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RESUMEN 

La función de las moléculas clase Il es la presentación de antígenos 

derivados de proteínas (xogenas a los linfocitos 'I' 	. Sin embargo, un 

gran numero de peptidos presentados por estas moléculas provienen de 

proteínas endógenas propias de la celula. 

Este trabajo se realizó para de determinar si habla generación y unión de 

peptidos en compartimientos tempranos de la vía exocílica a moléculas 

clase 11, como una vía de procesamiento de 	tigenos endogenos que 

permitiera explicar las diferencias observadas entre los mecainsinos de 

procesamiento de formas exógenas y endogenas de una misma proteína. 

Ademas se determino si la distribución intracelular de 1111 antígeno 

enclógcno resulta en diferentes tient:idos presentados por n►ole'culas clase II 

del MIAU El antígeno utilizado como modelo fue la lisozima de gallina (LO). 

Se examinaron tres lineas celulares que expresan tres formas endógenas de 

LO, una de ellas truncada y transmembranal, la otra retenida en el RE y una 

más secretada. El análisis consistió, por un lado, en hacer un seguimiento 

del antígeno y de las moléculas clase II intracelularmente, ademas de 

evaluar los peptidos asociados a las moléculas clase II en las distintas 

células presentadoras de antígeno (OPA). 

Se encontraron diferencias en los perfiles de péinalos generados a partir de 

dos formas endógenas de una misma proleina. Sin embargo, no se pudo 

detectar unión de péinalos a moléculas clase 11 en compartimientos 

tempranos de la vía exoeitica. Los resultados sugieren fuertemente que los 

antígenos endógenos pueden utilizar la misma vía de procesamiento que los 

antígenos exógenos para su present ación por moléculas clase II. Las 

diferencias en procesamiento observadas se deben, huís que al origen de un 

antígeno, a su localización intracelular. El retículo endoplasmico no es un 

sitio adecuado para la unión de péinalos a moléculas clase 11. 



INTRODUCCION, 

Tanto para la inducción de una respuesta inmune como para los 

mecanismos de tolerancia inmunológica, es necesario el 

reconocimiento del antígeno por los receptores específicos expresados 

en la superficie de los linfocitos 13 y T. En los primeros, el receptor es 

una forma transmembranal de innmoglobulina; mientras que en los 

linfocitos T, el receptor es un heterochmero de 90 1:Da, formado por 

una cadena a y una unidas mediante un puente disulfuro.' 

El receptor de antígeno en los linfocitos T (HIT), a diferencia de las 

inmunoglobulina.s, es incapaz de reconocer antígenos en su forma 

nativa. El RLT sólo puede reconocer antígenos (casi siempre 

derivados de proteínas) después de que éstos han sido endocitados y 

procesados por una célula presentadora de antígenos (CPA).' El 

procesamiento de un antígeno, por lo tanto, consiste en la digestión 

intracelular de la proteína a péptidos capaces de asociarse a 

moléculas del complejo principal de histocompatibiliciad (MIIC) y la 

unión de los péptidos a éstas. En esta degradación participan diversas 

proteasas intracelulares."' 

Existen dos sitios en la célula que son importantes en la degradación 

de proteínas: el citosol, donde se encuentra un complejo 

multienzimatico formado por tnás de 30 subunidades denominado 

proteosoma.' Dos de las subunidades de este complejo, las 

denominadas LMP2 y LMP7 están codificadas dentro del WILIC.5'' Este 

sistema es utilizado como un mecanismo fisiológico de degradación de 

la célula y las proteínas que van a ser degradadas por este complejo 

multicatalítico necesitan ser marcadas mediante la adición de un 
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polipéptido tle ubicuitina. El otro oreando import ante de (legración 

intracelular es el lisosoma, en donde existen diversas hidrolasas 

incluyendo una gran variedad de proteasas que actúan a un 01 ácido 

con diferentes tipos (le actividades.' 

Hay dos clases primordiales de moléculas del 1\11-le que participan en 

la presentación de antígenos a los linfocitos T. Las moléculas clase I 

(IILA-A, B y C en humanos y 11-2K y I) en el num» presentan 

péptidos a los linfocitos T el)8 • , que son los principales mediadores de 

la eitotoxiciciad mediada por células. Por otro lado, los péptidos 

unidos a las moléculas clase II del MIle (LILA-DR, DQ y Dl' en 

humanos y H-2A y H-2E en ratones) son reconocidos por linfocitos '1' 

CD4 responsables de las funciones inductoras de la respuesta 

inmune."" Las moléculas clase II del ratón tienen características y 

funciones muy similares a sus equivalentes humanas, 

De acuerdo a su origen, existen dos fuentes de antígenos que pueden 

ser procesados y presentados a los linfocitos T. Aquellos antígenos 

que se sintetizan en el interior de las células y que son llamados 

endógenos, los cuales pueden ser proteínas propias de la célula 

sintetizadas, ya sea en los ribosomas libres o en aquellos asociados al 

retículo endoplásmico (RE) rugoso. Los antígenos endógenos pueden 

tener diversas localizaciones intracelulares desde que son sintetizados 

hasta que llegan a su destino especifico dentro de la célula. Además 

de las proteínas propias de la célula, se consideran endógenos los 

antígenos tumorales y los viriles. Ademas, debido a su 

comportamiento, también podrían clasificarse en este grupo los 

antígenos bacterianos y parasitarios que se multiplican en el interior 

de la célula. Estos antígenos se degradan predominantemente en 
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citosol " pero pudieran ser degradados en olio sitio dependiendo de 

su localización en la célula, 

En este punto los sistemas de degradación intracelular son incapaces 

de distinguir entre proteínas propias y extrañas, así: cualquier péptido 

que se genere que pueda encontrarse con moléculas del 1‘11-1C y que 

cumpla con las características para unirse a estas moléculas podría 

ser presentado a los linfocitos T. 

El otro tipo de antígenos, son los denominados exógenos, que son 

originados fuera (le la célula y penetran a esta por endocitosis o 

fagocitosis. Por lo tanto, este tipo de antígenos se localiza 

principalmente por la vía endoculea. 1)e esto toallero se consideran 

antígenos exógenos a cualquier proteína que pueda ser endocilada o 

proteínas derivadas de agentes infecciosos que son fagocitados para 

promover su destrucción. Sin embargo, algunas proteínas propias de 

la célula residentes de la vía endocitica O que como mecanismo 

fisiológico se degradan en los lisosomas (aunque semanticamente son 

endógenos) pueden también considerarse como antígenos exógenos 

por su localización celular. La degradación de este tipo de antígenos 

es fundamentalmente en compartimientos de la vía endocitica, 

predominantemente en lisosomas .'" 

De acuerdo a lo anterior existen dos fuentes de antígenos 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 clases distintas de moléculas de 

histocompatibilidad; las moléculas clase 1 y las moléculas clase II. 

Ambos tipos de moléculas del 111-IC comparten algunas 

características estructurales' pero difieren en los procesos de 



ensamblaje y transporte intracelular desde su biosintesis hasta su 

expresión en la membrana celular. 

Si tomamos en cuenta estas diferencias y con base en un gran numero 

de trabajos experimentales las inoleculas clase I del 1\1 I1C podrían 

presentar predominantemente péptidos duriVildos de proteínas 

endógena3 y las moléculas clase 11 principalmente péptidos derivados 

de proteínas exogenas.'"' Sin embargo, el analisis de péptidos eluídos 

de ambos tipos de moléculas, as' como diversos reportes 

experimentales demuestran que las moléculas clase I pueden 

presentar peptidos derivados de antígenos exógenos"' y que un gran 

porcentaje de los peptidos presentados por las moléculas clase II 

corresponden a proteínas propias de la celada. 	Asa mas que el origen 

(exógeno o endógeno), lo que parece definir el destino de los peptidos 

es la localización intracelular de la proteína que les da origen. 

Los mecanismos de procesamiento por los cuales los antígenos 

endógenos pueden ser presentados por moléculas clase II aún no 

estar completamente definidos. Además, la presentación de péptidos 

de proteínas endógenas por moléculas clase II es de gran importancia 

en los mecanismos de tolerancia que participan en la prevención de 

enfermedades autoinmunes y pueden tener implicaciones importantes 

en la generación de las mismas. Por lo tanto, es importante el estudio 

de los mecanismos por los cuales una proteína endógena es 

presentada por moléculas clase 11, así como la determinación del sitio 

en donde los peptidos derivados (le proteínas endógenas son 

generados y el sitio donde se unen a moléculas clase II. 
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ANTECEDENTES 

MOLECULAS CLASE I 

Estructura y Funciones 

Las moléculas clase I del MEC son glueoproteínas formadas por una 

cadena it de 44 kDa, constituida por tres dominios extracelulares, una 

región transmembrattal y una cola intraettophismica corta. Esta 

molécula es codificada por el MITO en el cromosoma (1 humano y el 17 

murino y se asocia de manera no covalente a una cadena /12-

microglobulitia f/ 2M), de 12 klla, que se codifica en el cromosoma 15 

humano.' 

Las moléculas clase I son altamente polimorficas y se expresan en la 

superficie de la mayoría de las células ¡lacteadas como un complejo 

trimolecular formado por la cadena u, la 112M y un péptido antigenico 

de 7 a 10 aminoácidos. 1" 

Los estudios cristalográficos de las moléculas clase 1 identificaron una 

estructura formada por los dominios más distantes a la membrana 

constituida por dos « hélices apoyadas en ocho bandas ¡1 plegadas 

antiparalelas (figura 1A).22. 2  Dentro de esta estructura se determinó 

una densidad electrónica que correspondía al peptido antigénico, que 

al ser elimidada daba lugar a una hendidura, la cual corresponde al 

sitio en donde los péptidos generados a partir del procesamiento se 

unen a las moléculas clase I para ser presentados a los linfocitos T 

CD8' . 

En la base de esta estructura es donde existe el mayor polimorfismo, y 

se han derterminado cavidades denominadas "Pockets" que son alelo 

específicas y que unen a determinados aminoácidos en los péptidos 
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Figura 1 Estructura terciarla (le las moléculas clase 1011 y clase II 1111 (Id MIIC (modificada de 
refetenela II)). 



llamados "lifotifs"."' "" Este tipo de interavviones explica las bases de la 

selectividad de la unión péplido-molecula de hist ()compatibilidad. 

Biosíntesis, Ensamblaje y Transporte 

Durante su biosíntesis, la cadena a cle la molécula clase 1 y la /12M, son 

translocadas cotraduceionalmente al interior del RE, donde ocurre 

una serie de eventos necesarios para el ensamblaje del trímero ay32M-

pepticlo.2' Al ingresar al RE a la cadena pesada se asocia una 

chaperona llamada calnexina" '" y posteriormente la 112M. Diversos 

estudios experimentales demuestran que este (limero es inestable y 

que es indispensable la presencia de un peptido para completar el 

ensamblaje en RE."' 

Si se considera que un gran número de antígenos sintetizados en 

citosol son presentados por moléculas clase I y que el citosol, 

mediante el sistema multicatalítico denominado proteosoma, formado 

por multiples subunidacles es capaz de efectuar proteolisis a pH 

neutro. Dado que las moléculas clase I están en el interior del RE, es 

indispensable la existencia de un sistema transportador del citosol al, 

RE que permita el contacto de péptidos con la molécula clase I. 

De esta manera el transportador es un heterodímero compuesto por 

las subunidacles TApi y TAP2, que están codificadas en MEC, que se 

expresa en la membrana del RE.""' 'Y'' La función de este (limero es 

transportar los péptidos generados en el citosol al interior del RE, de 

manera dependiente de KIT. Líneas celulares deficientes de estas 

moléculas transportadoras acumulan cadenas c y ¡?2M en el RE,'' lo 

cual demuestra que la principal fuente de péptidos capaces de 

estabilizar a las moléculas clase I provienen de citosol. 
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Además, existen evidencias experimentales de que la cadena unida a 

la 1. 12M se asocia transitoriamente a TAPI y TAP2, para cargarse con 

los péptidos trastocados por estos transportadores. 	Si al (limero 

/12M se une un pepticio adecuado, el complejo resultante se disocia del 

heterodímero TAP1-'fAP2 y la molécula totalmente ensamblada sigue 

su viaje por la vía exocítica a la superficie celular. Esto nos lleva a 

pensar que la asociación de las moléculas clase 1 con los 

transportadores tiene como objeto favorecer que los péptidos 

provenientes de citosol se unan a moleculas clase 1."" 

Tomando en cuenta lo anterior, la función de las moléculas clase 1 de 

acuerdo a su estructura, esamblaje y transporte, es entonces 

presentar péptidos derivados de proteínas endógenas, cuya 

degradación es fundamentalmente el complejo multicatalítico 

localizado en cítosol a linfocitos '1' CD3+. Sin embargo, diferentes 

péptidos eluídos de moléculas clase 1, demuestran que antígenos 

endógenos provenientes de otras fuentes, como proteínas de 

membrana, de secreción y proteínas relacionadas con moléculas del 

MITO e inclusive proteínas derivadas de antígenos exógenos pueden 

también presentarse por moléculas clase I, lo que sugiere la posible 

existencia de otros sitios de degradación en la célula u otras rutas o 

vías de unión de péptidos O moléculas clase 1.1"'".7D '" 

MOLECULAS CLASE II 

Estructura y Funciones 

Las moléculas clase II del MIIC, como las moléculas clase 1, son 

glucoproteínas altamente polimódicas, pero que están formadas por 

una cadena r< de 32-34 kDa y una I; de 26-28 kDa, ambas codificadas 
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por el MIIC en el cromosoma 6 humano y 17 minino. '" Las dos 

cadenas tienen dos dominios extracelulares, uno transmenibranal y 

uno intracitoplásinico. Las moléculas clase Il son expresadas en la 

membrana de linfocitos 11, macrófagos, células dendriticas, linfocitos 

T activados ien hunianosi y bajo ciertas condiciones en células 

epiteliales, con un péptido de 13- 26 residuos de aminoácidos unido a 

ellas." 

Estudios cristalográlivos realizados por Wiley y colaboradores 

demostraron, para la niolecula IlLA-Dfil, que los dominios al y id 

forman una estructura similar a la descrita anteriormente para las 

moléculas clase I (figura 11-31." Las principales diferencias 

estructurales con respecto a MHC clase 1, basadas en su cristalogralia, 

radican en el dominio l2 y en el sitio de unión a los péptidos (dominios 

al y ,11), en donde la molécula clase II tiene una estructura más 

abierta en los extremos, permitiendo que los péptidos se unan a ellas 

en conformación extendida, proyectándose en ambos extremos. De 

esta manera, los péptidos que se unen a moléculas clase II son muy 

variados en tamaño (aún para un mismo determinante antigénico) y 

están formados por un núcleo central con prolongaciones o 

extensiones tanto en el amino, como en el carboxilo terminal." En la 

base del sitio de unión a péptidos de la molécula clase II también hay 

cavidades que interactúan con las cadenas laterales de determinados 

aminoácidos del núcleo del péptido (motifs), dando también lugar a 

una interacción selectiva péptido-alelo clase II." 

Biosíntesis, Ensamblaje y Transporte 

Las cadenas a y fi de las moléculas clase II, después de su biosíntesis, 

son translocadas en forma cotraduccional al interior del retículo 

endoplásmico 	Despues de su ingreso en el RE, las cadenas 
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clase II u y f;, forman (limeros que se asocian con un homotrimero de 

una tercera proteína, conocida como la cadena invariante Oil para 

formar un nonamero.'" Algunos trabajos demuestran la participación 

de chaperonas durante la formación de este nonúmero, como la 

calnexina e 11.390, las cuales se asocian a los dínieros ‹.1t; libres en 

ausencia de cadena Ii y la presencia de la cadena li disocia a las 

chaperonas del complejo.'' Otras chaperonas, como Bip, pueden 

también unirse a trímeros de cadena li, así como con uno 0 dos 

heterodímeros 	y retenerlos en el RE,"' hasta concluir el ensamble 

del nonamero. Algunas formas libres de cadena invariante también 

son retenidas en el retículo endoplasmico. 

Estos trabajos sugieren fuertemente que no existen chineros libres (1/1 

intermediarios en presencia de cadena 1i o. cuino una alternativa, que 

de existir, su vida media es muy corta." Por otra parte, diversos 

trabajos demuestran de manera contundente la participación de li en 

el ensamblaje de las moléculas clase fi.'" En ausencia de cadena li la 

expresión de moléculas clase II en la superficie es muy baja." No 

obstante, estudios realizados utilizando sistemas de síntesis de 

proteínas in vitro sugieren la posibilidad de que durante el ensamblaje 

de las moléculas clase II, se formen (limeros a/i libres, capaces de unir 

péptidos, lo cual previene la unión de la cadena li con los 

heterotrímeros (0-pépticlo." Los eventos de ensamblaje de las 

moléculas clase II se ilustran en la figura 2. 

CADENA INVARIANTE 

Estructura 

La cadena invariante es una glucoproteína tipo 11 no polimórilca, 

codificada en el cromosoma 5 en el humano y en el cromosoma 18 en el 
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ratón, Esta molécula Se expresa de manera constitutiva en CPA. En el 

ratón existen dos isoformas, mient ras que en el humano hay cuatro 

isoformas de la imítenla:" 

La principal forma expresada en humanos es de 216 aininoacidos, con 

un dominio 01111110 terminal eitoplasinico de 30 aminoticidos, seguidoA 

por 26 residuos de aminoacidosiddrohlibicos que constituyen la región 

transmembranal. Esta forma es referida como 1)33 (1.)31 en el ratón). 

La segunda forma de la cadena Ii humana, que resulta de un codon 

alterno de iniciación de traducción, es conocida como p35.' 

La tercera isoforma de expresión de esta proteína, es resultante del 

procesamiento alterno del inRNA y da como resultado la adición de 64 

aminoócidos en la región extraceluiar, generando las proteínas 

denominadas lrll (en el ratón y en humanos) y p43 (sólo en litunanos) 

por inieación alternativa de traducción?' Cualquiera de las isoformas 

mencionadas puede formar el friolero durante el ensamblaje. Sin 

embargo existe Pred0Illiillinda de p33 o p35 en el humano y 1)31 en el 

ratón."' 

Funciones. 

La cadena invariante tiene por lo menos tres funciones importantes en 

el procesamiento de antígenos por moléculas clase II." La primera, 

como se menciono anteriormente. es su participación en el ensamblaje 

para formación de nonameros clase 11 estables, condición necesaria 

para salir del RE.'"«  En segundo lugar, la cadena Ti protege el sitio de 

unión de péptidos de las moléculas clase II, impidiendo la unión de 

péptidos antes de alcanzar la vía endocítica. Esto se apoya en trabajos 

experimentales que demuestran que los trínieros «f1-Ii son incapaces 

de unir péptidos.'' Sin embargo, este punto ha sido recientemente 
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objeto de controversia, ya que algunos trabajos con células que no 

expresan cadena Ii, demuestran que sus moléculas clase 11 tienen una 

capacidad limitada de unir peptidos endogenos, lo que sugiere que la 

prevención de la unión de peptidos a las moléculas clase II antes de 

que lleguen a la vía endocitica, no es una función primordial de la 

cadena Ii." 

Finalmente. la  porción intracitoplasmica de la cadena iiivariante es 

una sena' de trafico intracelular que lleva las moléculas clase 11 a la vía 

endocitica.""" En ausencia de la cadena invariante. pocos (limeros 

clase Il salen del RE. El tipo de trafico intracelular inducido por la 

cadena invariante varía de acuerdo al tipo celular." 

Si tomamos en cuenta los puntos mecionados. la  cadena Ii tiene un 

papel muy importante en la presentación de antigenos exógenos por 

moléculas clase II. La ausencia de cadena Ii disminuye de manera 

importante la presentación de este tipo de antígenos por moléculas 

clase II?' 	Sin embargo, la presentación de algunos antígenos 

exógenos, así como la de algunos endógenos, puede aumentar en 

ausencia de 	" Esto último sugiere la existencia de otras vías de 

procesamiento de antígeno para su presentación por moléculas clase 

II. 

Transporte. (Moléculas clase II-cadena TÚ 

Los nonameros clase 11-li que salen del RE viajan a través del aparato 

de (iolgi hasta 1:1 red de trans-Golgi, (le donde el complejo 

multimérico es desviado a un compartimiento endocitico temprano." 

Una de las primeras evidencias importantes de la desvinvion de las 

inoleculas clase 11 hacia la vía cialovitira fue la demostravion del 
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tiempo que tardan en llegar a la superficie celular 	horas;. 

comparado con las inoleculas clase I 160 DM nitos 

Estudios previos sugermn la presencia de moléculas clase II destines 

de su biosíntesis, en conipari innentos de la vio endocitica,' lo cual fue 

confirmado por los estudios de Guagliardi y Brodsky 

Simultáneamente, los estudios de Baklw y Dobersstein"j  y 

subsceuentement ts. de Pil,erson y colabtmull wes demostraron que la 

cadena invariant e tenia 111 zn esi Viietura una Seelleilda de 

aminoacidos 	Vt111S1  !t. 'Ay- una sedai de trafico que dhige, a las 

moléculas clase II, de la red de trans-Golgi hacia compartimientos de 

la vio endocitica 

En estos trabajos se generaron mutantes con deleelones en distintas 

regiones del gen, con las que se demostró que en la región amino 

terminal, residuos 12-15 de p33, se encuentra una región importante 

de trafico intracelular. A partir de entonces, multiples trabajos 

demuestran la participación de la cadena fi en el tráfico de las 

moléculas clase II a la vía endocitica"` 	Los trabajos de Ciermain y 

colaboradores sugieren que la vía de llegada de las moléculas clase II a 

la via endocitica es a través de la red del trans-golgi hacia los 

endosomas tempranos"''''. 

Existen, en la vía endocitica, compartimientos multilaminares con 

características morfológicas que los distinguen de los endosomas 

tardíos y dé los lisosomas. que se han denominado /11/1C o CV/1. En 

estos compartimientos existe una acumulación de moléculas clase 

y se cree que son los sitios de la vio endocítica en donde se etectua la 

unión con los peptidos exógenos derivados del procesatniento 7334. 
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A pesar de que los complejos clase II-cadena ii parecen interceptar la 

vía endocítica mediante vesículas que se fusionan con los endosomas 

tempranos, dependiendo del tipo de célula, las moléculas clase II 

parecen acumularse en distintos compartimientos. Así, en linfocitos 13 

se localizan abuntiamentemente en los compartimientos 11111C, 

mientras que en melanomas y células COS se localizan a lo largo de 

toda la vía endocítica. En algunas líneas de linfocitos 13 humanas 

también pueden encontrarse en endosomas tempranos y, en algunas 

ocasiones, en la superficie celular'''. 

Además de las señales de trafico localizadas en la secuencia de la 

cadena 1i, algunos trabajos han sugerido señales de tráfico en la 

secuencia de las cadenas ,/ y ff de la moléculas clase II. En el tallo 

citoplásmico de ambas cadenas se encuentran señales para 

internalización." Bajo ciertas circunstancias, en ausencia de cadena Ii, 

las pocas moléculas clase II que salen del RE viajan a la superficie 

celular y posteriormente pueden ser internalizadas a compartimientos 

de la vía endocítica para su posterior reciclannento.71  

Disociación de la Cadena Ii, DM e Intercambio de Péptido. 

Para permitir la unión de péptidos a las moléculas clase II, la cadena Ii 

se disocia del dimero clase II en forma gradual, a partir de su llegada 

a la vía endocítica. En esto participan diferentes proteasas y el pH 

ácido." 

De las proteasas que participan en la degradación de la cadena II, la 

mejor caracterizada es la catepsina 13. Esta es una proteasa císteinica 

con actividad de endopéptidasa, cuya localización principal son los 

lisosomas, los trabajos de Reyes y colaboradores" demuestran la 

degradación de 1i in vitro por la catepsina 13, con la generación de 
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fragmentos de 27, y 24, 15 y 10 Id» (similares al tamaño de los 

productos de gradación de la cadena Ii in vino) que permanecen 

unidos a la molécula clase II. a bajas concentraciones de enzima. 

Cuando se utilizan altas concentraciones de la enzima se logra la 

disociación total de la cadena li. Sin embargo in vivo las 

concentraciones de la catepsina 13 no son tan elevadas, por lo cual no 

se puede descartar la posibilidad de la participación conjunta de otras 

enzimas proteolíticas en la disociación de la cadena Ii. Además, en 

presencia del inhibidor de proteasas Icupeptina (inhibidor de cisteín 

proteasas), se genera un fragmento que permanece unido a la cadena 

invariante, denominado LIP (péptido de cadena invariante generado 

por leupeptina)." lo que apoya la participación de proteasas de 

cisteína en la disociación de cadena h. 

Estudios recientes han demostrado que despues del procesamiento de 

la cadena invariante, el péptido denominado CLIP (péptido de cadena 

invariante asociado a clase II), que corresponde a los aminiácidos 81-

104, permanece unido a la molécula clase II ocupando el sitio de unión 

de péptido" y de la disociación de este péptido, que se une de la 

misma manera que péptidos convencionales,'' depende la unión del 

péptido antigénico que será presentado por las moléculas clase II. A 

este proceso se le demomina intercambio de péptido, el cual es 

indispensable para la unión de péptidos antigénicos. De no ocurrir así, 

una gran cantidad de moléculas presentarían el péptido CLIP en la 

superficie celular. 

En la liberación del CLIP parecen no participar proteasas 

intracelulares. Se ha sugerido que la molécula clase II FILA-DM en 

humanos (H-2M en ratones) tiene un papel importante en el 

intercambio del CLIP y los péptidos antigénicos. "" Esta molécula 
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clase II no clasica, es codificada por los genes DMA y DM13 de la 

región clase II del MHC humano;''' no es poli►nortica ni se expresa en 

la membrana celular, sino que se localiza de manera abundante en 

compartimientos de la vía endocitica con caracteristicas similares a 

MIIC." Aparentemente una señal de tráfico, independiente de la 

asociación con cadena Ii o ►moléculas clase II, las dirige a 

compartimientos de la vía endocitica. 

La molécula DM, tiene poca homologin estructural con las ►moléculas 

salse II convencionales. Estudios realizados in vitro con moléculas DM 

purificadas sugieren que a p11 5.0, éstas promueven la disociación de 

péptidos unidos a HLA-DR, incluyendo CLIP,'" Este proceso por lo 

tanto, libera a las moléculas de los péptidos endogenos de Ii y 

aumenta la eficiencia de unión de péptidos exógenos. 

Los estudios realizados con células deficientes en DM demuestran una 

acumulación de moléculas clase II con el péptido CLIP con una 

disminución en la eficiencia de presentación de antígenos exógenos.m  

La participación de esta molécula en el procesamiento de antígeno es 

menor en el ratón. Además, existen diferencias en el requerimiento de 

DM para la eficiencia de procesamiento para distintos alelos clase II. 

Esto ha llevado a postular la existencia de un mecanismo adicional 

para la disociación del péptido CLIP. 

Estudios recientes realizados por Hámmerling y colaboradores 

demuestran que los residuos 81-90 del segmento amino terminal de 

CLIP, a pH ácido, pueden autocatalizar la liberación de este péptido y 

de otros péptidos de Ii, permitiendo la carga de péptidos generados 

por procesamiento lisosó►nico por un mecanismo de liberación 

alostérica.09 	• 
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Proteasas que Participan en la Generación de Peptidos Presentados 

por Moléculas Clase II. 

En vesículas de la vía endocitica, fundamentalmente en lisosomas. 

Diversas proteasas participan en la generación de peptidos, derivados 

de proteínas exógenas, capaces de unirme a las, moléculas clase 

Entre las mejor caracterizadas Si' encuentran las que tienen actividad 

de cisteín proteasas como las catepsinas A, II, y 1,, aquellas con 

actividad cle sería proteasas similares a hi tripsina y la quanotripsina, 

las que tienen actividad de asparlil proteasas como la catepsina E y la 

entepsina I) y niel alopmt casas como la termolisina." 

I)iversos estudios, utilizando inhibidores de diferentes proteasas, 

sugieren la participación de manera conjunta de las multiples enzimas 

proteolíticas en la generación (le peptidos antigénicos, lo que 

explicaría, al menos en parte, la gran heterogeneidad de los peptidos 

presentados por las moléculas clase II."' Por otra parte. estudios 

utilizando un inhibidor específico de calepsina E, sugieren la 

participación de esta enzima en la generación de un determinante 

antigénico de ovaalbumina."2  Debemos considerar que la mayoría de 

estudios que demuestran la participación de ciertas enzimas en el 

procesamiento de antígeno son indirectos y, aunque existen estudios 

que lo sugieren, no se tienen evidencias experimentales que 

demuestren la participación selectiva de cada una de las enzimas en el 

procesamiento de antígenos específicos."' 

Estudios recientes han demostrado que, además de que los lisosomas 

participan en la degradadon de proteínas que penetran a la célula por 

endocitosis, estos organelos tambien constituyen el sitio de 

degradación fisiológica de la célula y que las proteínas degradadas en 
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este sitio tambien requieren de la adición de un polipeptido de 

ubicuitina." 

Además de los lisosomas y el citosol como sitios importantes de 

degradación en la célula, algunos autores proponen que en el RE 

puede existir una degradación importante de proteínas y, por lo tanto, 

de generación de peptidos," Aquellas proteínas que no se ensamblan 

adecuadamente y que, en consecuencia, no son capaces de formar 

complejos oligomericos, no pueden salir de RE. Por lo cual, para 

mantener un equilibrio, estas proteínas necesitan ser enunciadas. 

Todas las proteínas retenidas en RE eventualmente son degradadas, 

algunas de ellas rapidamente, mientras que otras tienen tiempos de 

vida muy largos," 

La existencia de un sistema de degradación de proteínas en el RE esta 

apoyada por trabajos en los que la utilización de agentes 

farmacologicos que inhiben la degradación lisosómica no afectan la 

degradación de proteínas de componentes multímericos, 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 

sugiere la existencia de un mecanismo de transporte de proteínas a 

lisosomas, o algún otro sitio, para su degradación. Ademas, tampoco 

puede descartarse la posibilidad de exista un mecanismo de 

transporte de proteínas parcialmente degradadadas en RE a 

ilsosomas. 

Importancia del l'éptido en la Estabilizaeion del 'Muero Clase II. 

Al igual que para las moléculas clase I, diversos trabajos demuestran 

la participación del péptido en la estabilización del dinero clase II. La 
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aparición. en presencia de 111) peptido adecuado, de una forma 

denominada compacta de (limeros (las(' II. resistente al S1)S, y que en 

geles de poliacrilamida permanece como lni dimero de 55-60 Kda 64.1-

péptido), demuestra que el peptido provoca un cambio 

conformacional en el hoterodíniero clase II, promoviedo una 

estructura estable."' 

Los estudios realizados por Shadegh-Nasseri y colaboradores 

demuestran que en la generación de complejos clase II- péptidos de 

vida inedia larga, hay dos estadios fundamentales. M primero a jai 

ácido, el cual promueve la iidquisición de una conformación óptima 

del lieterochmero clase 11 para la capturo del péptido. En el segundo 

estadio, después de la neutralización, se estabiliza la unión del 

péptido, dando como resultado una ínteracción de alta afinidad con el 

péptido asociado."" . 	adicion de peptidos exógenos a células con 

baja expresión de moléculas clase II aumenta la expresión de éstas en 

la superficie, lo que indica que el péptido prona leve una conlbrinación 

estable, necesaria para la expresión de las moléculas clase II."'" 

Transporte de las Moléculas Clase II a la Membrana Celular y 

Reciclaje 

Las moléculas clase II sin cadena Ii que se hall cargado con péptido 

son transportadas a la superficie celular. La ruta por la cual este 

complejo triniolecular sale a la superficie no esta definida aún. 

Algunos trabajos sugieren que esta vía de salida puede intersectar con 

la vía de exocitosis." Sin embargo, no se puede descartar la existencia 

de una ruta alterna de salida. 

Diversos trabajos han demostrado que después de que las moléculas 

clase II han llegado a la superficie celular, éstas pueden ser 
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internalizadas y recicladas de nuevo a ésta." Ademas, algunos 

trabajos sugieren la existencia de un intercambio de péptido durante 

este proceso."'' El reciclaje de moléculas clase II podría implicar la 

existencia de otra vía de procesamiento para moléculas clase II, la 

cual explicaria por qué ciertos antigenos no requieren de la presencia 

de cadena Ii y/o de la molecula DM para su eficiente presentación por 

moléculas clase II. 

Diversos trabajos experimentales apoyan este ulti►IlO plinto. Los 

trabajos de Long y colaboradores demostraron que para la 

presentación de péptidos de la proteína de hemaglutinina del virus de 

influenza y para péptidos derivados de la proteína basica de la 'Melina 

por moléculas I-ILA-DR, el reciclaje de moléculas clase II es 

fundamental.1101  

Con base en los antecedentes planteados anteriormente, es claro que 

existen diversas variables que determinan cuales serón los péptidos 

presentados por las moléculas clase II."' En primer lugar los eventos 

de ensamblaje de la moléculas clase II; en segundo, las rutas de 

transporte de las moléculas clase II a la superficie celular;"'" en 

tercero y cuarto lugares, la presencia y disociación de la cadena le.'" 
'19 en quinto lugar, el intercambio de péptido" y, finalmente, el pH de 

los compartimientos donde se localizan las moléculas clase II.'" Este 

último punto no sólo es importante para la actividad de las proteasas 

que degradan los antígenos a péptidos inmunogénicos, ya que a 

diferentes p11 podrían generase distintos péptidos, sino además, 

porque esto seria importante para la conformación de la molécula 

clase II y su disponibilidad para adquirir péptidos capaces de formar 

moléculas clase II estables. 
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Es generalmente aceptado que las moléculas clase II presentan 

péptidos derivados de proteínas degradadas en vompartin líenlos de la 

vía endocitica.'" Esto ha sido interpretado, erroneamente, en el 

sentido de que las moléculas clase II del 1111C presentarían 

predominante o exclusivamente péptidos de prOte111115 exógenas. Ten 

estudios de elución de péptidos naturalmente procesados unidos a 

moléculas clase 11 humanas y nutrirlas se ha encontrado que los 

péptidos predominantes en éstas son derivados de proteínas 

transmembranales, la mayoria de ellas relacionadas con moléculas 

del MIIC (hasta un 50t/t), un 17q de los péptidos diarios corresponden 

a proteínas exógenas, mientras que solo un 3(4 corresponden a 

proteínas citosólicas.'" 

La frecuencia tan alta de péptidos provenientes de proteínas 

endógenas unidos a moléculas clase II, por un lado, no es 

sorprendente, pues muchas proteínas endógenas coinciden con las 

exógenas en los compartimientos de la vía endocítica por donde viajan 

las moléculas clase II. Sin embargo. algunos péptidos provienen de 

proteínas que no necesariamente deben estar en la vía endocítica. 

Esto podría explicarse si existiera unión de péptidos en otros sitios de 

la célula. 

Procesamiento y Presentación de Antígenos Endógenos por 

Moléculas Clase 11 

Los antígenos endógenos derivados de proteínas propias de la célula 

pueden dividirse en tres grupos fundamentales: 1.- proteínas 

citosólicas, 2.- proteínas mitocondriales y nucleares, 3.- proteínas de la 

vía exocítica, las cuales pueden ser residentes de RE, golgi, proteínas 

de membrana y de secreción. De éstas, las proteínas de la vía exocítica 

son la que pueden ser presentarlas de manera más eficiente por las 
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moléculas clase 	Sin embargo. hay ejemplos de proteínas 

citosólicas que también pueden presentarse.'''' pero no existen 

ejemplos de proteínas mitocondriales O nucleares presentadas por 

clase II. Estos datos correlacionan con los estudios de clución de 

péptidos unidos a clase II.'" 

Diversos trabajos demuestran la presentación 	de antígenos 

provenientes de proteínas de la vía exoeitica por moléculas clase II. 

La mayoria de estos trabajos trata de responder a la pregunta de cual 

es la vía de procesamiento que siguen estos antígenos para poder ser 

presentados por moléculas clase H. Es importante recalcar que, de las 

proteínas mencionadas, algunas no tendrían por que tener acceso a la 

vía endocitica y de ahí se deriva la posibilidad de que puedan 

degradarse y unirse a las moléculas clase II en otro sitio de tu célula, 

distinto de los habituales. Para poder estudiar las rutas de 

procesamiento de este tipo de antígenos podemos dividirlos en tres 

grupos importantes : 

Proteínas de membrana y de secreción: Operacionalemte, este grupo 

de proteínas se puede considerar como exógeno si tomamos en cuenta 

que las proteínas de membrana son, en algún momento, endocitadas 

como parte de los mecanismos de recambio natural de la célula. Para 

las proteínas transmetnbranales expresadas en la superficie celular, la 

utilización de sus ligandos favorece el entrecruzamiento y endocitosis 

mediada por receptores, haciedo más eficiente la presentación de 

antígeno.'" Las proteínas de secreción, por otra parte, se liberan al 

medio para posteriormente seguir la vía de endocitosis clásica. Lo 

anterior sugiere que estas proteínas son endocitadas para ser 

presentadas por la vía clásica de presentación. 
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Sin embargo, existen ejemplos, talco de proteínas de membrana como 

de secreción. que tienen diferentes requerimientos de procesamiento 

citando se comparan con formas exogenas de la misma proteina."."" 

Una posible explicación de estas diferencias seria si los ptIitidos 

derivados de estas proteínas fueran presentados por moléculas clase 

II recicladas. 

Los trabajos de Weiss y 130gen, utilizando con lo ant ígeno formas de 

cadena ligera de inmunoglobulina con diferentes mutaciones 

resultantes en formas transmembranales que no pueden expresarse 

en la superficie, asi como formas de secreción no liberadas al medio, 

demostraron que algunos antigenos endógenos de este tipo pueden 

presentarse eficientemente por moleculas clase II aunque no lleguen a 

la superficie celular.''' Estos experimentos sugieren que puede existir 

una vía de procesamiento para proteínas que no adquieran una 

conformación adecuada 0 que sean incapaces de de formar 

estructuras oligomerícas durante su ensamblaje en 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 ratones dobles transgenicos que expresan 

diferentes formas endógenas de proteínas TM y de secreción y que son 

deficientes de cadena Ii, demostraron diferencias notables cuando se 

compararon con formas exógenas de la misma proteína. 

Notablemente, algunos péptidos pudieron generarse apartir de formas 

exógenas pero no de formas endógenas de la proteína. En estos 

trabajos se demuestra además que la presentación de ciertos 

pépticos endógenos es inhibida en presencia de la cadena Ii, pero que 

otros determinantes dependen de la cadena Ii para su presentación.'s  

Es importante señalar que estos antígenos 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 

procesamiento de antígenos endógenos para su presentación por 

moléculas clase II y sugiere diversidad en las vías de procesamiento de 

este tipo de antígenos. 

Además de lo planteado anteriormente, otros estudios utilizando 

como antígeno hemaglutinina de influenza tipo A (HA), demuestran 

que la presentación de este antígeno por moléculas clase II es sensible 

a cloroquina (un inhibidor de la acidificación endosómica)."' En estos 

trabajos, utilizando mutantes que generan formas de este antígeno 

deficientes en transporte, se sugiere que para que este antígeno 

pueda ser presentado por moléculas clase II necesita translocarse al 

RE, ya que una forma cítosólica no puede ser presentada, pero que no 

se necesita transporte por el aparato de Golgi ni llegar a la superficie 

celular para poder ser presentado.'" Estos trabajos sugieren la 

existencia de un transporte directo de las mutantes de HA del RE a la 

vía endocitica para poder degradarse y unirse a las moléculas clase II. 

Proteínas residentes del RE: Estas proteínas son el mejor ejemplo de 

antígenos que son presentados con alta eficiencia por moléculas clase. 

II y que no tendrían porque llegar a la vía endocitica. Además, un 

porcentaje de péptidos naturalmente procesados unidos a moléculas 

clase II provienen de proteínas residentes de RE.'" Entre las proteínas 

residentes de retículo endophismico podemos encontrar las que tienen 

una secuencia señal que les permite permanecer en este 

compartimiento y que mediante la existencia de receptores pueden 

viajar del RE a la red de cis-Golpd. Un ejemplo de esto son las 

proteinas que tienen la secuencia KDEL en el extremo carboxilo 

terminal.11' Además, como se mencionó, muchas proteínas que no 
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adquieren una conformación adecuada o complejos multimericos que 

no se ensamblan adecuadamente. se  retienen en este sitio para su 

eventual degradación. 

Weiss y colaboradores"' utilizaron, ademas de lo descrito 

anteriormente, formas de cadena ligera de intnunoglobulina con la 

secuencia de retención KDEL y demostraron una eficiente 

presentación de antígeno. En estos trabajos surge la posibilidad de la 

generación y unión de estos peptidos se lleve acabo en el RE. Sin 

embargo en los trabajos de McCluskey y colaboradores 	utilizando 

una forma de lisozima de gallina ( LO) con la secuencia de retención 

KDEL, demostraron que la presentación de este antígeno es inhibida 

por cloroquina, lo que indica la participación de compartimientos 

acídicos para la presentación de este tipo de antígenos. 

Proteínas citosólicas. Para que este tipo de proteínas se pueda 

presentar por moléculas clase II, es necesario que se degraden en el 

citosol y que utilicen el sistema de transportadores a RE (rApi-

TAP2), o depender de la existencia de un sistema de transporte de 

citosol a lisosomas, ya sea de proteínas degradadas o de proteínas 

completas. Los estudios de presentación de este tipo de antígenos por 

moléculas clase II han generado controversia. Los trabajos de Long y 

colaboradores demuestran la existencia (le al menos dos mecanismos 

para la presentación de antígenos citósolicos por moléculas clase II, 

uno independiente y otro dependiente del sistema TAPI-TAP2." 

Los trabajos de Klausner y colaboradores demuestran tambien dos 

vías por las que puede ocurrir la presentación de un antígeno 

cotosólico (proteína de matriz de influenza A) por moléculas clase II, 

ya que puede ser presentada eficientemente por una vía insensible a 

13IPA (inhibidos del transporte de RE a Golgi)"' y sensible a 
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cloroquina, lo que sugiere una vía de presentación directa de RE a 

lisosomas O a compartimientos acidos. Por otro lado, estos autores 

identifican una segunda vía, sensible a BEA e insensible a cloroqina lo 

que sugiere la participación de un compartimiento pre-Golgi en la 

unión del peptido.'1 " 

Además, la cadena Ii previene la presentación de péptidos citosólicos 

por moléculas clase II."" En estudios utilizando un peptido citosólico 

corto que requiere de transportadores para su presentación por 

moléculas clase II, la utilización de libroblastos sin Ii como CPA, 

permite la presentación eficiente de este peptido. En contraste, 

células con un exceso de Ii son incapaces de presentar este mismo 

antígeno:2°  Estos ultimos estudios sugieren la posibilidad de péptidos 

derivados de antígenos citosólicos en RE . 

Finalmente, debemos mencionar los trabajos que demuestran que al 

realizar proteínas de fusión de ovalbumina y lisozima con la cadena 

invariante, aumenta la eficiencia de presentación por moléculas clase 

II. las proteínas que se presentan con mayor eficiencia son las que se 

fuclonan con cadena Ii que contiene la serial de trafico a la vía 

endocitica. 	Estos trabajos sugieren que el procesamiento de este 

tipo de antígenos se lleva a cabo en compartimientos de la vía 

endocitica, siendo entonces, el sitio más probable de procesamiento 

de la mayoría de los antígenos endógenos. 

Con base en lo anterior se puede observar que para ninguno de los 

tipos antígenos descritos anteriormente existe una regla que 

determine cual es la vía de procesamiento que utilizan para ser 

presentados por moléculas clase II del MIIC. Algunos trabajos 

sugieren la posibilidad de que el RE pueda ser un sitio de 

procesamiento y unión de péptidos a moléculas clase II, mientras que 
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otros demuestran que la generación y unjan de peptidos sólo puede 

efectuarse en compartimientos de la via endocitiea 

independientemente de la fuente de ant igeno. 

Estudios de Presentación (le Formas endogenas de lisozima de gallina 

(LO). 

El modelo de presentación de antígeno, utilizando formáis endogenas 

de lisozima de gallina, ha sido utilizado para responder una serie de 

preguntas relacionadas con las vías de procesamiento de antigenos 

enclogenos. 	'"'' En estudios realizados por otros grupos utilizando 

células B como presentadoras de antígeno se deniostro que una forma 

soluble de LO, liberada al medio, sintetizada de manera endógena se 

comporta igual que una exógena. Sin embargo una CFA que codifica 

una forma de LG con secuencia de retención en RE fue incapaz de 

presentar el epitópo 112-124. Además el uso de inhibidores de 

proteasas impide la generación de algunos epitopos pero no de otros. 

l'a  Esto sugiere distintos sitios de procesamiento para formas 

endógenas de un antígeno. 

En otros trabajos utilizando LG con secuencia de retención KDEL 

(LK-KDEL) se demuestra inhibición de presentación de los epitopos 

evaluados por cloroquína,''" sugiriendo participación de 

compartimientos ácidos en el procesamiento. Los trabajos de 

Salamero y colaboradores tambien demuestran la necesidad de agentes 

lisosomotrópicos para la presentación de una forma de LO retenida 

en RE y la necesidad de la cadena 

En estudios realizados por nuestro grupo, utilizando CPA que 

expresan una forma transmembranal de lisozima de gallina que 

codifica para los aminoacidos 1-80 (LK-LG-TM), se demuestra que el 
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epitopo 25-43 110 puede ser generado apartir de formas exógenas pero 

si de formas endógenas de la proteína. cuando se utilizan fibroblastos 

como CPA, sugiriendo distintos sitios de generación para péptidos 

endógenos.'" 

Por ultimo, utilizando diferentes CPA que expresan (brillas de LG 

sintetizadas de manera endogena, 	 LK- LG-KDEL y una 

forma de secreción LK-LCI, se demostró cine, dependiendo de la 

localización del antígeno, la eficiencia de activación de hibridonms que 

reconcocen el mismo epitopo puede variar. Además se demostro para 

ciertos epitopos inhibición por eloroquina y otros pudieron 

presentarse en presencia de este inhibidor. La presentación en todos 

los casos fue sensible a BFA y la utilización de monensin a no 

demostró inhibición para ciertos determinantes. ''" 

Estos datos sugieren tres alternativas para explicar las diferencias 

observadas en la presentación de diferentes formas de antígenos 

endógenos y las diferencias observadas cuando se comparan con 

formas exógenas de la misma proteína. 	Que péptidos endógenos de 

la vía exocítica se generen en compartimientos tempranos de esta y 

se unan a las moléculas clase II ahí. 2.- Que los péptidos se generen en 

la vía exocítica y se transporten a la vía endocítica para unirse a las 

moléculas clase II. 3.- Que tanto la generación como la unión de 

péptidos se lleve a cabo en compartimientos de la vía endocitica. Este 

trabajo de tesis pretente plantear un modelo experimental que 

permita discriminar entre estas posibilidades 
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PLANTEAMIENTO DEI, PROBLEMA, 

¿En donde son procesadas diferentes formas endógenas de una misma 

proteína para la generación de péptidos presentados por moléculas 

clase II? 
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HIPOTESIS 

1.- Los antígenos endógenos pueden procesarse a péptidos en 

compartimientos de la vía exocítica. 

2.- Antígenos procesados en compartimientos tempranos pueden 

unirse a moléculas clase II antes de que estas lleguen a la vía 

endocítica. 

3.- La localización de un antígeno determina que péptidos se 

presentan por moléculas clase II. 
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OBJETIVOS. 

Este trabajo forma parte de un proyecto de investigación que 

pretende determinar las vías de procesamiento de antígenos 

endógenos por moléculas clase II mediante: 

1.- Determinar si existe generación de péptidos derivados de formas 

endógenas de una proteína en compatimientos tempranos de la vía 

endocitica. 

2.- Determinar si existe unión de péptidos en compartimientos 

tempranos en OPA con diferentes formas endogenas de una proteína. 

3.- Determinar si el patrón de distribución de un antígeno determina 

que los péptidos presentados por moléculas clase II sean diferentes. 
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LK-35.2 

LK-LG-TM  

LK-LG-KDEL 

LK-LG 

Figura 3. Representación esquemática de la localización intracelular de las distintas formas 
de lisozima en las CPA utilizadas en estos estudios. 



MODELO EXPERIMENTAL. 

El antígeno utilizado como modelo fue la lisozima de gallina, que es 

una proteína con gran capacidad ininunogénica en ratones 1-1-2'. C01110 

CPA se utilizó el labridonm 13 LK35.2 (I-1.-2")."'' A partir de esta 

célula se utilizaron diferentes transfectantes Con el objeto de contar 

con diferentes formas, sintetizadas de manera endógena, de una 

misma proteína (figura 	LK-LG-TM que expresa una forma 

transmembranal y truncada de LG, IH-LO.KDEL que expresa una 

forma de LO con una serial de retención en RE y LK-LG que expresa 

una forma de secreción de LO. 

Con este modelo experimental se realizaron experimentos que 

permitieron seguir a la proteína dentro de la célula. Para esto se 

efectuaron experimientos de pulso y seguimiento para determinar la 

vida media de las diferentes formas de LO, Cambien se realizaron 

experimentos para seguir a las moléculas clase II en las diferentes 

transfectantes y determinar el tiempo de aparición de formas 

compactas de moléculas clase II. Por ultimo se realizaron 

experimentos de elución de péptidos para determinar la posible unión 

de péptidos en compartimientos tempranos de la vía exocítica y para 

evaluar el patrón de péptidos asociados a moléculas clase II derivados 

de las diferentes formas de LG. 
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MATERIALES Y METODOS 

Reactívos y anticuerpos. La LG utilizada itie (le 13ignia Chemin)] 

Company, el medio de cultivo fue RPMI-1640 ,GIECO1 suplementado 

con HEPES 25 mM, (alutainina 2 mM, piruvato de sodio, penicilina, 

estreptomicina y suero fetal bovino dly-Clone) al f1</, medio 

completo). Los inhibidores de proteasas utilizados fueron leupeptina, 

E-64, aprotinina. PMSF, pepstatina A y 1.1.0-lenantrolina, todos 

obtenidos de Sigma. Se utilizó ademas brefeldina A (obsequio de 

Luciano Adorini, Rocha Milano, Italia). La enzima endoglimosidasa 11 

se obtuvo de USE, la tripsina de Sigma, sepharosa 413-Proteína O, y 

Sepharosa 413-Proteína A de Sigma. Los anticuerpos monoclonales 

(mAb) 11116-32 (10121) 	 y K22-203 (Ig(12a 

1W ), Rieron obtenidos de los hibridomas del mismo nombre (obsequio 

del Dr. Günter Ihimmerling DKFZ). El anticuerpo monoclonal 2XP8 

(1g01 and lisozima de gallina) se obtuvo ea nuestro laboratorio. 

Estos mAb se utilizaron ya fuera corno líquido de ascitis, 

sobrenadante de cultivo celular o purificados en una columna de 

proteína A de Staphylococcus mucus unida a Sepharosa 413,1 para el 

caso de los dos primeros). 

Líneas celulares. Como CPA se utilizó el hibridoma inmuto LK-35.2 

(H-2"07  Se utilizaron ademas células LK35.2 transfectadas con 

diferentes formas (le LO. La linea LK-LG-TM que fué transfectada con 

el plásmido pJAM2/1-neo que contiene los dos primeros exones de LG 

(1-80) unidos a los exones que codifican el segmento transmembranal 

(TM) y al intracitoplásmico del gen clase I H-2K', La linea LK-LG 

que esta transfectada con un plásmido que contiene el DNA 

complementario ( cDNA) de LO soluble ( secretoria) y la linea LK-

LG-KDEL que esta transfectada con un plasmido que contiene el 
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cllNA de LO que en su extremo 5' (carboxilo terminal ) tiene los 

nucleótidos que codifican para el tetrapeptido KDEL dys-asp-glibleul 

que aporta una señal de retención en RE las célula."' Estas células 

fueron donadas por Frank Momburg ( DKEZ, Heidelberg). Todas las 

líneas se mantuvieron en cultivo a 37- 0 en atmósfera de 5',4 CO„ y 005 

de humectad en medio completo, en botellas de cultivo de 200 cm?.  

(Num). 

Immumprecipitación. Se utilizó el método descrito por Laernli'"' con 

algunas modificaciones. Las células LK-35.2 fueron cultivadas en 

diversas condiciones (ver sección de resultados), después de lo cual se 

lavaron y se incubaron en RPMI-1640 sin metionina ni cisteina durante 

10 a 20 min, en presencia de 200uCi de metionina y cisteina marcadas 

con ''S. Al final de dicha incubación las células se lavaron 

extensamente y se lisaron en una solución l'Idea a base de Nonidet P40 

(NP40) le/u, con tris 0.05 M pH 7.5, EDTA, Miel 0.15 M y un cocktail de 

inhibidores de proteasas (leupeptina 25,4/ml, E-64 101/M , aprotinina 

2fig/ml, HOSE 10mM, pepstatina A 0.Ing/m1 y 1,10-fenantrolina 

10mM). Para los experimentos de pulso y seguimiento, antes de Usar, 

se lavaron las CPA y se añadieron metionina y cisteína frías (un exceso 

de 10 veces lo normal) y se cultivaron así durante períodos variables 

hasta que se lavaron y se lisaron como se describió arriba. Los Usados 

se centrifugaron en una microcentrífuga a 13,000 rpm, se desechó el 

botón de núcleos y se colectó el sobrenaciante. Estos sobrenadantes 

fueron preadsorbidos en forma extensa con Staphylocoecus aureus, 

cepa I de Cowan formalinizado (SAC), inicialmente en ausencia y 

después en presencia de un anticuerpo monoclonal irrelevante pero 

con el mismo isotipo de los anticuerpos anti LO o anti-clase II. A 

continuación, se añadieron los anticuerpos ',uní LO (2XF8) o anti-H-

2A relevantes (H11G.32 y K22-203), dependiendo del experimento, en 
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forma de sobrenadante de cultivo o purificados. Después de 12 horas 

de incubacion a 4°C, a los sobrenadant es se agrego una cantidad 

óptima de suspensión de SAC. Sepharosa 1B-pros pina A o Sepharosa 

4B-proteína G dependiendo del experimento y se incubaron a 4°C en 

agitación constante durante otras 12 horas, después de lo cual se 

lavaron 5 veces con buffer de lavado (buffer de lisis sin inhibidores de 

proteasas y NP40 al 0.1e4) y una vez mas con buffer de tris 0.01 M, 

7.4). A estas muestras se les agregó buffer de Laemli y, dependiendo 

del experimento, se calentaron 1 min a 95"C o no. En algunos casos las 

muestras fueron tratadas con la enzima endoghicosidasa fi, durante 

12 horas, después de lo cual se corderon en geles de poliacrilamida 

descritos abajo. 

Elcet.roforesis en geles de poliaerilamida en &devil silbato de sodio 

(SDS-PAGE). Se utilizaron geles al 12 ó al 1.5‹. poliacrilarnida (Bio- 

Rad), dependiendo del experimento, y 	SDS. Los geles se corrieron 

bajo corriente constante a 10 inAmp en cámaras Bio-Rad. Al final del 

corrimiento, los geles se lijaron en buffer de metanol/acetico, se 

sumergieron en solución amplificadora (Amplify, Amersham), se 

secaron y se expusieron a película de rayos X durante uno a cuatro 

días para las autorradiografias. Para la identificación del tamaño de 

las bandas, se corrieron en forma simultánea, en uno de los carriles, 

indicadores de peso molecular (Rainbow LMW, Amersham) marcados 

con C. 

Elación ácida de péptidos unidos a moléculas clase ti. Para estos 

experimentos, se cultivaron 5 x 	CPA a una densidad máxima de 5 x 

105/ml en botellas de cultivo en medio RPM1 carentes de 15 

aminoácidos (ala, arg, asp, glu, gly, bis, ile, len, lys, phe, pro, ser, thr, 

tyr, val), los cuales fueron sustituidos por 5 mCi de los mismos 15 
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aminoácidos marcados con X11. Estos experimentos se llevaron a cabo 

en ausencia O en presencia de 10 erg/m1 de brefeldina A. Después de 10 

horas en cultivo, las células se lisaron con buffer de Tisis con NP40 y se 

trataron de manera similar a las células de los estudios de 

inmunoprecipitación hasta la adsorción a proteína A-Senil:tres:1 411 El 

gel con las moléculas clase II unidas fue lavado exhaustivamente con 

buffer de lavado y después con 0.01 M tris pll 7.4. A continuación, se 

añadió una solución de acido acético al 10':';- y las muestras se 

calentaron a 95°C y se centrifugaron a 3000 g durante 20 min en tubos 

centricón con una membrana con "nt-oli" de 10 kDa. Las muestras 

fueron eluidas dos veces mas con acido acético al 10,'; y el material 

menor a 10 kDa se recuperó debajo de la membrana y se analizó por 

HPLC. Se cuantificaron tanto los materiales mayor y menor de 10 kDa 

y el primero se trato con la enzima endoglusidasa 1I y se analizo 

mediante geles de SDS-PAGE al 124. 

Cromatografía líquida de alta resolución (111)1,C). Esta se realizó en 

un cromatógrafo Waters con una bomba Waters 626 con líneas no 

metálicas (de peek) y un controlador Waters 6005. Se utilizó una 

columna de fase reversa Waters Delta-Pak 	con poro de 300 

A, de 2.0 x 150 mm, El gradiente utilizado fue continuo de 0% a 60% de 

solución B en 60 mM en donde la solución A fue agua con 0.1% ácido 

trifittoroacético y la solución 13 acetonitrilo al 100 `I, El líquido se pasó 

por un detector de arreglo de fotodiodos Waters 996 y se detectó la 

absorbancia a 220 nm cada 2 seg. Se colectaron fracciones 

n'anualmente, cambiando los tubos cada dos minutos. El material 

colectado fue analizado en un contador de centelleo. 

Obtención de un tripsinizado de LG. Como control, antes de 'correr las 

muestras relevantes se corrió un tripsinizado de lisozima, el cual se 
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generó de la siguiente manera: inicialmente se redujeron 100 mg de 

LO, en 2 ml de urea 8M (Dio-Rad), con 2-151P: 0.2 M durante 12 horas, 

después de lo cual se añadió iodacetamida 0.25 Al durante 2 horas, 

Esta muestra fue dializada exabustivamente contra agua y después 

contra carbonato de amonio pil 8, al final de lo cual se digirió con 

tripsina pancreática bovina (Sigma V,"( (concentración final) durante 

12 horas a temperatura ambiente. Después de la die,estion, la muestra 

se centrifugo en tubos centraron Icutoff 10 	y se colecto el 

material menor a 10 IlDa, 

Precipitación de proteínas con TCA. Para medir la cantidad de 

material radiactivo incorporado en los lisados obtenidos, se tomaron 

alicuotas de 5 yl del lisado, al cual se añadieron 5 yl de una solución de 

albúmina serica bovina al 10%. Esta mezcla se depositó en un filtro al 

que se añadió ácido tricloroacético (TCA) filo al 11N , se incubo 

durante 30 min a 4°C, después de lo cual se lavo extensamente con 

TCA a temperatura ambiente y finalmente con etanol al 95%. Los 

filtros se pusieron en viales con líquido de centelleo y se leyeron en un 

contador de radioactividad fi. 
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RESULTADOS: 

Expresión de las diferentes formas endogenas de lisozima en las 

células LK35.2. En este experimento se determinó la expresión de la 

proteína transfectacht en las distintas CPA. Para esto, se cultivaron 10' 

células que se marearon metabólicamente con metionina y cisteína 

con 3'S. Se inmunoprecipitaron cantidades iguales de radioactividad 

de usados obtenidos despees de marcaje metabolico con el anticuerpo 

2XFil (anti-LO). Los diferentes prceipidado:,; 	restispendier(in en 

buffer de Laemli y se corrieron en geles de poliacrilamida al 15%, En la 

figura 4 se puede observar que la expresión de LO es similar en 

magnitud en las células LK-LG (carril 2) y LK-LG-KDEL (carril 4), en 

donde hay una banda bien definida de aproximadamente 14 	Este 

resultado indica que las diferencias observadas en los experimentos (le 

presentación de antígeno utilizando estas CPA,''" no son debidas a 

diferencias en la concentración del antígeno, Sin embargo, la banda en 

las células LK-LG-TM, aunque se encuentra alrededor de 14 kW, 

tiene una menor definición (carril 3). Como control negativo se utilizó 

la célula LK35.2 sin transfectar (carril 5). Este resultado sugiere que la 

proteína TM-LG-1-80 es degradada en forma temprana. Esto, además, 

sugiere que la vida media de esta proteína es muy corta, posiblemente 

por no adquirir una conformación adecuada corno consecuencia de la 

falta de los aminoácidos 81-129 y podría llevar a pensar que, como 

ocurre con otras proteínas, esta proteína se degrada en 

compartimientos tempranos después de su biosintesís. 

La vida inedia de las formas endógenas de LO sugiere la posibilidad 

de procesamiento en compartimientos tempranos. Para determinar 

la vida media de la proteína TM-LG-1-80 se realizaron experimentos 

de pulso y seguimiento, Se marcaron 107  células de las distintas CPA 
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Figura 9. Expresión de diferentes formas de lisozima endógena. Se cultivaron 10' células 
transfectadas con las distintas formas de 1180211/111 endógena en presencia de 250 110 de 
''S-metionina y 250 pe( de 35S-ctstefna durante 15 minutos, después de lo cual se usaron y el 
sobrenadante se inmuoprecipitó con el anticuerpo anti-LO 2XFII, seguido de adsorción a 
proteína G-sepharosa 413. Se cargaron geles de pollacrilamida al 15% con la misma cantidad de 
marca radiactiva en cada carril y se expusieron a película de rayos X para la autorradiografía 
(ver texto). 
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Figura 5. Vida inedia de LG•KDEL en células LK-35.2. Se cultivaron 107  células transfectadas 
con LG.KDEL en presencia de 250µG de 31S-metiontna y 250 µC1 de 35S-cistetna durante 15 
minutos, después de lo cual se añadió un exceso (10x) de eistelna y tnetionlna frías y se 
siguieron por los tiempos mencionados, se Osaron y el sobrenadante se inmuoprecipitó con el 
anticuerpo anti-LO 2XFO, seguido de adsorción a proteína 0-sepharosa 413. Se cargaron geles 
de pollacrilamIda al 15% con la misma cantidad de marca radiactiva en cada carril y se 
expusieron a película de rayos X para la autorradlografla (ver texto). 



durante 15 minutos, después de lo cual se lavaron y se cultivaron sin 

marca y con un exceso (10 veces) de ti.a. idos por los tiempos 

indicados. 

Utilizando cantidades iguales de marea radioactiva de lisados 

obtenidos de la célula LK-LG-'I'M. marcada metabolicamente durante 

16 minutos, la proteína solo pudo det (inane al tiempo O de vaza y no 

fue posible observarla a tiempos mayores de SeglffillielitO. in gle 

demuestra que la vida inedia de esta protimia es muy corta 

(resultados no mostrados). En contraste, los resultados con la LO, 

precipitada de iguales cantidades de radioactividad de lisados 

provenientes de la linea LK-LO-KDEL, denalestran que esta proteína 

tiene una vida inedia de 120 minutos después de los cuales comienza a 

degradarse (figura 5). Como esta prot (tina tiene una secuencia señal 

(le retención en RE es posible que la degradación ocurra en este 

compartimiento. Estos resultados sugieren la posibilidad que la 

degradación de estas proteínas sintetizadas de manera endógena 

ocurra en compartimientos exocíticos tempranos. 

Los péptidos derivados de fOrIllaS endógenas de I,G no generan 

dímeros clase II estables en forma temprana. Basándose en la 

posibilidad que los péptidos derivados de estas proteínas se generan 

en compartimientos tempranos de la vía exocitica y en evidencias 

experimentales que demuestran que péptidos derivados de LO 

pueden inducir la formación de (limeros clase II compactos,"2  los 

siguientes experimentos se realizaron para determinar si los péptidos 

derivados de las formas endógenas de LO se generan y se unen a 

moléculas clase II en compartimientos tempranos de la vía exocitica. 

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

unido a ellos, los chineros clase II son fácilmente disociables en 
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presencia del detergente ¡único SDS al 	"1'1 " En cambio, cuando 

tienen un péptido unido, los (laneros clase II son resistentes a los 

efectos del detergente y sólo se disocian al añadir calor (a 95'0). Los 

Mineros clase II llegan a la vía endocitica aproximadamente a los 30 

min de su biosíntesis."' Los peptidos presentes en la vía endocítica 

estabilizan el (limero, haciéndolo resistente al detergente, mientras 

que antes de 30 min, los (limeros son inestables. Por lo tanto, era 

posible que los si péptidos de 1,0 endogena eran generados antes de 

llegar a la vía endoenien, pudieran estabilizar (limeros clase II antes de 

los 30 Irún. 

Los resultados de la figura 6 representan un experimento en que las 

células LK-35.2 (arriba), LK-LO-KDEL (parte media) y LK-LO-TM 

(parte baja) fueron pulsadas durante 15 min con metionina y cisteína 

marcadas con "'S y después seguidas durante dos lloras más, ya sin la 

marca radiactiva y con un exceso (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 (limeros clase II estables 

(resistentes al SDS). Las dos bandas observadas corresponden a las 

cadenas o y /1 que se discocian al contacto con el detergente, con o sin 

calor. Después de los 30 min, empieza a observarse una banda de 

aproximadamente 60 kDa, correspondiente al (limero compacto, que 

no se cliscocia con el SDS, pero que desaparece con el calor. Como 

puede verse, no hay diferencias en el tiempo de aparición de las 

formas compactas entre las células 1,K-35.2 sin LO endógena y 

aquellas transfectadas con las distintas formas de LO. Estos 

resultados sugieren que no hay péptidos capaces de estabilizar a las 

moléculas clase II antes de llegar a un compartimiento endocítico. Sin 

embargo, no se puede descartar que la técnica utilizada no tenga la 

sensibilidad suficiente para detectar la presencia de un número 
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Figura 6. Los péptidos de LO endógenit no generan chineros clase II estables antes de llegar a la 
vía endoeítica. Autorradiografía de un experimento de pulso y seguimiento de las moléculas 
clase II 11.2A1  por inmunoprecipitación con anticuerpos monoclonales 11116-32 (anti-1-1-2Auk) y 
K22-203 (II-2Ailk) en células LK-35.2 (arriba) o en las transfectantes con forma retenina en el RE 
(en medio) o transmembrunal (abajo). En la parte superior se indica el tiempo de seguimiento en 
minutos y se se sometió a calentamiento a 95°C (+) ó no (-). Carril I, marcadores de peso 
molecular marcados con 14C, que son: alb"unnna bovina (Mr 6(I kna), ovoalbúmina (Mr 46 kDa), 
anhidrasa carbónica (Mr 30 kr/a) y lactoglobina A (Mr 1(I kDa). Los denlas carriles son 
inmunoprecipitados de moléculas clase II obtenidos de células inelbadas por diferentes tiempos 
en ausencia de LO exógena. En la extrema derecha, parte superior se muestran células LK-35.2 
cultivadas en presencia de 2 mg/m1 de LO exógena. Las flechas muestran las bandas 
correspondientes a las moléculas clase 11 estables (resistentes al FiDS)., 



reducido de chineros estables formados en prewncia de péptidos de 

LO en el RE o en el aparato de (loba. 

En la parte superior de la figura ti puede observarse, ademas, que no 

hay un aumento significativo (le la banda que corresponde a 

moléculas clase II compactas al añadir un exceso (2 mg) de I.,(4 

exógena a las células LK35.2 sin transfectar, lo que puede indicar que, 

al menos en nuestras manos, altas concentraciones de un antígeno 

exógeno no aumentan significatiyainente la presencia de moleculas 

clase II compartas aun en la vía exocitica. Estos resultados indican 

que una gran cantidad de péptidos endogenos propios de la célula 

estar unidos a moléculas clase II, que son suficientes para 

estabilizarlas y que el sitio de unión de estos pepticlos es la vía 

endocitica. 

La localización intracelular de una proteína endogena es crítica para 

definir el patrón de péptidos resultantes del procesamiento 

antigénico. Los resultados hasta ahora mostrados sugieren que, 

aunque los péptidos derivados de LO endógena pudieran generarse 

en compartimientos tempranos de la vía exocitica, estos no pueden 

promover la aparición de moléculas clase II compactas antes de llegar 

a la vía endocítica, sugiriendo que el RE o el cis golgi no son sitios 

apropiados para la unión de péptidos a moléculas clase II o que si se 

llegan a unir, no estabilizan el dímero clase II. Sin embargo, para 

poder demostrar lo anterior de manera concluyente, era necesario 

realizar un análisis de los péptidos asociados a moléculas clase II en 

las diferentes CPA. Además, la evaluación de los péptidos asociados a 

las moléculas clase II en OPA que solamente difieren en la forma de 

expresión de la misma proteína nos permitiría determinar la 

existencia de diferencias en los sitios de procesamiento. 

41 



Los siguientes experimentos se disetiaron para determinar si la 

localizacion de una proteína puede dirigir el patrón de péptidos 

presentados por las moléculas clase II. Las distintas CPA se incubaron 

con una mezcla de 15 aminoácidos marcados con tritio durante 10 

lloras, después de lo cual se lisaron y se purificaron las moléculas 

clase II en una colun►na de afinidad de un anticuerpo monoclonal and-

H-2.Arik  unido a proteína A-sepharosa. Una vez purificadas, las 

moléculas clase II se lavaron extensamente y se trataron con ácido 

acético al 10<1r para eluir los péptidos unidos a ellas. El material menor 

de 10 kDa se separó en tubos centricon y se sometió a análisis por 

HPLC de fase reversa. Para determinar las características de los 

péptidos obtenidos, se compararon con el perfil obtenido con los 

péptidos derivados de un tripsinizado de LO (figura 7), los cuales son, 

en su gran mayoría hidrofilicos. La figura 7 muestra, además, los 

perfiles sobrepuestos obtenidos de los péptidos derivados de LK-LO - 

TM con los péptidos obtenidos de LO tripzinizada. Los péptidos 

endógenos obtenidos de la célula LK.35.2 son mas liidrofóbicos que los 

péptidos del tripsinizado de LO (figura 8, parte superior). 

En la figura 8 podemos observar los perfiles derivados de células LK-

35.2 sin LO endógena (arriba) y las CPA portadoras de las distintas 

formas de LG enclógena: LK-LO-KDEL (parte media) y LKI,G-TM 

(abajo). Como puede verse, aunque algunos de los picos observados 

son similares en las tres líneas celulares, otros picos son exclusivos de 

las células portadoras de LG endógena y coinciden con el punto de 

eluclón de algunos de los péptidos obtenidos en el tripsinizado de LO 

(figura 7). A diferencia de los demás picos que tienden a ser más 

hidrofóbicos y que tienen los mismos tiempos de retención que los 

péptidos obtenidos de células LK-35.2 sin LO ma:wenn. Además, las 

distintas formas de LO endógena dan lugar a péptidos Únicos, lo que 
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Figura 7. PeptIdos de 1,G endogena (luidos de moléculas clase 11 11.2AK, sobrepuestos con tripsluizado 

de lisozima. Se cultivaron 5x101  células 1,K-I.GINI con 5 nal de una mezcla de 15 aminoácido:, marcados con 

311 durante 10 horas, después de lo cual se lisaron las células y las molcculas clase 11 fueron inmunoprecipitadas 

con anticuerpos monocionales 11116.32 (anti-11-2Aa') y 1(22-203 ianti 11-2Abk), seguidos de proteína-A sepharosa 
411. Después de lavados extensas, las moléculas clase 11 fueron sometidas a elucido acida 110 acido acético) y 
se separo el material menor que 10kDa en membranas centricon. Este material fue pasada por 11P1,1! en fase 
reversa en una columna C18 con un gradiente de o a no acelonitrilMagua TEA a, I',1. El tripsinizado de 1Á; se 
obtuvo con una preparación comercial de tripsina, digiriendo durante 12 horas. Las condiciones de elación 
fueron las mismas que para el lisado de células. 
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Figura 9. Pépthlos de LG m'Oca:1 eluldos de moléculas ciase 1113.2A" en CPA portadoras o 
nade distintas formas de LO endógena. Se cultivaron 5x101  células LIS-L0-KDEL con 5 mei de 
una mezelade 15 aminoácidos marcados con III, después de lo cual se finaron las células y las 
moléculas clase II fueron inmunoprecipitadas con los anticuerpos monoclonales II116-32 
(anti-H-2Ank) y K22-203 (1-1-2Ailk), seguidos de proteína-A sepbarosa 413. Después de lavados 
extensos, las moléculas clase II ftieron sometidas a elación ácida (10% ácido acético) y se separó 
el material <10 id» en membranas centricon. Este material lkie pasudo por line en lime reversa 
en una columna C18 con un gradiente de 0 a 60 acetonitrilo/agua, TEA 0.1%. 



sugiere que las distintas localizaciones de LO endogena resultan en 

diferencias en procesamiento. Estos resultados confirman que las 

distintas formas de LO endOgena clan lugar a péptidos diferentes lo 

que puede sugerir que se pueden generar en distintos sitios de la 

célula. 

Al medir la radiactividad, ésta coincidió con los picos observados 

(figura 11) y en uno de los casos se realizaron experimentos de 

presentación con las fracciones del cromatograina, obteniéndose 

activación del bibridorna AGI33, específico contra el peptido 23-43 de 

LO (No mostrado). 

La unión de péptidos derivados de mi antígeno endógeno sólo ocurre 

en compartimientos endociticos. Para descartar la posibilidad de que 

algunos péptidos generados en RE pudieran unirse a moleculas clase 

II en ese mismo sitio, en la segunda parte del experimento, durante el 

pulso con aminoácidos radiactivos, las CPA fueron cultivadas en 

presencia o en ausencia de brefeldina A. Debido a que esta droga 

impide la salida del contenido del RE al cís•Golgri' , el objetivo era 

maximizar la exposición de las moléculas clase II a los posibles 

péptidos presentes en el RE y así aumentar la posibilidad de que 

algún péptido allí presente pudieran unirse a las moléculas clase II en 

competencia con la cadena li. Durante el pulso con los aminoácidos 

marcados, se observaron picos similares, como puede observarse en la 

figura 9. Sin embargo, al medir la radiactividad, se encontró que, a 

diferencia de los péptidos eluidos de las células cultivadas sin 

brefeldina A, éstos no contenían marca 

Para corroborar que las moléculas clase II de las células tratadas con 

brefeldina A provenían realmente del RE, el material mayor a 10 kDa 

fué tratado con la enzima endoglucosidasa II y posteriormente 
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analizado en geles de poliaerilamida-SDS. En la figura 10 se pueden 

observar dos bandas correspondientes a las moléculas clase 11. En las 

células tratadas con 13FA se observa una disminución del peso 

molecular, lo que indica la sensibilidad a la enzima y, por lo tanto, 

demuestra que dichas moléculas clase II no habían dejado el RE, 

A pesar de que los perfiles de peptidos obtenidos de las células 

tratadas con o sin brefeldina A fueron parecidos, en la figura 9 se ve 

claramente una diferencia en la radiactividad de ambos grupos de 

péptidos. Para examinar ésto en más detalle, se galleó la 

radiactividad de los picos obtenidos de las células tratadas con 

brefeldina A y se comparó 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 

eluclón, distinto del perfil de radiactividad de los picos obtenidos de 

las células cultivadas sin brefeldina. Esto indica que los picos 

observados, se encontraban unidos a las moléculas clase II antes de 

agregar la brefeldina A y que no hubo unión de péptidos a las 

moléculas clase II mientras eran retenidas en el RE por esta droga. 
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Figura O. Péptidos de 1.6 endógena eluidos de moléculas clase II Il•2Ak  obtenidas de células 
cultivadas en presencia o ausencia de brefeldlna-A. Se cultivaron 5x10.1  células LK-LG-KDEL 
con 5 mei de una mezciade 15 aminoácidos marcados con 311, ne ausencia (A) o en presencia (13) 
de brefeldinaA (10 oglml) durante 10 horas, después de lo cual se !izaron las células y las 
moléculas clase II fueron inmunoprecipitadas con los anticuerpos monoclonales 11116-32 
(anti-11-2/0) y K22-203 (11-2/1/3k), seguidos de proteína-A sepharosn 413. Después de lavados 
extensos, las moléculas clase II iberon sometidas a eluelón ácida (10% ácido acético) y se separó 
el material <10 kDa en membranas centricón. Este material le pasado por I1PLC en fase reversa 
en una columna C18 con un gradiente de O a 60 acetonitrilotagua, 	0.1%. Los fracciones se 
colectaron cada 2 min y se analizaron en un contador de centelleo 



Figura 10. Moléculas clase II II.2Ak de células cultivadas en presencia o ausencia de 
brefeldina-A de las cuales se cluyeron los péptidos de 1.0 endógena. Se cultivaron 5x10 
células LK-LG-KDEL con 5 mCi de una mezcla de 15 aminoácidos marcados con 3H, en 
presencia de brefeldina A (10 pg/m1) durante 10 horas, después de lo cual se ligaron las células 
y las moléculas clase II fueron inmunoprecipitadas con anticuerpos monoclonales H116-32 
(anti-H-2Ank) y K22.203 (H-2/Vik), seguidos de proteína-A sepharosa 4B. Después de lavados 
extensos, las moléculas clase II fueron sometidas a eluclón ácida (10% ácido acético) y se 
separó el material <10 kDa en membranas centricón. El material retenido arriba de la 
membrana (>10 kDa) se trató con endoglucosidasa H (carril 2) o no, se corrió en un gel de 
pollacrllamlda al 12% y se reveló por autorradlografía. 
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Figura 11. Gráfica comparativa de la radiactividad de los peptidos duros de las moléculas 
clase II 11.2A" de las CPA portadoras u no de distintas (orinas de iiSOZillla eudágena. Se 
cultivaron 5 x 10' células con 5 mei de una mezcla de 15 =mai:Idos marcados con 	como 
se describió en la figura 0. El material menor de 10 kDa fue pasado por una columna de "'PLC 
fase reversa (C18) con un gradiente de O a 60 acetonitrilo en agua con TFA 0.1%. Se 
colectaron las fracciones cada 2 minutos y se analizaron en un contador de centelleo. Los 
resultados se expresan en cuentas por minuto. Arriba. células 1.K -35.2; parte media, células 
1.K.LO-TM y parte Inferior, cemlas 



DISCUSION. 

Estos estudios se llevaron a cabo con el lin de determinar si se pueden 

generar péptidos derivados de una proteína endogena en el RE y, en 

caso de ser así, si estos péptidos podían unirse a las moléculas clase II 

en este mismo compartimiento. Se utilizaron CPA que expresan tres 

formas diferentes de LG sintetizadas de manera endógena. LK-LG-

TM que expresa una forma transmembranal y truncada, LK-LG-

KDEL que expresa una forma de retenida en RE y LK-LG que 

expresa una forma secretada al medio. El estudio consistió, primero, 

en evaluar la vida media de las distintas formas de LO; 

posteriormente se realizo un seguimiento de las moléculas de 

histocompatibilidad y, por último, se evaluaron los péptidos unidos a 

las moléculas clase II en las distintas CPA. 

Los principales hallazgos derivados de este trabajo son: 1) La unión de 

péptidos a las moléculas clase II solamente puede ocurrir en la vía 

endocítica, independientemente de donde hayan sido generados. 2) 

Existen diferencias entre los péptidos derivados de dos formas 

endógenas de una misma proteína, lo que sugiere diferentes sitios de 

procesamiento 3) Las diferencias entre los requerimientos de 

procesamiento para antígenos endógenos pueden deberse más que al 

origen del antígeno, a su localización intracelular. 

Diversos estudios han demostrado que el procesamiento de antígenos 

exógenos, para su presentación por moléculas clase II, es un proceso 

complejo y con gran variabilidad que depende, tanto de las 

características de la molécula clase II, como de la proteína antigénica 

estudiada. Así, no todos los alelas clase II tienen los mismos 

requerimientos para unir péptidos o para adquirir una estructura 

estable. Además, parece haber diferencias en los sitios de 
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procesamiento de distintos antittenos. Un ejemplo de ello es el 

requerimiento de la expresión de cadena li para el procesamiento 

eficiente de 11,G, mientras que para otro antígeno proteico, la 

ribonucleasa pancreática bovina, la cadena invariante no tiene 

ninguna influencia.'" 

Para los antígenos enclogenos parece tanipoco haber una regla 

general en cuanto a los requerimientos de procesamiento. Así, no 

todos los antígenos endógenos son presentados con la misma 

eficiencia, 	además de que la presentación de algunos no es 

bloqueada por el uso de inhibidores de la acidificación de la vía 

endocítica""". Un punto importante en este sentido es el 

requerimiento de la cadena invariante, ya que mientras algunos 

antígenos necesitan de la presencia de ésta, otros solamente pueden 

ser presentados cuando la cadena invariante no esta presente. 

Una posible explicación para las diferencias entre el procesamiento de 

formas endógenas y exógenas de la misma proteína, es la generación y 

unión de péptidos a moléculas clase 11 en el RE. Esto implicaría, en 

primer lugar, la existencia de un sistema de degradación de proteínas 

en este compartimiento, lo que ha sido sugerido por diversos 

trabajos.9"'" Sin embargo, debemos mencionar que a la fecha, se 

desconocen los mecanismos de degradación de proteínas en el RE, 

tanto en el caso de proteínas residentes de este compartimiento, 

como de aquellas que por una mala conformación, no son 

transportadas a través de la vía exocítica. 

Nuestros resultados iniciales sugerían la posibilidad de generación y 

unión de pépticlos a las moléculas clase II en el RE, ya que en el caso 

de la lisozima transmembranal truncada, por su conformación 

anormal debido a la ausencia de los ¡t'Untos 39 aminoácidos se 
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degrada inmediatamente despees cle su bisíntesis, como se muestra 

en la figura 5. En el caso de la LG-1{DEI„ aunque su vida media es Inés 

larga, también se observó una degradación. El sitio posible para esto 

es el RE. debido a que la secuencia de retención no le permite salir de 

allí y toda proteína necesita un recambio. Debemos considerar, sin 

embargo, que estos experimentos no excluyen la posibilidad de que 

ambas formas de LO se transporten del RE a compartimientos (le la 

vía endocitica (u otro sitio) brota ahí degradarse, ni tampoco la cte una 

degradación parcial de ellas en el RE para luego ser transportadas a la 

vía .endocítica para su degradación total. 

Por otro lado, para poderse unir a las moléculas clase II en el RE, los 

péptidos ahí generados, deben ser capaces de competir con la cadena 

invariante durante el ensamblaje de las moléculas clase II. Esta idea. 

se apoya en los trabajos de Ploegh y colaboradores que demuestran 

que utilizando sistemas de traducción in vitro puede haber unión de 

péptidos en RE compitiendo con 1;1 cadena li." Sin embargo, otros 

trabajos demuestran lo contrario.'"' En nuestros experimentos no se 

observó formación de (limeros clase II compactos en tiempos 

tempranos. Esto indica que el ambiente del RE no permite la 

formación de moléculas clase II compactas, aún suponiendo que 

existian péptidos de LO capaces de unirse a moléculas clase II. Estos 

resultados son la primera evidencia directa de que el RE no es un sitio 

adecuado para la adquisición de péptidos por moléculas clase II. 

Aunque parecería importante realizar estos experimentos en ausencia 

de cadena Ii, los trabajos cle Hammerling y colaboradores" 

demostraron que aún en células sin cadena Ii la unión de péptidos en 

compartimientos tempranos es ineficiente. Por lo tanto, dichos 

estudios 110 parecen ser indispensables. Lo anterior sugiere que en el 

RE 110 existen las condiciones adecuadas para la unión de péptidos a 

47 



moléculas clase II del MHC. Así, era necesario realizar experimentos 

adicionales para descartar en forma concluyente la posibilidad de 

unión de péptidos a las moléculas clase II en el RE. 

Los experimentos de elución de péptidos asociados a moléculas clase 

II y el uso de BFA para bloquear el transporte y favorecer la 

acumulación de moléculas clase II en RE, demuestran de manera 

contundente que no hay unión de péptidos en estos compartimientos, 

ya que los péptidos eluídos de las moléculas clase II en. CPA cultivadas 

con BFA no tenían marca radioactiva incorporada, lo que indica que 

estos péptidos provienen de moléculas clase II que habían salido del 

RE antes de la adición de la brefeldina A. Así, las moléculas clase II 

marcadas que fueron las que estuvieron retenidas en RE no tenían 

péptidos unidos. Esto nuevamente nos lleva a concluir que el pH ácido 

de las vesículas endoctticas es necesario para la unión de péptido a la 

molécula clase II una vez que el ultimo fragmento de la cadena Ii -

CLIP- ha sido removido.11" El hecho de que en células sin Ii no se 

detecte unión de péptidos en RE'M  indica que incluso los dímeros afi 

sin Ii en el RE no tienen la conformación adecuada para unir péptidos. 

Otra alternativa para explicar lo anterior es que la concentración de 

péptidos en el RE es insuficiente para su unión a moleculas clase II. 

Los únicos péptidos que se han demostrado en forma contundente en 

el RE, son los péptidos señal. En el caso de las moléculas clase I, la 

unión de péptidos provenientes del citosol es favorecida por la 

asociación de aquellas a TAPI-TAP2. Lo anterior sugiere que la 

degradación de las distintas formas de LG no ocurrió en este sitio y, 

por lo tanto, que, además de una baja capacidad de unión, otro factor 

para la ausencia de péptidos asociados a las moléculas clase II en 

compartimientos tempranos es que, además de los mencionados, no 
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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 expresión de moléculas clase 

1 en superficie,u  apoyando la conclusión de que el RE es un 

compartimiento con bajo aporte de péptidos. 

Otro hallazgo importante de la elación de los péptidos asociados a las 

moléculas clase II fue la demostración de que dos formas endógenas 

de una misma proteína pueden dar distintos patrones peptídicos. Es 

posible que estas diferencias se deban a su localización intracelular ya 

que ambas formas de lisozima pudieron degradarse en distintos sitios 

de la célula y así generar diferentes perfiles de péptidos. Como se 

mencionó, muchos de los aspectos del transporte y sitios de 

degradación de proteínas en el RE son desconocidos. Por lo tanto, lo 

que nuestros resultados indican es, que a pesar de que ambas 

proteínas entran al RE, su comportamiento subsecuente es difrerente. 

Así los péptidos derivados de la LG-TM podrían generarse en un sitio 

distinto de donde se generan los péptidos derivados de LG-KDEL, 

aunque aparentemente, la unión a las moléculas clase II fue, en ambos 

casos, en algún compartimiento endoclico. En este punto es 

importante comentar que el hecho de que la LG-TM sea una forma 

truncada pudo influir en los perfiles de péptidos observados. 

De acuerdo a los resultados aquí presentados y tomando en 

consideración otros estudios realizados por nuestro grupo en los que 

la presentación de ciertos determinantes derivados de estas mismas 

proteínas 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)'-8  podemos concluir que la vía de procesamiento que siguen 

estos antígenos es muy similar a aquella utilizada por los antígenos 
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exógenos y que lo más importante para marcar diferencias, en 

proteínas que entran a la vía exocitica, son las señales de transporte 

en la proteína, para su posterior degradación independientemente de 

su origen. 

El hecho de que una misma proteína con distintas localizaciones 

intracelulares sea capaz de generar peptidos diferentes, puede tener 

implicaciones importantes en cuanto a la inducción de tolerancia 

inmunológica, así como en relación con la génesis de autoinmunidad y 

enfermedades autoinmunes, ya que péptidos que bajo ciertas 

circunstancias no se generen pueden evitar la deleción de donas 

autoreactivas y en el momento de estar presentes pueden ser el punto 

inicial para el desarrollo de un fenómeno autotnniune. 
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