y 250 £ Cl de *S-clsteina durante 15
minutos, después de lo cual se aiadié un exceso (10x) de clatefna y metlonina frias y se
slguleron por los tlempos menclonados, se lisaron y el sobrenadante se Inmuopreciplt6 con el
anticuerpo antl-LG 2XF8, seguldo de adsorcelén a proteina G-sépharosa 4B. Se cargaron geles

de polincrilamida a} 15% con la misma cantldad de marca radlactiva en cada carrll y se
expusleron a pelfcula de rayos X para Ja autorradiografia (ver texto).



durante 15 minutos. despues de lo eual se lavaron v se cultivaron sin
marea y con un exceso (10 veees) de st frios por los tiempos

indicados.

Utilizando cantidades iguadles de marea radioactiva de  lisados
obtenidos de la célula LK-LG-TM, marcada metabolicomente durante
15 minutos, Ia proteina sélo pudo detectarse al tiempo 0 de caza y 1o
fue posible observarla a tiempos mayores de seguiniiento, 1o gue
demuestra gue la vida media deoesta protemi es omuy corta
(resultados no mostrados). 1Bn contraste, los resultados con la LG,
precipitada de iguales cantidades de radioactividad de  lisados
provenientes de latinea LIK-LG-KDEL, demuestran que esta proteing
tiene ta vida media de 120 minutos despuds de tos cuales comienza i
degradarse (figura 5). Como esta proteing tiene una secuencia senal
de retencion en RE es posible gque Iy degraducion ocurra en este
compartimiento. Estos resultados sugieren la posibilidad que la
degradacion de estas proteinas sintetizadas de manera enddgena

ocurra en compartimientos exociticos tempranos,

Los péplidos derivados de formas cundégenas de LG no generan
dimeros clase II estahles en forma temprana,  Basindose en la
posibilidad que los péptidos derivados de estas proteinas se generan
en compartimientos tempranos de la via exocitica y en evidencias
experimentales que demuestran que peptidos derivados de LG
pueden induecir la formacion de dimeros clase 11 compactos,'™ los
siguientes experimentos se realizaron para detenninar si los péptidos
derivados de las formas endagenas de LG se generan y se unhen a
moléculas clase I1 en compartimientos tempranos de la via exocitica.

En diversos estudios se ha demostrado que en ausencia de un peptido

unido a ellos, los dimeros clase 11 son ficihnente disociables en
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presencia del detergente ionico SDS al Jder, "™ Tn cambio, cuando
tienen un péptido unido, los dimeros elase II son resistentes a los
efectos del detergente y solo se disocian al anadir calor (a 95°C). Los
dimeros ciase IT Hegan a la via endoeirica aproximadainente a los 30
min de su biosintesis." Los peptidos presentes en la via endocitica
estabilizan el dimero, haciendolo resistente al delergente, micentras
que antes de 30 min, los dimeros son iuestabies. Por lo tanto, era
posible que los si péptidos de LG endogena cran generados antes de
liegar a la via endocitica, pudieran estabilizar dimeros clase 11 antes de

los 30 min.

Los resultados de la figura 6 representan un experinento en que las
células LK-35.2 warriba), LK-LG-KDEL (parte media) y LK-LG-TM
(parte baja) fueron pulsacas duranie 15 min con metionina y eisteina
marcadas con ¥S y después seguidas durante dos horas mas, ya sin la
marca radiactiva y con un exeeso (10 veces) de a.a. no marcados.
Como puede verse, antes de 30 min (durante el paso de las moléculas
clase II por el RE y el Golgi) no se observan dimeros clase 1I estables
(resistentes al SDS). Las dos bandas ohservadas corresponden a las
adenas « y 4 que se discoeian al contacto ¢on el detergente, con o sin
calor. Después de los 30 min, empieza a observarse una banda de
aproximadamente 60 kDa, correspondiente al dimero compacto, que
no se discocia con ¢l SDS, pero que desaparece con el calor. Como
puede verse, no hay diferencias en el tiempo de aparvicion de las
formas compactas entre las células LK-352 sin LG enddgena y
aquellas transfeetadas con las distinlas formas de LG. Estos
resultacdos sugicren que no hay péptidos capaees de estabilizar a las
motéculas clase IT antes de ilegar a un compartimiento endocitico. Sin
embargo, no se puede descartar que la téeniea utillzada no tenga la
sensibilidad suficiente para detectar la presencia de un ndmero
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Figura 6. Los péptidos de LG endégena no generan dimeros cinse 11 estabies antes de llegar a la
via endocitica, Autorradiografin de un experimento de pulso y seguimiento de las moléculns
clase II H-2A* por inmunopreelpitacion con anticuerpos monocionales H116-32 (anti-H-2A4%) y
K22-203 (H-2A4%) en céiulas LK-35.2 (arriba) o en las transfectnntes con forma retenina en el RE

(en medlo) o transmembrunal (absjo). Fn la parte superior se indica el tiempo de seguimiento en
minutos y se se sometio a ealentnmiento a 95°C (+) 6 no (-). Carril 1, mareadores de peso
molecular marcados con "*C, que son: alb"umina bovina (Mr 68 kDa), ovoalbtimina (Mr 46 kDa),
anhidrasa carbdnlea (Mr 30 kDa) y lactogloblna A (Mr 18 kDa), Los demas carriles son

inmunoprecipitados de moléeulas clase 11 obtenidos de células Incibadas por diferentes tlempos
en ausencia de LG exdgena. En la extremn derecha, parte superior se muestran eélulas LK-35.2
cultlvadas en presencia de 2 mg/ml de LG exogenn. Las flechas nuestran Jns bandas

correspondientes a las moléculas clase 11 estables (reslstentes nl SDS).,
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reducido de dimeros estables formados en presencia de péptidos de

LG en el RE v en el aparato de Golpl

En la parte superior de la figura 6 puede observarse, ademas, que no
hay un aumento significativo de la banda que corresponde o
moléculas clase 11 compactas al anadic un exceso (2 mg) de LG
exogena a las edlulas LI35.2 sin transfectar, o que puede indicar que,
al menos en nuestras manos, altas concentraciones de un antigeno
exogeno no aumentan significativionente la presencia de moleewlas
clase 11 compactas aun en la via exocitica, Estos resultados indican
que una gran cantidad de péptidos enddogenos propios de la céluln
estan unidos a moléculas elase 11, que son  suficientes piara
estabilizarlas v que el sitlo de union de estos peéptidos es la via

enclociticn.

La localizacion intracelular de nua proteia caddgeni es eritica para
definir ¢l patron de piptidos  resultantes  del  procesamiento
antigénico. Los resultados hasta ahora mostrados sugieren que,
aunque 10s péptidos derivados de LG endogena puedieran generarse
en compartimientos temprauos de la via exocitica, estos no pueden
promover la aparicion de moléculas clase T compactas antes de llegar
a la via endoeitica, sugiriendo que ¢l RE o el cis golgi no son  sitios
apropiados para la union de péptidos a moléculas clase IT o que si se
legan a unir, no estabilizan el dimero elase 11 Sin embargo, para
poder demostrar lo anterior de manera conciuyente, era neeesario
realizar un analisis de los péptidos asociados a molécuias clase IT en
las diferentes CPA. Ademas, la evaluacion de los peptidos asaciados a
las moléeulas elase II en CPA que solamente difleren en la forma de
expresion de la idsma proteinn nes permitirin determinar la

existencla de diferencias en los sitios de procesaniento.
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Los siguientes experimentos se disenaron para determinar si la
localizacion de una proteina puede diriga ol patron de peéptidos
presentados por las moléculas clase 1. Las distintas CPA se incubaron
eon ana mezela de 15 aminodcidos marcados eon tritio durante 10
horas, después de lo cual se fisaron y se purificaron las moléculas
clase IT en una columna de afinidad de un autieuerpo monoclonal anti-
H-2A«* unido a proteina A-sepharosa. Una vez purificadas, las
moléculas clase II se lavaron extensamente y se trataron con dcido
acético al 10% para eluir los péptidos unidos a cllas, Kl material menor
de 10 kDa se separo en tubos centricon y se sometio a andlisis por
HPIL.C de fase reversa. Para determinar las caracteristicas de los
péptidos obtenidos, se compararon con ¢ perfilt ohtenido con los
péptidos derivados de un tripsinizado de LG (figura 7), los cuales son,
en su gran mayoria hidrofilicos. La figura 7 muestra, mjomiis, los
perfiles sobrepuestos obtenidos de los péptidos derivados de LK-LG-
TM con los péptidos obtenidos de LG tripzinizada. Los péptidos
endogenos obtenicdos de 1a célula LK.35.2 son mas hidrofdbicos que los

péptidos del tripsinizado de LG (figura 8, parte superior),

En la figura 8 podeios observar los perfiles derivados de células LK-
35.2 sin LG endogena (arriba) y las CPA portadoras de las distintas
formas de LG endogena: LK-LG-KDEL (parte media) y LK-LG-TM
(abajo). Como puede verse, aunque algunos de los picos observados
son similares en las tres lineas celulares, otros picos son exclusivos de
las células portadoras de LG endodgena y coinciden con el punto de
elucion de algunos de los péptidos obtenidos en el tripsinizado de LG
(figura 7). A diferencia de los demds picos que tienden a ser mds
hidrofobicos y que tienen los mismos tienipos de retencién que los
péptidos obtenidos de células LK-35.2 sin LG enddgena. Ademads, las

distintas formas de LG endodgena dan lugar a péptidos tnicos, lo que
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Figura 7. Péptidos de LG caddgeun eluidos de moléeutas elase 11 H-2A%, sobeepuestos con tripsiuizada
de Hsozbmi, Se cultivaron 3x107 eélutas LK-LG-TM con 5 mU de una mezela de 15 aminodcidos marcados con
*ff durante 10 horas, después de lo cunt se fisornn fas eélulos y las niolecutas elase 1 fueron inmunoprecipitadas
eon anticuerpos monoclanales 111632 Gnt-1-2Aa%) y 22203 canti 12409, seguidos de proteina-A sepharosa
4B. Despues de lvndos extensos, Ias moléeudas elnse H fueron sametidas a elueiin deida Q0% delda acéticor y
se separo ef materiol menor que 10kDa en membranas centeicon, Este material fue pasado por HPLC en fase
reverst en una columna C18 con uo gradiente de 0 # 60 acetonitrilo/agna TFA 0.4, El tripsinizado de LG se
obtuvo con una preparacidn comereial de tripsing, digirieado dueante 12 horas, Las condiciones de elucion
fueron s mismis quu para el lisado de velulas,
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Figura 9. Péptidos de LG enddgena eluidos de moléeulas clase 11 H-2A% en CPA portadorns o

node distintas formas de LG enddgena, Se cultivaron 5x107 células LK-LG-KDEL con 5 mClde
una mezclade 15 aminoacidos marcados con *11, después de {o cual se lisaron ias células y las
moiéculas clase II fueron inmunopreelpitadas con los antleuerpos monoclonales H110-32

(anti-H-2A0%) y K22-203 (H-2A%), seguidos de proteina-A sepharosa 4B. Después de Javados
extensos, las moléculas elase 11 fueron sometidas a elucién dclda (10% Acldo acético) y se separd

el materinl <10 kDa en membranas centricon. Este material fue pasado por HPLC en fase reversa
en una columna C18 con un gradlente de 0 a 60 acetonitrilo/agua, THA 0.1%.




sugiere que las distintas localizaciones de LG endopena resultan en
diferencias en procesamiento. kstos resultados coufirman que las
distintas formas de LG endogena dan Jugar a péptidos diferentes lo
que puede sugerit que se pueden generar en distintos sitios de la
célula.

Al medir la radiactividad, ésta coincidio con los picos observados
(hpura 11) y en uno de los casos se realizaron experimentos de
presentacion con las fraceiones del cromatograma, obteniendose
activacion del hibridoma A6B3, especifico contra el peptido 23-43 de
LG (No mostrado).

La union de péptidos derivados de un antigeno endogeno solo ocurre
en compartimientos cndociticos. Para descartar la poslbilidad de que
algunos péptidos generados en RE pudieran unirse a moleculas clase
II en ese mismo sitio, en la segunda parte del experimento, durante cl
pulso con aminodcidos radiazetivos, las CPA fueron cultivadas en
presencia o en ausencia de brefeldina A. Debido a que esta drog:
impide la salida del contenido det RE al cis-Golgi™, el objetivo era
maximizar la exposicion de las moléculas clase II a los posibles
péptidos presentes en el RE y asi aumentar la posibilidad de que
algtin péptido ahi presente pudieran unirse alas moléculas clase II en
competencia con la cadena Ii. Durante el pulso con los arninodcidos
marcados, se observaron picos similares, como puede observarse en la
figura 9. Sin einbargo, al medir la radiactividad, se cncontrg que, a
diferencia de los peptidos eluidos de las células cultivadas sin

hrefeldina A, éstos no contenian marca

Para corroborar que las moléculas elase II de las célulus tratadas con
brefeldina A provenian realinente det RE, el material mayor a 10 kDa

fué tratado con la enzima endoglucosidasa H y posteriormente
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analizado en geles de poliacrilamida-SDS. En la figura 10 se pueden
ohservar dos handas correspondientes a las moléculas clase 11, En las
células tratadas eon BFA se¢ observa una disminucion del peso
molecular, lo que indica la sensibilidad a la enzima y, por lo tanto,

demuestra que dichas moléeulas clase 11 no habian dejado el RE,

A pesar de que los perfiles de peptidos obtenidos de las células
tratadas con o sin brefeldina A fueron parccidos, en la figura 9 se ve
claramente una diferencia en la radiactividad de ambos grupos de
péptidos. Para examinar ésto cn mas detalle, se grafico la
radiactividad de los picos obtenidos de las células tratadas con
hrefeldina A y se compard con el de las células cultivadas sin esta
droga. La figura 11 demuestra que los perfiles de péptidos obtenidos
de las CPA tratadas con brefeldina A son planos durante toda la
clucidn, distinto del perfil de radiactividad de los picos obtenidos de
las células cultivadas sin brefeldina. Esto indica que los picos
ohservados, se encontraban unidos a las moléculas clase 11 antes de
apregar la brefeldina A y que no hubo union de péptidos a las
rmoléculas clase II mientras eran retenidas en el RE por esta droga.
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Figura 9, Péptidos de LG endégena eluidas de moléeulas clase 11 1L2A* ohtenidas de células
cultivadas en presencla o nusencin de brefeldina-A. Se cultivaron 5x107 céiulas LK-LG-KDEL
con 6 mCi de una mezelade 16 aminodeldos marcados con *H, ne ausencia (A) o en presencia (B)

de brefeldinaA (10 zg/ml) durante 10 horas, después de lo cual se lisaron las células y Ins
moiéculas clase I1 fueron inmunoprecipitadas con los antleuerpos monaclonales H116-32

(anti-H-2A4%) y K22-203 (H-2A8%), seguidos de proteina-A sepharosa 4B. Después de lavados
extensos, las moléculns clase IT fueron sometidus a elucidn dejda (10% deldo neético) y se separd

el material <10 kDa en membranas centricon, Este material fue pasado por HPLC en fase reversa
en una cojumna C18 con un gradiente de 0 a 60 acctonitrilo/agua, TFA 0.1%. Lus fraccjones se

colectaron cuda 2 min y se analizaron enun contador de centelleo
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Figura 10. Moléculas clase 1I II-2A* de células cultivadas en presencia o ausencia de
brefeldina-A de las cuales se eluyeron los péptidos de LG endégena, Se cultlvaron 5x107
céiulas LK-LG-KDEL con 5 mCi de una mezcla de 18 aminoacidos mareados con *H, en
presencia de brefeldina A (10 #g/mi) durante 10 horas, después de lo cual se llsaron las células
y las moléculas clase II fueron inmunoprecipitadas con antlcuerpos monoclonales H116-32
(anti-H-2A0%) y K22-203 (H-2A0%), seguidos de protefna-A sepharosa 4B. Después de lavados
extensos, las moléculas clase II fueron sometidas a elucién acida (10% Acldo acético) y se
separd el material <10 kDa en membranas centricon, El material retenido arriba de la
membrana (>10 kDa) se traté con endoglucosldasa H (carril 2) o no, se corrlé en un gel de
poliacrilamida al 12% y se reveld por autorradlograiia.
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Figura 11. Grifica comparativa de Ia radiactividad de los péptidos eluios de las moléculas
clase 11 11-2A* de las CPA portadoras o ne de distintas formas de llsozima endégena. Se
cultivaron 5 x 107 células con 5 mCl de una mezela de 15 aminoacidos mareados con *H como
se describlé en ta igura 9. El material menor de 10 kDa fue pasado por una columna de HPLC
fase reversu (C18) con un gradiente de 0 a 60 acetonitrilo en agua con TFA 0.1%. Se
coleetaron las fracclones cada 2 minutos ¥ se analizaron en un contador de centelieo. Los
resultados se expresan en euentas por tinuto. Arriba. célulns LK-35.2; parte media, células
LK-LG-TM y parte inferior, cesulas LK-LG-KDEL



DISCUSION.

Estos estudios se llevaron a cabo con el fin de determinar si se pueden
generar péptidos derivados de una proteina endogena en el RE y, en
caso de ser asi, si estos péptidos podian unirse a las moléeulas clase I1
en este mismo compartimiento. Se utilizaron CPA que expresan tres
formas diferentes de LG sintetizadas de manera endégena. LK-LG-
TM que expresa una forma transnembranal y truncada, LK-LG-
KDEL que expresa una forma de retenida en RE y LK-LG que
expresa una forma secretada al medio. Bl estudio consistlo, priniero,
en evaluar la vida media de las distintas formas de LG
posteriormente se realizo un seguimiento de las moléculas de
histocompatibilidad y, por iltimo, se evaluaron los péptidos unidos ¢
las moléculas elase II en las distintas CPA.

Los principaies hallazgos derivados de este trabajo son: 1) La unién de
péptidos a las moléculas clase II solamente puede ocinrir en la via
endocitica, independientemente de donde hayan sido generados. 2)
Existen diferencias entre los péptidos derivados de dos formas
enddgenas de una misma proteina, lo que sugiere diferentes sitios de
procesamiento 3) Las difereneias entre los requerimientos de
procesamiento para antigenos endogenos pueden deberse mas que al
orlgen del antigeno, a su localizacion intracelular.

Diversos estudias han demostrado que el procesantiento de antigenos
exogenos, para su presentacion por moléculas elase II, es un proceso
complejo y con gran variabilidad que depende, tanto de las
caracteristicas de la molécula clase II, como de la proteina antigénica
estudiada. Asi, na todos los alelos clase II tlenen los mismos
requerimientos para unir péptidos o para adquirir una estructura
estable. Ademads, parece haber diferencias en los sitios de
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proeesamiento de distintos antigenos. Un ejemplo de ello es ol
requerimiento de la expresion de cadena Ii para el proeesamiento
eficiente de LG, mientras que para otro antigeno proteico. la
ribonucleasa panecredtica bovina, la cadena invariante no tiene

ninguna influencia, '

Para los antigenos endogenos parece tampoco haber una regla
general en cuanto a los requerimientos de procesamiento. Asi, no
todos los antigenos endogenos son preseitados  eon la misma
eficiencia, ™™ ademas de que lo presentacion de algunos no es
hloqueada por el uso de inltibidores de la acidificacion de la via
endoeitica™ ™. Un  punte importante en este  sentido es el
requerimiento de la cadena invariante, ya que mientras algunos
antigenos necesitan de la preseneia de ésta, otros solamente pueden

ser presentados cuando la cadena invariante no esta presente, o5

Una posible explicacion para las diferencias entre el procesamiento de
formas endogenas y exogenas de la misma proteina, es la generacion y
union de péptidos a moléculas clase 11 en el RE. Bsto implicaria, en
primer lugar, la existencia de un sistema de degradacion de proteinas
en este compartimiento, lo que ha sido sugerido por diversos

5.

trabajos.”™" Sin embarpo, debemos mencionar que a la feeha, se
desconoceen fos mecanismos de degradacion de proteinas en el RE,
tanto en el caso de proteinas residentes de este compartimiento,
como de aquellas que por una mala conformacion, no  son

transportadas a traves de Ia via exocitica.

Nuestros resultados iniciales sugerian la pesibilidad de generacion y
union de péptidos a las moléeulas clase I en el RE, ya que en el easo
de la lsozima transmembranal truneada, por su conformacion

anormal debido a la ausencia de los ultimes 39 aminedcidos se
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degrada innediatamente despues de su hisintesis, como se muestri
en la figura b, En el easo de la LG-KDEL, aunque su vida media es mas
larga, tambicen se observo una degradacion, El sitio posible para esto
¢s el RE. debido a que la secuencia de retencion no le permite salir de
alil y toda protema necesita un recambio. Debemos considerar, sin
embargo, que estos experhnentos no exeluyen ta posibilldad de que
ambas formas de LG se transporten del RE a compartimientos de la
via endoeitica (1 otro sitio) para ahi degradarse, ni tampoceo la de una
degradacion parcial de ellas en el RE para tuego ser transportadas ala

via endocitica para su degradacion total,

Por otro lado, para poderse unir a las motéeulas clase Il en el R, los
péptidos abit generados, deben ser capaces de competir con la cadena
invariante durante el ensambiaje de las moléculas clase 11 Esta idea
se apoya en los trabajos de Ploegh y colaboradores que demuestran
que utilizando sistemas de traduceion in vitro puede haber union de
péptidos en RE compitiendo con la eadena 1™ Sin embargo, otros
trabajos demuestran lo contrario.™ £n nuestros experlmentos no se
observd formacion de dimeras clase II compactos en tiempos
tempranos. Esto indica que el ambiente del RE uo permite la
formacion de moléculas clase II compactas, aun suponiendo que
existian péptidos de LG capaces de unirse a4 moléculas clase IL. Estos
resultados son la primera evidencia directa de que ¢l RE no es un sitio
adecuado para la adquisicion de péptidos por moléeulas clase IL
Aunque pareceria importante realizar estos experimentos en ausencia
de cadena I, los trabajos de Himmerling y colaboradores™
demostraron que ain en eélulas sin eadena Ii la union de péptidos en
compartimientos tempranos cs ineficiente. Por lo tanto, dichos
estudios no pavecen ser indispensuables. Lo anterior sugiere que en el

RE no existen las condiciones adecuadas para i union de péptidos a



moléculag clase II del MHC. Asi, era necesario reallzar experimentos
adiclonales para descartar en forma coucluyente la posibilidad de
unidn de péptidos a las moléculas clase IT en el RE,

Los experimentos de elucion de péptidos asoclados a moléculas clase
II y el uso de BFA para bloquear ei transporte y favorecer la
acumulacién de moléeulas clase II en RE, demuestran de manera
contundente que no hay union de péptidos en estos compartimientos,
ya que los péptidos eluidos de las moléculas clase I en CPA cultivadas
con BIFA no tenian marca radloactiva incorporada, lo que Indica que
estos péptidos provienen de moléeulas clase II que habian satido del
RE antes de la adicidn de la hrefeldina A. Asi, las moléculas clase 11
marcadas que fueron las que estuvieron retenidas en RE no tenfan
péptidos unidos. Esto nuevamente nos lleva a conclutr que el pH 4cldo
de las vesiculas endociticas es necesarlo para la union de péptido a 1a
molécula clase II una vez que el ultimo fragmento de la cadena If -
CLIP- ha sido removido.®** E] heclio de que en células sin If no se
detecte union de péptidos en RE™ Indica que incluso los dimeros of
sin Ii en el RE no tienen la conformacion adecuada para unir péptidos.

Otra alternativa para explicar lo anterior es que la concentracion de
péptidos en ¢l RE es insuflciente para su unién a moleculas clase IL
Los inicos péptidos que se han demostrado en forma contundente en
el RE, son los péptidos senal. En el caso de las moléculas clase I, Ia
unién de péptidos provenientes del citosol es favorecida por la
asociacion de aquellas a TAP1-TAP2, Lo anterlor sugiere que la
degradacion de las distintas formas de LG no ocwrrld en este sltio y,
por lo tanto, que, ademds de una haja capacidad de unién, otro factor
para la ausencia de péptidos asoclados a las moléculas clase II en
compartimientos tempranos es que, ademds de los mencionados, 1o
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existan otros péptidos en RE. Esto es compatible con los resultados
obtenidos en trabajos realizados con células deficientes en
transportadores, en las que hay una baja expresion de motéculas clase
I en superficie, apoyando la conclusion de que el RE es un
compartimiento con bajo aporte de péptidos.

Otro hallazgo importante de la elucidn de los peptidos asociados a las
moléculas clase II fue la demostracion de que dos formas enddégenas
de una misma proteina pueden dar distintos patrones peptidicos. Es
posible que estas diferenclas se deban a su localizacion intracelular ya
que ambas formas de lisozima pudieron degradarse en distintos sitios
de la célula y asi generar diferentes perfiles de péptidos. Como se
menciond, muchos de los aspectos del transporte y sitios de
degradacion de proteinas en el RE son desconocidos. Por lo tanto, 1o
que nuestros resultados indican es, que a pesar de que ambas
proteinas entran al RE, su comportamiento subsecuente es difrerente.
Asi los péptidos derivados de la LG-TM podrian generarse en un sitio
distinto de donde se generan los péptidos derivados de LG-KDEL,
aunque aparentemente, Ia union a las nioléculas clase II fue, en ambos
casos, en alpin compartimiento endocitico. En este punto es
importante comentar que el hecho de que la LG-TM sea una forma
truncada pudo influir en los pérfiles de péptidos observados.

De acuerdo a los resultados aqui presentados y tomando en
consideracién otros estudios realizados por nuestro grupo en los que
la presentacion de clertos determinantes derivados de estas mismas
proteinas a linfocitos T fue inhibida por BFA y por cloroquina, pero
no por monensina, (inhibidor del transporte a nivel de la red de trans-
golgi)™ podemos concluir que ia via de procesamiento que siguen
estos antigenos es muy similar a aquetla utilizada por los antigenos
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exogenos y que lo mds importante para marcar diferencfas, en
proteinas que entran a la via exocitica, son las senales de transporte
en la proteina, para su posterior degradacion independientemente de
su origen.

El hecho de que una misma proteina con distintas localizaciones
intracelulares sea capaz de generar péptidos diferentes, puede tener
impHcaciones importantes en cuanto a la induccion de tolerancia
inmunologica, asi como en relacion con la génesis de autolmmunidad y
enfermedades autoinmunes, ya que péptidos que bajo clertas
circunstancias no se generen pueden evitar la delecion de clonas
autoreactivas y en el momento de estar presentes pueden ser el punto
inicial para el desarrollo de un fendmeno antolnmune.
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