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RESUMEN

Hoy en dfa una de fas principales causas de mortatidad cn nuestro pais es
ta originada por ¢l cdncer, a pesar de gue existen muchas estralegias para
combatirfo any no sc ha fogrado ¢f éxito co fa mayoria de tos casos en los
quc fa deteccion no ha sido oportuna. Aciwalmente s¢ han realizado una
gran cantidad dec estudios a nivel moleentar, con ta finalidad de crear
vacunas que seah especificas a andigenos presentes cn fas células
canccrosas. Los linfocites T citotéxicos (CTL's)  juegan un papel
importante en la inmunidad def huésped hacia patégenos intracelulares y
cdncer. Los CTL's reconocen antigenos sélo en asociacidén con moféculas
clase 1 del Complejo Mayor de istocompatibilidad (CMIi-1). En Ia
actualidad cxiste un gran dnterés cn obicner y caracterizar péptidos
antigénicos presentados por molféenins CMH-I que se derivan del
procesamicnto de profcinas sintetizadas cuddégenamente propias e células
que han sufrido infeccivones virales o bien, se han vueello cancerosas con
ta finatidad de crear vacunas gue sean especificas a antigenos presentes
en las células cancerosas. Este trabajo sc realizé con la [linalidad de
obtencr y analicar hidroliticamente a péptidos asociados a distintos alclos
del CMH-I que son prescentadas por dos lincas celulares provenicntes de
carcinoma de cérvix humano (denominadas Calo ¢ fnbf) y que se
encucntran asociadas ctiolégicamentc a una infeccion de tipo viral
(Papilloma virus tipo 18). Los alfclos del CMH-I: HLA-A28 y HLA-B27
presentes en fa membrana de las lincas Calo; ol alelo HLA-AILL dec fa
linca Inbl: v ¢l alelo HLA-Bwh prescate cn ambas lincas celulares fueron
dctectados por citoftuorimeiria de flujo con ayuda de anticuerpos
monoclonales producidos por los hibridomas PA2.f, B27.MI, AL IM, ¥
SFRE-BO6 respectivamente. Los pépridos asoclados a cada yno de los alelos
del CMH-I sc obtuvicron por medio dec cromatograffa de inmunoafinidad vy
scparados de acuerdo a su hidrofobicidad por medio de on cromatografe de
alla resolucién (HPLC), ev una columna de fase reversa, Los resultados
oblenidos nos revelan la carencia de péptidos de cdracter hidrofilico en

los alelos de 1a linea inbl en refacién con los péptidos asociados a aielos



de la linca Calo. Yo que puede estar selacionado con ¢l grado de
malignidad de las linca cclulares y por tanto influir cn la cvasion de la
respucsia inmune celnlar. El conocer las caracteristicas bioquimicas y
funcionales de cstos péptidos en un fuluro scrd de gran trascendencia para
poder indugar el origen de los antigenos que cstan sicado presentados en
el contexto del CMH-1 y por fo tanto cstablecer cstrategias para climinar

cspecificamente a cstas célnlas tumorates.



INTRODUCCION

Actualmente una de las principales causas de mortalidad cn nucstro pais y
¢ el mundo, cs la originada por cnfermedades degencrativas, como lo es
¢l cdncer. Muchas han sido las cstrategias para combatirto, desde la
plancacion de campaias de prevencidon y tratamiento oportuno, hasta cl
tratamicnto cn ctapas avanzadas; en las coales la cirugia, quimioterapin y
radioterapia haun sido las mds wiilizadas y con resuitados poco alentadnres
en la mayorfa de los casos. En consccucncia, la busqueda de nucvas
estrategias en el tratamicnto del cdncer debie scr una de las prioridades cn
la investigacion médica. De liccho, en fos Ultimos ados, un gran btoque de
informacidn sc ha vertido=al respecto, enfocando la investigacion no sélo
a nivel celular, sino también a nivel wmolecular, donde estudios
inmunoldgicos y de biologia y genérica molecular  han tenido pran

relevancia,

Los estudios inmunolégicos han tenido como uno de sus principales
objetives el tratar de gencrar nievos conocimientas que puedan ser
aplicados en favor de la creacidn de vacunas cspecificas hacia antigenos
presentes cn las células cancerosas, y de csta mancra prolongar y mejorar

la catidad dc vida de los pacicntes que padecen estas cafermedades.

Hoy en dila sc sabe que wna gran partec de los antigenos que son
presentados en células cancerosas o infcctadas por un virus ticnen como
origen a proteinas antigénicas que son procesadas en ta célula vy
prescntadas en ¢l contexto de woiéculas clase | del CMH. Esto se
demostréd cuando se observo que los linfocitos T especifico-virales
reconocian a antigenos virales co ¢l contexto de molécufas clase [ del
CMH{. Posteriormente otro grupo demostrd que los finfocitos T también
pucden ser cstimulados con péptidos stntéticos, los cuales se localizaban
cn fragmentos de proteinas virales intracclulares, por to cual los péptidos
sintéticos unidos a {as células no infectadas podian ser subslituidos de
mancra natural tras una tnfeccidn con el virus. Eo 1990 sc caracterizd a

fos antigenos que sc asocian a las moléculas ¢lase | del CMH al aislarse



péptidos naturales que habian sido procesados, y quc eran reconocidos por

los linfocitos CD8" en ¢l contexto de moldculas clase I del CMH.

En vista-de ctlo, ¢! gresente trabajo tiene como finatidad proporcianar
una metodologla que sca eficiente para obtener antigenos asociados a
moléculas clase | det CMH dc¢ células tumorates, y de esta mancra
propotcionar herramicntas para fa obtencidn y caracterizacién de
antigenos tumorales, con vias a la fabricacion de vacunas cspecificas

cofira tmores que parten a estos antigenos.



MARCO TEORICO

En fa actualidad sc conocen dos mccaunismos inwunoldgicos para destruir
a tumores, uno de fos cuales es innato y ¢! otro es adaptativo. El sistema
innato sc cncuentra confarmado en su mayoria por céiulas fagocitarias,
comao son los monocitos-macrélagos, asi como neutréfilos
polimorfonucleares, que junto con las células ascsinas naturales destruyen
antigenos y células tumorales de manera incspecifica. Todas las céfulas
quc conforman estc sistema ticnen su origen c¢n la mddulfa ésca y atacan a

los agentes exlrafios mediante citdfisis, o bica por citétaxis (1-3).

Cuando cl sistema innato fracasa ¢n su intento por detencr la invasién de
los agentes infecciosos o 1a proliferacidn de las células tumoraies, se
pone cn marcha cf sistema inmune adaptativa, ¢l cual se caracteriza por
la alta cspecificidad celular y la gencracion de “memoria™ para
contrarrestar cl efecto de un sepundo ataque. Dentro de cste sistema se

cncucntran tanto inmunidad humoral, cowmo inmunidad mediada por

células (1-3).

La inmunidad humorat e¢s producida por la accion de linfocitos B que se
forman cn 1a médula dsca, y que reconocen a antigenos gue sc chcucnlran
tibres cn solucic}n. por medio de anticuerpos {ocalizados cn su superficic.
Una vez que han sido activados se dividen y determinan cn células
plasmaticas que scgregan una grau cantidad de anticuerpos, que actuardn

s6fo Cremte a un antigeno cspecifico. Una ver que se han unido, fos

anticucrpos pueden neutralizar o favorecer Ia degradacidon del antigeno

can ayuda de las protcinas del complemento, o bien por medio de células
cuya citotoxicidad cs dependicente de anticucrpos, tales como macrofagos y

células NK (1-3).

1. INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS
Ei la inmunidad mediada por células participan los flnfocitos que tienen
su origen cn ¢l timo, y por lo que se conocen como linfocitos T. Desde

medindos dec la décads de los 70's s¢ ha logrado entender que los



linfocitos T no reconocen a antigenos de manera directa, sino que los
reconocen en forma de complejos, los cuales se encuentran conformados
por ¢l antigeno y por moléculas de clase 1 o clase 1l codificadas por gences
del CMH. Estudios cfectuados cn la década de los 80's dieron soporte al
concepto que antigenos externos reconocidos por linfocitos T restringidos
a moléculas del CMH clase Il podfan ser imitados a través de la adicidn
de péplidos derivados de la proteina antigénica intacta a células positivas
para clasc Il (4), ¥y que estos péptidos sc asociaban con moiéculas del
CMH clase I (5-6). Posteriormente, este paradigma fuc extendido a
moléculas de clase t (7). Si bien cstas observaciones provelan nn modelo
unificado del reconocimicnto de linfocitos T basado en lu lorma del
antigeno, las principales vias intracclulares para la produccidn de cstos
péptidos dificren de una clasc a otra (8-10). Los péptidos amigénicos que
se asocian con wmoléculas clnse 1 son gencrados comanmente a partir de
protefnas sintetizadas o introducidas dircctamente cu el citoplasma de fa
célula, mientras que los péptidos que sc asocian a wmoléculas de clasc Il

son producides normalmente cn un compartimento endosomal o lisosomal.

Esencialmente, todas tas céiulas nuclecadas expresan moléculas de clase I,
tas cuales se cxpresan abundantemente cen células linfoideas;, en menor
cantidad en higado, pulmén'y ridén; y en muy poca cantidad en ¢l cerebro
y misculo esquelético. Las moléculas de clase [I se encuentran mds
restringidas, encontrdndose asociadas especialmenté a los linfocilos B,

células presentadoras de antigeno y macréfagos (2).

La observacién dec quec la expresion cn la superficiec de fas células o la
conformacién dec tas moléculas CMH sc cncucntra altcrada en mutantes
que tienen afeclados genoy que son importantes en las vias de
presentacion, indica que en células sin infectar, 1a gran mayoria de
motéculas CMH cn la superficic celutar ticnen péptidos unidos a elias.
presumiblemente derivados de la degradacion de proleinas celulates
normates o material que ha sido endocitado (t1-15). Asi mismo, s¢ conoce
que existen dos poblaciones de linfocitos T, wna de las cuales son

conocidas como linfacitos CD4*, los cuales son cn su mayorin células



auxiliarcs, reconocen a péptidos antigénicos que sc cacucniran unidos a
las moléculas clase 1l del CMH expresadas en la superficic de linfocilos
B, macrofagos, o células dendriticas. La poblacion de linfocito T CD8', Ia
mayoria de las cuales son citotéxicas, reconocen péplidos antigénicos
unidos a moléculas clase | del CMH (1-3).

II. ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS CLASE I Y 1I DEL CM1L

Las moléculas del CMH son glicoprotefnas que se cxpresan ¢n la
membrana celular y que son c¢l producto de un conjunto de¢ pgencs
altamenle polimoérficos, {fos cuales se localizan en ¢l brazo corto del
cromosoma 6 cn ¢l humano. La estructura que presentan cstas protelnas ha
sido dilucidada a partir del andlisis cristalogrdfico por rayos X de la
estruclura tridimensional de las moléculas del CMH, v ha permitido
clasificarlas cn dos grandes clases:

- Clase |: Estas moléculas consisten de una cadena polipéptidica pesada
de un peso molecular de 45,000 daltones (Da); unida no covalentemente a
un cadena mids pequeiia de peso molecular de 12,000 Da; y que es conocida
como Py-wicroglobulina (pf.-m). La parte mds larga dc la cadena pesada se
cacuentra organizada en tres dominios pglobulares, a los cuales se les
denomina a), wy y x), los cuales sobresalen de la superficic de la célula.
Anclando a la wmolécula cu la membrana citoplasmdtica se cacuentra una
pequefia scccién hidrofobica, y cercaina a clla se cncuentra una corta
secucncia hidrofilica. que {leva cl cxiremo carbono terminal hacia cl
citoplasma. Tanlo {a f,-m, como {a regidn @, se ensamblan de una manera
tal que recuerdan a los dowinios de las inmunoglobulfnas, en cuanto a su
patrén de plegamicnto. Por otra parte. los dominios a; y o; presentan una
cstructura compucsta de dos hélices w extendidas, sobrepucstas sobre una
base compuesta por ldminas P-plegadas entrecruzadas cntre si.
formdndose con cllo una pequefia cavidad cn donde se aloja ¢l péplido
antigénico(16-22) (Figura 1),

- Clase 1l: Las ntoléculas del CMH-II soa, al igual que las moléculas de
CMH 1, glicoproteinas transmembranales, que estdn conformadas por dos
cadenas polipéptidicas. La cadena a tienc un peso molecular de 34,000 Da
y ta de la cadena P ecs de 28,000 Da. También sc¢ ha obscrvado una



FIGURA 1. Estructura tridimensional de moléculas clase 1 y 11 del CMH.
A) Vista lateral de 1a molécula de clase 1 HLA-A2.1, B) Vista superior de
fa moléculn HLA-A2.1, mostrando ¢l sitio de unidn del péptidn. C) Vista
Jateral de unp moldculn de clase- 11, D) Vista superior de uns molécula

clase 11, mosirando el sitio de wnién del péptido.(Tomado de ref. 1)
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considcrable homologla sccuencial con las moléculas clase | del CMH, asl
como un patréon de plegamicato en ¢l cual los dominlos a, y f,, los cuales
son los mAs cercanos a la membrana cclular, asumen el patréon de
ptegamiento de las Inmunoglobulinas, mientras que los dominios o, y
Imitan a los dominios «; y a» de las moléculas det CMH I, ¢cn cuanto a la
formacién de una cavidad que sec encuentra rodeada por dos hélices a y

una base f-plegada, y cn la cual se aloja a un péptido (23). (Flgura 1).

IHl. POLIMORFISMO DE MOLECULAS DEL CMH

Una dc las caracteristicas de las moldculas de clase I es su extraordinario
polimorfismo. En los humanos, mds dc 100 estructuras distintas dc
moléculas de clase I y Il han sido identificadas (24). Esta variacidn
provicne de nuiltiples alelos cn un focus, y en caso de las moléculas de
clase II, transcomplementacion entre las cadenas alédlicas @ y P (25). En
la superflicic de las células de un individuo normal heterocigdtico sc
pueden detectar hasta scis diferentes moléculas de clase | y por lo menos
el mismo nimero de moldculas de clase II. La fuerza que dirige la
expresion de maltiples isoformas, asi como la variedad estructural que se
encuentra dentro dc lus especies, es determinado casi en su totalidad por
el incremento cn las oportunidades de que al menos una molécula del
CMMH sca capaz de encontrar al menos un péptido derivado de cualquier
patogeno. Sin ecmbargo, debido a que cada individuo expresa sdlo un
pequefio ndwmero de diferentes moldculas CMH, cada isoforma debe de ser
capaz de unif a una amplia cantidad de péptidos difercntes para asl lograr

una respucsta inminc a una gran varicdad de patégenos.

Esta aparcnte degeneracidon en la union de péptidos contrasta fucrtemente
con la exquisita especificidad tipica de la mayoria de las interacciones
proteina-ligando. Esto es cxplicado al analizar en detalle a la hendidura
en donde sc unc ¢l péptido; se ha obscrvado que dicha cavidad se
encuentra circunscrita por residuos de amlaodcidos, aigunos de los cuales
son los responsables del polimorfismo de las moléculas clase I, y es de
congiderable sigaificado que ocurran cscacialmente en la base peplegada y

en la superficic interna de ias hélices a, lo cual influye cen la



especificidad de union del péptido o en su conformacién. Varios de estos
residuos cantribuyen a Ia formacidén de sub-sitios, o “pockets”, dentro de
la hendidura. Asl, la capactdad de cada una dc las isoformas del CMIl
para unir a un diverso arreglo de péptidos-estd basado en interacclones
especificas que involucran a los “pockets® y a un pequedo niimero de
cadenas laterales del péptido, o “motifs”, permiticndo al resto del péptido
varlar. La energia de unidn adicional provienc de las interacciones quc
involucran al esqueleto del péptido, lo que provoca una arientacién comiin
para los péptidos en los sitios de unidn (figura 2); por lo que sc ha
sugerido que estas interaccioncs delimitan uwn tamafio para los péptidos
que se asocian a moléculas clase I, ¢l cuai es en la mayoria de nueve
reslduos; no obstante se ha observado que existen péptidos mayores a
nueve aminodcidas, siendo el mayor de cllos de 14 restos aminoacidicos

(26-27).

IV, VIA PRINCIPAL DE PRESENTACION DE ANTIGENOS ASOCIADOS
A MOLECULAS CLASE I DEL, CMH

La presentacion del antigeno por parte de las moléculas clase | del CMH
en la membrana celular comienza cuando ia proteina viral v oncogénica
sinjetizada en ci citoplasma cs degradada a péptidos en el citoplasma por
. el protcasama; los péplidos son transportados ai interiar del reticulo
endopldsmico (RE) por medlo de los transportadores asociados al
procesamicnto de antigenos (TAP's). Slmul(ﬁneameﬁtc la molécula clase |
(cadena « y fp2-m) son sintctizadas por separado y traslocadas al RE.
Inmediatamente después de su sintesis la cadena o« sc¢ asocia con la
calnexina, la cuai a su vez se disocip cuando 1a P-m sc acopla a la
cadena a; posteriormente el complejo a/ffyem sc asocin con la proteina
BiP y posteriormente al TAPL. Cuando ¢l péptido, bombeado por ¢l TAP,
sc asocia al complcjo cadena a/fi;-m ocurre la disociacién del complejo
con el TAPJ. Finalmente el nueve complejo (cadena aoffiz-m/péptido)
accede al camplejo de Golgi, lugar donde ¢s gilcosilado, y cxporiado por
medio dc vesiculas intracclulares hacia ia superficie celular, en donde el
linfocito T cltotéxico reconoce por medio de su receplor al péptido
asociado a la molécula clase | (flgurn 3).



Figura 2. laleraccidn del péplido con moléculas CMH clase 1. A) Vista
superior de la cavidad de unidn del péptido de nua molécula CMH clase I
B) Representacion de la conformacién del péptide SEV-9 y localizacion de
sus cadenas laterales en la cavidad de lTa molécula H-2K®. Las
localizaciones de los pockets son mostradas. C) Representacidon lateral de
la orientacidn dc las cadcnas laterales del péptido SEV-9. Los residunos
Pl, P4 y P5 del péptido sobresalen de la cavidad y son factibles a ser
reconocidos por ¢l linfocito CD8'. Los clrculos ncgros representan el
esqueleto de C del péplido, y los circulos abicrtos representan las cadenas
laterales del péptido.( A) Tomado de ref. 1; B), C) Tomado dec ref. 28)
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Figura 3. Via principal dc presentaciéon de antigenos
sintctizados cndogendmente en moféculas det CMH-I
(explicacton en la pdgina 10).
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A) GENERACION DE PEPTIDOS

El citosol ¢s ¢l fugar principal en donde sc originan los péptides que se
asocian a las moléculas clase | del CMH (28-29), cs por elio que las
proteinas a partir de las cuales sec geveran los péptidos deben de ser
degradadas y procesadas antes de que cl péptido sca presentado por I
molécula clasec 1. La mayor partc de la actividad proteolitica que ocurre

e ¢l citosol cs atribuida a la actividad dec los protcasomas.

Un proteasoma e¢s un complejo de multisubunidades con un peso de 700
kDa (30-31), su estructura cilindrica sc cncuentra formada por al menos
13-i5 subunidades distintas de aproximadamente 21-31 kDa; y desarrolla
al menos tres actividades protecoilticas distintas in vitro. Al caracterizar
su ¢specificidad al substrato, se ha demostrado que cl proteasoma corla en
tos extremos carboxilo terminal de residuos de aminodcidas hidroféhicos,
basicos y dcidos. También se ha descrito que cl proteasoma dc 700 kDa
pucde formar parte de un complejo catalitico mayor (1,500 kDa), el cual
se rclaciona ampliamente con la protedlisis de protelnas modificadas con

uvbiquitina (30-31).

En o que respecta a las subuaidades que conforman al proteasoma, s¢ ha
logrado identificar a dos subunldades conocidas como polipéptidos de bajo
peso molecular (low molecular polipepetides) LMP2 y LMPT (32-36). Los
gencs que codifican cstos LMP's se cacuentran dentro de la region del
CMH, su limitada naturaleza polimérfica, y su expresién inducida por ¢!
IFNy (36-37), son propicdades compartidas por la mayorla de los
componcntes que sc cncuentran involucrades en la presentacién de
antigenos. De becho, sc ha observado que fos LMP's pueden alterar la
actividad proteolitica del proteasoma y favorccer la pgencracién de
péptidos que sec asocicn a moléculas clase I; mis ain, se ha reportado que
las subunidades del proteasoma codificadas por ¢l CMH pueden unir
fisicamentc el protcasoma & {a maquinaria (ransfocadora de péptidos (35),
con fo que se aumenia Sa eficiencia dc la presentacién de péptidos,
estableciéndose con ello un papel importante tanto para los LMP's como



para los proteasomas en la presentacién de antigcnos por moléculas clase

l.

B) TRANSLOCACION DE PEPTIDOS DEL CITOPLASMA Al RETICULO
ENDOPLASMICO

Una vez que los pépildes son gencrados cn el citosol, éslos son
transportados al lnterior det RE por un transportador de péptidos
conocido como (ransportador asociado con la presentacién dc antigenos
(TAP) (38-40) que sc cncucnira localizado cu fa membrana del RE y cis-
Golgi (41). La importancia de su funcidn fue descrita cuando se observd
que en células mutantes habin una deficiencia en ¢l ensamblaje de
motéculas de clase | y sc atribuia a la carencia de péptidos en et RE (42).
Las mutaciones y deleciones en estas lincus se encountraban confinadas al
CMH. donde dos genes adicionales lograron ser ideutificados: TAP] vy
TAP2 (42-45). Cada gene codifica una proteina transportadora, y lras
observar que la transfeccion de los cADN del TAPL y ¢l TAP2 en las
lincas mutantes s¢ restablecia el ensamblaje de las moléculas clase I y la
presentacion de antigenos (46-48), se demostraba que el producto de

ambos genes es unecesario para fa formacion de complejos péplido-

moatéculas clase 1.

El6 TAPt v ¢l TAP2 son micmbros de la familia de los lransportadores
ABC (49). Basdndosc en la estructura de los miembros de oteos
transportadores ABC, los cuafes contlenen dos sitios de unién de ATP y
12-16 scgmentos transmembranales, se ha sugeride ta formacién de un
heterodimero TAPL/TAPZ para que pueda desaproliar su funcidn. Usando
anticucrpos dirigidos contra ef exiremo carboxilo terminal del TAPI se ha
co-inmunoprecipitado al TAPZ, cstableciéndosc al menos una asociacidn
fisica entre ambas proleinas (42,50). Posteriormente sc demostrd que ¢l
iransporte de péptidos mediado por ¢! TAP es dependicnte de ATP (38-39,

5.

En estudios reclentes (52,53) se ha observado una interacclén fisica entre
el compiejo TAP con el complejo cadena pesada-P;-m. Al parccer esta
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interaccién es mediada por la subunidad TAPL. La disociacion del
transpaortador de la molfécula clase ! coincide can fa salida del complejo
del RE, y al menos in vitro, esta disociacién pucde scr inducida por fa
adicion de péptidos. Ef transportador s¢ une a complejos pre-casambladas
ttnicamente, ya que no sc ha defectado asociacién culre cadenas pesadas
libres y el TAP. Estas observaciones sugicren la posibilidad de un
cocauzamicnto wmetabdlico para el Henado de maléculas de clase I can
péptidos, lo cual se lograrfa colacando a las recién sintetizadas moléculas
de clase | en estrecha proximidad con el TAP, con lo que la implantacién
dcl péptido en la cavidad de unidn del péptido de fas moléculas de clase |
puede ser facilitado y de esta manera cvitar la diflucidn, salida del RE o

degradacidn de los péptidos translocados.

C) CHAPERONAS EN EL ENSAMBLAJE DE MOLECULAS CAMII CLASE 1

A pesar de que algunes péptidos pueden unirse a cadenas pesadas fibres
(54-55), la mayoria dc las cadenas pesadas de clase | se plicgar, sc
asocian con Paem y luego uncu al péplido (56-57). A pesar de que cl
casamblaje puede scr reconstituide in vitro a partir de subunidades
putificadas, las cadenas peptidicas recién sintetizados deben de completar
su plegamicnto y ensamblaje antes de gue lleguen a la superficie celular.
Sc picnsa que cste proceso es mediado por interacciones transilorias con
chaperonas moleculares que residen en cf fumen de el RE, tal como BiP,

GRPY4, y calnexina (58-59).

La chaperoaa mejor caraclerizada en los cventos de cusamblaje cn fascs
tempranas de las moléculas clase | es la calmexina, una proteina de
membrana restdente en RE con un peso de 88 kDa (p88) co el ratén y %0
kDa en ¢l humano (1P90) (60-61). Sc ha notado que la calacxing se asocia
cap las recidw sintctizadas cadcnas pesadas de clase | durasite, o paco
después, de su raslocacion cn et RE (62). En ausencia de fpz-m, el
cusambiaje de ios complejos de clase | no pueden ser compl'clados. y
consecucniemente, las cadenas pesadas permancecn unidas firmcmente a Ia
calnexing hasta que son degradadas; mientras que en fa presencia de



cadenas pesadas, Baz-m, y péptidos, la interaccion con la calnexina ecs

momentdnca.

En fincas celularcs humanas la disociacidn de la calunexina de la cadena
pesada parece ser independientc de fa prescucia de péptidos (63), sicndo
la asociaclon entre In P-m con la cadena pesada la que provoca la
disociacién con a chaperona; por lo que se piensa que otra chapcrona
(BiP u otra) prevenga la salida del complejo sin péptido a la superficic
celular. M4s aun, se hipotetiza que existan otras moléculas chaperonas
que interactiuen cn algin paso de la presentacién de antigenos, tales como
fas protcinas dc choque térmico residentes del RE (64-66), aunque no se

canoce su funcién precisa.

V. VIA ALTERNA DE PRESENTACION DE ANTIGENOS

El analisis dc péptidos asociados a moléculas clasc | ha conducido a la
identificacion dec una scgunda via para cl procesamiento y la presentacién
dc' antigenos. Se¢ observd que en la linea celular mutante T2, la cual
carece de los genes que codifican a fos TAP's y.a los LMP's, presenta un
campo de péptidos asociados a moléculas HLA-A2.I comparable al de
célufas normales, indicando que las moléculas sc encuentran ocupadas por
péptidos. Sin embargo, la complejidad de los péptidos ¢ra pobre, con seis
especies represcntando el 50% del total (67-68). Debido a que las seis se
originan a partir de protelnas translocadas al interior del RE o dominios
de secuencias scal (67-68), se propuso que los péptidos quc sc asoclaban
a moléculas HLA-A2.1 cran producidos después de fa protedlisis de las
secucncia sefal cn ¢t RE por fa accidn de enzimas protcolitlcas residentes
en el RE. Postertormente sc demostrd que muchos péptidos aislados de la
molécula HLA-B7 de células normales también se derivan de péptidos
sefal (69). Auuado a cllo, sc logrd idcntlficar a un epitopo peptidico
cestringido a la molécula clasc | de ratén H-2D® del virus de la
coriomeningitis linfocitica derivado de la secuencia seial del precursor
glicoproteico GP-C (70)., Asl, esta segunda via pucde dar fugar a péptidos

que son recopocidos por linfocitos T durante una respuesta inmune
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wormal, con lo que cabe la posibilidad de que existan cpitopos peptidicos

en cl dominio de secuencias scial de proteinas antigénicas.

VI. EXPRESION DE PEPTIDOS ASOCIADOS A MOLECULAS DEL CMH
CLASE |

La capacidad quec tiencn tas moléculas de clase I para unir a un gran
nimero de péptidos distintos es de gran importancia para la funcidn que
desempedan. La espectrometris de masas en tdndem/ionizacidén por
clectraspray ha proporcionado cvidencia directa de esta capacidad a partir
de un evaluacidn de la complejidad de péptidos procesados naturalmente y
asociados con moléculas del CMH. Se¢ ha fogrado detectar mis de¢ 2,000
péptidos distintos asociados con fa molécula de clase | HLA-A2.1 y -B7
(69,71). A pesar de cilo, la representacidn de péptidos individuales cs
absolutamente variable. Par c¢jemplo, en un audlisis espectrométrico de
masas de péptidos asociados con HLA-A2.1 indicaba que casi el 90% de¢
los péptidos asociados cstaba presente cn una proporcion de 0.01%-0.1%
del total del extracto, o lo que e¢s lo mismo 100-1000 complejos por
célula. Can ci uso de cantidades mds grandes de material inicial aunado a
una fraccionacidn adicional por HPLC. sc ha logrado visualizar péptidos

que representan hasta una copia por célula.

Ya que la mayoria de¢ fas células consideradas en fos cstudios anteriores
expresan de 10°-10° moléculas dc CMH por célula, si tan solo el 1% de
fas moléculas CMH cstuvicran ocupadas por péptidos de fa abundancia
referida, el numero total de péptidos distintos presentados podrian scr
mas de 10.000. Mcdiante ¢l anadtisis de espectrometria de masas y andlisis
de Edman sc ha podido detectar que el péptido mds abundante asoclado
con moléculas dec clasc I ¢s de 0.4-1% con respecto al nimero totai de
péptidos, considerAndosc entonces 4,000 complejos por célula (69,71-73).
Interesantemente, un grupo de investigacidn logré estimar que un péptido
del virus de cstomatitis vesicuiar ocupaba mas de $% de las moléculas H-
2K® en una célula infectada (74). Ef determinac sl este nimero lan allo ¢
inusual provienc de una infeccién viral o de otros camblos en el
metabolismo cclular permanece por ser dilucidado,



El impacto en ¢l sistema inmune de csia amplia cantidad de péptidos cs
aan ipcicrta. Sc ha cstimado que el nimero minimo de complejos CMHN-
péptido expresados cn las células y que son reconocidos por los linfocitos
T como ¢pitopos estan generalmente en el intervalo de 100-500 complejos
por células (75-79), sin cmbargo, algunos epitopos pueden cstar presentes
ct cantidades significativamente mayores o menores (71,80). Tambidn se
ha obscervado una falta de correlacién cnire {a afinidad de péptidos que sc
cncueniran de mancra naturat con respecto a su abundancia relativa,
sugiriendo que la abundancia dec la proteina de origen asunado al
procesamjcnio son {mporiantes para el numero dc¢ complcjos que son

presentados en Ja membrana celular.

VI IDENTIFICACION DE EPITOPOS

Actualmente cxisten algorilmos que permilen la identificacion de 1a
sccucncia mds probable dc una protelna para poderse unir a moléculas
CMH (81,82). cste sistema ha tenido mis éxito para moléculas de clasc 1.
l.a prediccidn de cpitapos peptidicos restringidos a motéculas CMH que
scan - capaces de ser reconocidas par linfacites T, ha sido posible al
sintetizar péptidos a partir de una regidn de interés de una prateina, cuya
sccuencia cs conocida (83). En contraste, la identificacion de pdptidos
que s restringen a moldculas clase § ha sido mds problematico debido a
Ias seccuencias cortas de B-10 aminodcidos. En conscenencia, varios
gropos han usado la informacidn scerca de los “motlfs” y su papel en la
unién del péptido con Ins moldculas clase I, para poder definic péptidos
que scan yéplimos en ta prediccion de epitopos (76,79.84-86).

Por medio de HPLC cn fase reversa se ha podido cslabiccer que fos
péptidos sintéticos utilizados cran idéntlcos a los péptidos que se
praducen de mancra natural cn la célula y que se asocian a maléculas
CMH, ademds de reconstituir la actividad de extracios cclularcs y migrar
en upn patrén similar cuando sc les sometia a HPLC de¢ fase Inversa
(74,77,87), Una cxtensidn importantec de este tipo de trabajos ha sido la
identificacién de cpitopos peptidicos restringidos 2 moléculas CMH 2
pactir de 13 secuencin de una proteina Intacta.
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Actualmente ¢f uso de “motifs” que scan espeeificos 2 un alelo (tabln 1)
ha facilitado ia identificacién dc cpitopos por medio de in sintesis y la
prucba de un ndmero relativamenic pequedo de péptidos. Esta técnica ha
sido usada por cualro grupos de investigacién, los cuales han empleado
csta fdeca para la tocalizacién de cpitopos de linfocitos T resiringidos a
moléculas clase I (88-91). Ea un caso el péptido sintetizado ha sido

idéntico al péptido producido por la célula (89).

Tabla I, “Motifs” dominantes y auxiliares de péptidos que se asocian a
algunas alclos de! CMH clase [ humanaes (Tomado de Ref. 98)

POSICION
2 3 4 s 6 1 [] 9
BtA At T gin? [ LiMf Y
HLA-A2 LM v
HLA-AD 1 Fiy NC? LeEryY Y/IK
HLA-AH fe! K
Fri
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HLA-AYD ANULIF

fil.A-Aw6g  V/T R/K
HLA-BT [ R L
fHLA-D8 Lp K/ft KR Lt

HLA-BL4 R/K LIVF R/t /L i
HLA-B27 R’ Yifif RIK
HLA-B)S P Y/Ht
HLA-B37 DIE Vidi i
(tLA-B40 E Frl f,
HLA-B44 E I P v Y
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HLA-Cwé PR g1 Vigrt Ligivy
HLA-CwT YIp iy v YIFIL

Rastduaoa ancla que san dawminasntes sBe =2ncuaentean &n negrillae.
? e indics residuas de2 a3 no cargados.
it lndica sa3 hidvofioinoss.

P8 ra el 2a C-tet'mlnﬂ.

Mientras que estos estudios apoyan ci uso de “motifs” para predecir
cpitopos de linfocitos T, otros estudios han demostirado que paric de los
péptidos que sc sitian fucra de los sitios de anclaje tiencn un efecto
significativo y cn muchos casos pueden abatic Ia unlén totalmente. Varios
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{nvestigadores han intentado definir péptidos que se unan a wmolécuias
clase [ provenientes dc proteinas virales u otras basdndose en los
“motifs” dc los residuos de anclaje y un tamado dptimo. En muchos casos,
la unién de estos péptidos suele ser débil a pesar -dc la presencia del
*motif* optimo (80,92-97). Un segundo problema relacionado para la
prediccion usando “"motifs” es la delinicion de criterios que son muy
restrictivos, en cuyo caso un cpitopo peptidico que "no cumpla los

requisitos podria perderse.

Varios cpltopos peptidicos que son reconocidos por las céiwlas T con un
tamafio minimo de 10 a {1l residuos aminoacidicos han sido identificados
(84,99,100), y a pesar de quc el uso del extremo C-terminal como un
residuo ancla dominante e5 ¢l mas comun, s¢ ha encontrado evidencia para
el uso de residuos internos del péptido (71). Adicionalmente, muchos
péptidos picrden uno o mds clementos de “motifs” méas complejos, ¥
algunos parecen expresar “motifs” secundarios inusuales (69,7[)‘
Obviamente, ain queda mucho por descubrirse acerca de los factores que
controlan la fuerte union de un péptido a moléculaskdcl CMH. Los
“motifs” estructurales pucden scr de gran utilidad para la prediccion de
epitopos si sc usan con flexibilidad. De acuerdo a un andlisis sistemdtico
de los péptidos que sc unen a HLA-A2. 1, sc ha desarroliado un algoritmo
capaz de predecir péptidos con gran capacidad de ‘unién con una alia

frecuencia (94).

VIIl. TECNICAS PARA EL ANALISIS DE PEPTIDOS PROCESADOS
NATURALMENTE ASOCIADOS A MOLECULAS DEL CMHL

A4) PURIFICACION

Los péptidos procesados naturalmente que se asocian a moléculas clase |y
Il del CMH son alslados por fo general a partir de material que la sido
previamente purificado por inmunoafinidad, scguidd por una
fraccionacidn basada en el tamafo para poder eliminar las proteinas del
CMH (74,101). La rccuperacion de péptidos por esta técnica se ha
estimado en un intervalo de 70-80% de las moléculas totales d¢ CMH
(67,69,73,102), indicando que el material e¢s una muestra representativa.
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El andlisis de los péptidos asociados con una amplia gama de moldculas
CMH humanas ha sido obstaculizado por la falta de anticuerpos
monaoespecificos para la purificacidn de isoformas del CMU, requiridndose
¢l uso dc células homocigotas o transfectadas, o bien Ia eliminacién
sccucncial de moléculas CMH usando de manera progresiva anticuerpos
menas sclectivos,

Una tdéenica alternativa para la purificacion de péptidos involucra la
cxtraccion a partir de células comptetas con dcido triflugroacético
(103,104), aunque los cxtractos contendrian péptidos de varlas motéculas
del CMH, también cxistirla material que podria considerarse asociado a
molédulas del CMH. Sin embargo, csta técnica puede ser de gran valor
para cl aisiamiento de péptidos que representan clapas intermedias en ¢l
procesamicnio de antigenos.

8) SECUENCIACION DE LA MEZCLA DE PEPTIDOS

El andlisis de péplidos individuales asociados con moléculas clasc | ha

-

guiado a Ia identificacion de un nimero significative de péptidos que no
contienen ™molifs® prediclios por la sccucnciacion de fa mezcla de
péptidos; sin embargo, como los péptidos extraldos a partir de un alelo
representan una mezcla éomplcja de distintas especics de baja abundancia,
¢l aislamicnto de péptidos individuales ha sido ua factor limltanle para
su andlisis. La estratcgia mds usada cmplea ¢f HPLC cn fas¢ reversa para
resolver parcialmente a 1a mezela de pépttdos, scguido por una
degradacidon de Edman del material contenido cu picas dominantes que se
cncuentran bicu rislados y asi oblener una secuencia (105,106). Ef uso de
cste profocoio se cncucntra limitado por el hecho de que Ibs picos
individuales obtenidos por HPLC aun contienen maltiples cspecies de
péptidos. El problema sc soluciond mediante ¢l uso de espectrometria de
masa de desorpcién de lAser para -identificar masas jndividuales en
fracciones de HPLC c¢uyo tamafio pucde ser correlacionado con la
informacion de {a sccuencia obtenids por lag degradacion de Edman
(102,107,
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Otrs téenica usada para identificar a los péptidos nsociados a mwoldculas
det CMH ha sido mediante el uso de HPLC microcapilar ew combinacion
con ionfzacién por clectrospray/espectrometria de masas cn tdodem
(73,!08).'En ‘esta técnlca los péptidas son separados por wnoe o mds pasos
de HPLC en fase reversa, y lucgo por la relacién masa a carga ¢n cl
cspectrémetro de masa. Las cspecles individuales son sccuenciadas
directamentc cn cl especirdmetro de masas por el andlisis de disociacidn
activada por collsién (109). La laformacidn de unn sccuencia puede ser
_ obtenida hasta con 300 fmol de¢ péptido, lo cual es significativamente
menor & lo requerido en el andlisis de Edman, la cual requicre de carridas
adicionales ecn derivados del péptide modificade quimicamente e
interpretacion de varios espectros de masa. Pero debido a su capacidad de
resolver la sccuencla de péptides la técnica de HPLC microcapilar
proporciona la informacién mds detallada acerca de ia complejidad de Ia

mezcia de pépildos asoctados a ntaléculas CMH.

IX. CANCER CERVICO-UTERINO

A) ETIOLOGIA

El carcinoma cérvico-uterino cs una dec las principales cansas de muerte
enire las mujeres por cdncer en México (110,111), aunado s que afecta a
mujeres refativamente jovenes, lo que reduce su tiempo de vida de manera
considerablc. En términos globales, su amplia variacidn en la incidencia
mundial indica que el impacte dec estc cdncer pucde ser reducido
aplicando el conoclmiento actual a las poblaciones con mayoer incidencia y
tasa de mortalidad, 1al como lo ¢s México y palses centroamericanas, en-
donde Ia incidencia es de 40-50 casos por 100,000 habitanies (110). Entre
los mélodos que sc han cmplcado o sugerido para controlar a ésta
cnfermedad se eancucniran el madificar ¢l comportamiento sexuval,
vacunacion contra el virus del papitioms humano (VPH), realizar pruchas
contra Ia infeccién del VPH, scguimiento cliolégica, deteccidn clinica

temprans y terapla improvisada.

La hlstoria de un cédncer pucde dividirse en dos partes: induccién y
proliferacién de las células trausformndas. La induccién engloba a todos
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los cambios persistentes que ocurrch ch una o mas células, lus cuales
subsecucntewmente s¢ convierten cn las generadoras de las poblaciones de
células wmalignas de la ctapa de proliferacion. La induccidn pucde scr
debida a factores genéticos hercditarios o a mutaciones, asi como a

factores epigenéticos.

En ¢l caso del cdncer cérvico-uterino los factores de riesgo que sc han
cstablecido son una cdad temprana cn las rclaciones sexuales, un allo
niwmero de compaferos sexuales, fumar (112,113), dicta pobre en fruta,
vegetales y algunos micronutrientes (vitamina C, fi-carotenos, folato)
(L14-116). uso de anticonceptivos orales (117-119). -y la presencia de
cicrtas moléculas CMH clase 11 (120,121). Sin ecmbargo, sc asocia de
mancra mAs tangiblte con una ctiologla viral, cstudios realizados desde
1966 cmpiczan a relacionar a agentes virales con csle tipo de cancer
(122,123).  Recicntemente, sc¢ han  descrito algunas  cvidencias
molecularcs, como ¢s la prescncia de antlgenos virales en células de
carcinoma cérvico-uterino. lo que apoya la hipoélesis de que ¢l desarrollo
de csta. neoplasia se relaciona estrechamente coun  la -transformacion
celular por infeccidn con virus (124). Entre los principales agentes
virales se han eacontrado: el VPH, ¢l virus del herpes genital ¥ en menor
grado ¢l citomegalovirus (125). La mayoria de los estudios acluales
consideran que el VPH es el principal agentc ctiolégico. ademas dc
propoucrsc un papel sinérgico del virus del herpes con ¢l VPH cu cl

desarrollo de la ncoplasia (126),

Los VPH rcpreseatan a un grupo heterogéneco de agentes que infeclan
tejidos epitelinles. Ilegdndosc a clasificar a 70 tipos diferenies de VPH
basdndose en su matcrial gendtico, de los cuales 23 pueden infcctar al
hombre y a la mujer, pero los que mas frecuentemente s¢ han detectado
son tos VPH 11, 16, I8 y 31 que cstdn asociados con ia transformacidn de
células epiteliales del cérvix asi como las del cucllo del dtero
producicudo lesiones denominadas NIC  (Ncopiasia Intraepitelial
Cervical). Su eliologia se ha confirmado mediante estudios citoldgicos ¢
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histofégicos de 1icjides infectados, cn condilomas o cpitelio cervical

(122,127).

l.os virus que pertenccen a la familia del Papilloma tienen una estructury
compuesta por una doble cadena de ADN que conticnc aproximadamenie
7800-7900 pares de bases, ademds sc caracicrizan por presentar un virion
no envuelto, una clpside icosahddrica y replicacién dentro del nicleo de
las cdlulas infectadas, El genoma viral codifica para dos clases de
proteinas: las protefnas “lempranas” (early profeins) cuya funcién cs la
de regular fa replicacién del ADN viral (El y E2), la transcripcidn del
ARN (E2) y la transformacién cclular (ES5, E6 y ET7). y las proteinas
“tardias" (late protetnsy L1 y L2, las cuales son requeridas pura el
cnsamblaje de particuias virales infecciosas (122). El ADN viral se
replica en forma extracromosomal. En la transformacién maligaa
relactonada cop ¢l VPH, el ADN viral pucde cstar intcgrado al ADN
celular, fo que resulta en Ja rupturs de grandes fragmentos del genoma
viral. Los genes fardios LI y L2 y algunos genes rempranos (EI y E2)
generalmtente se pierden, quedando solamente los segmentos 6 y E7 como
ronas de apertura de lectura frecucnlemente cncontrados en carcinomas
(124). La counsiguicnte transcripcién de las genes 6 y E7 ¢s acompadada
de un aumcenlo cn la proliferacién de las células infectadas y ¢l aumento

cn las posibilidades de transformar malignamente o las células.

B) RESPUESTA INMUNE AL, CANCER CERVICO-UTERING

B )Inmunidad humoral '

Varios investigadores han‘couﬂrmado la presencia de anticuerpos conira
proteinas E7 de VPH-16 y VPH-18 cacontrados frecucntemente en sucro de
pacientes con cncer cervical (128-136). Otros investigadores han
delecla&o.amicncrpos contra la proteinag E2 de VPH-16. y VPH-I8 (133)
asi como anticuerpos contra da proteina E4 (132) y E6 (136) de VPH-16 en
suero de pacienics con CaCu, Estos estudios han permitido sugerir que
algunas dec cslas proteinas virales son innunogénicas y pueden
represcatar tos blancos especificas de ta vigilancia inmune hacia tumores

relacionados con VPH,



#.2) tamunidad mediada por células

La inmunidad wediada por células desempeda un papel importante en cl
control dec ncoplasias asociadas a VPH, tas cuales ocurren cou mayvor
frecuencia cn poblaciones con una inmnnidad celular deprimida (137). En
fos dltimos ados, Ja inmunidad mediada por linfocites T a inlecciones por
VPH ha sido facilitada por la idcatificacion de cpilopos o péptidos
derivados de proteinas de VPU presentados por moléculas clase | y 1 del
CMH. Varios grupos han intcntado mapear en ratdn y humano péptidos de
protelnas de VP para cestimulae tinfocitos T auxiliarcs {Ta); por ejemplo -
un grupo logré ideatificar un péptide para linfocitos Ta a pactir de ta
protcinag £7 d¢ VPH-16 (aminoicidos 48-54) (138). Aunado a ello, varios
prupos de (nvestigadores también haw tratado de mapear péptidos para
cstimular a linfocitos T citotdxicos cn ratones y en humanos (U139-144)
sobre proteinas de VPH. Por cjempla. sc ha reportado la ideatificacion de
un péptido para cstumular finfocitos T a partir de {a proteina E7 de VPH-
16 a través de H-2K" v H-2D" cn estudios de unidn de péptidos sintéticas
a ecstas moléculas. resuliando cn waa autéantica proteccion del raton
inmunizado con csios pépridos. hacia un subsccuente reto contra el tumor
(140). Otro grupo de investigacion logrd identificar a epilopos peplidicos
en la proteina £6 del VPH-16 para linfocitos citotéxicos de ratones con ¢l
taptotipo H-2° (143}, Posteriormedte. se ha togrado idemtificar varios
péptlidos sintéticos de proteinas E6 v E7 d¢ VPH-16 que sc unen con alta
afinidad a alelos humanos HLA-A (143,144). Recientemente. sc logro
identificar por mcdio de ewsavos in vive ¢ in vitro a péptidos de las
protcinas €G v E7 del VPH-16 que podian estimufar a los ftinfocitos
cilotéxicos de ratoncs iranspénicos v dc donadores de sangre normales que

expresaban el alelo HLA-A*0201 (146).

Esludios cnfocados hacia la respuesta inmune local, a uivel de tejido
cervical infectado. han dcmosirado una disminucién cn ¢l namero de
células prescutadoras profesionales. las cuates son de vital Duportancia
para desarroilar una respucsia mediada por linfocitos T; en verrugas
producidas por infcccion con VPH sc ha cncontyado quc la densidad de
cétulas Langerhans es dramdticamente reducida cn compuracidn can cl
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tejido normatl de algunos pacientes (147-149). Otro aspecto imporlante es
que las células cervicales normales, sccretan muchas citocinas de manera
conslitutiva, micnlr.ns que en célntas cervicales inmortatizadas con VPH o
Itneas de carcinoma cervical, cxiste una disminncion ¢n la produccion de

citocinas (150,151).

También a nivel local, sc ha encontrado que fos macrdfapgos v células NK
participan de manera importante ¢n la climinacién de células cervicales
infectadas con VPH (132). Finalmente, los macréfagos son importanies
mediadores celulares de la inntunidad antitumor, ya que pueden reconocer
de manera sclectiva v destruir células ncoplasicas asociadas con VPH-16
(153) al transfectar cétulas con ¢l oncogenc E7 de VPH-16 v cncountrar

susceptibilidad de estas células a ser lisadas por macréfagos activados.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hoy en dia una dc fas principales cauvsas dc mortalidad cn
nucstro pals es ta ariginada por el cauncer, a pesar de que
existen muchas cstrategias para combatirfo, aun po sc ha
togrado ¢l éxito en la mavoria de los casos, sobretodo en los
quc la deleccidn no ha sido oportuna. En los dltimos aftos se¢
ha rcalizado una gran cantidad de cstudios a nivel moleccular,
can la finalidad de¢ crear vacumas que scan especificas en
contra de antigenos presentes en las células cancerosas. En la
actualidad, uno de los cstudios con gran posibilidad de dxito
es la obtencidon y caracterieacion de péptidos antigénicos,
producio dei  procesamicnto dc protcinas sintctizadas
cndogenamente cn la célula. que se cncuentran asgciados can
moléculas clase I del CMH propias de células gque han sufrido
infcceiones virales o Bhicu, s¢  han transformado ~¢n
cancerosas. bLa purificacion de moléculas del CMH para
obtecner a dichos péptidos. ha sido un problems limitante. Por
csta razbén ¢u este trabajo sc asaron anticuerpos motoclonales
y técnicas cromatagrificas cos fa finalidad dec obtcner y
caracterizar o autigenos tumorales, con vias a la fabricactdn
de vacunas especificas coulra tumaorcs que porten & eslos
antigegos: por jo quce sc tomd como modefo de cstudio a dos
tincas ceclulares de carcinota de cérvixy humana, denominadas
Calo ¢ Iabl. fas cuales sc asocian ctioldgicamentce con una

tafeccjion de VPH 1ipo 18
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OBJETIVOS GENERALES

a) Obtencr péptlidos antigénicos prescutados por moléculas
clasc 1 del Complejo Mayor de Histocompatibitidad cu ltas

tfncas Cato ¢ Iubl de carcinoma cérvico uwterino

b) Analizar hidrofilicamente la prescntacion de péptidos c
fos diferentes alelos del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad clase [ de fas lincas celularcs Calo ¢

labl.

OBJETIVOS PARTICULARES

a) Obiencr anticucrpos monocionales que reconozcan a alelos

del complejo maver de histocompatibilidad clase | en las

lineas Calo ¢ tubl

b) Purilicar v verilicar ¢l reconocimicalo especifico de los
anticucrpos monoclonales hacia su  respectivo alelo del

complejo mayor de histocompatibilidad clase & en las fineas

celulares.

¢) Obtener moléculas de los alelos del complejo mayor de
histocompatibilidad clase | de las lincas celularecs Calo ¢

tobl.

d) Eluir ltos péptidos asociados a cada uno de los aleclos de

tas moléculas clasc | del. CMH ca células de tas lincas Cailo ¢

Inbl.

¢) Analizac fa lWidrofilicidad de los péptidos asociados a los

diferentes alelos de cada finca ceiular,
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HIPOTESIS

Sc¢ conoce que las moldcuias del CMH-I presentan cn la
membrana de las células nucleadas, pépridos derivados de la
sintesis y procesamicnto de proteinas cadégenas propias o
producto de alguna infecciéon viral. los cunales pueden ser
potcaciafmente reconocidos por tinfocitos T cn la respuesta
inmune celufar. Por otra parte, recicntemente s¢ ha reporsiado
que ¢t tumores de carcinoma cérvico dlerino con infeccidn de
VPH. la presentacion de pépiidos por moléculas clasc 1 del
CMMH pucde estar disminuida o nulificada (154). asocidndose
esic fendémeno con la cvasidn de la respuesta inmuac celutar,
Para este cstudio, contamos con dos lineas celulares de
carcinoma cérvico uterino (Calo ¢ (ub]) fas cuales presentan
infeccion con VPH tipe 8. Eu comsccucacia si oblcacmos
moléculas clase 1 del CMH de¢ laos diferentes alclos que
constitayca ¢l haplotipo de cada tineca cclular esperamos.
encontrar una disminucidn o nulificacion en la expresidn de
upépHdos con cardcler aotigénico asociados a alcles de las

{fneas cclufares de carcinoma cérvico-uferino.
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MATERIAL Y METODO

Con la finalidad de llevar a cabo los objctivos plantcados anteriormente

sc rcalizd la siguicnte metodolopgia de trabajo.

CULTIVO DE LINEAS CELULARES

Sc¢ cultivaron las lincas celularcs de carcinoma cérvico-uterino Calo ¢
Iabl (cuyo haplotipo de moléculas clase 1 se¢ muestra cn {a tabla 2), que
fucron obtenidas de dos biopsias diferentes de pacientes con carcinoma
cérvico-uterino (155). Los hibridomas PA2.i, AlL.IM, B27.M1, SFR8-B6
(comprados en ¢f American Tissue Celi Culture, U.S.A.), que reconocen a
fos aletos HLA-A28, HLA-All, HLA-B27, HLA-Bwé6 respectivamente (156-
159), E} hibridoma W6/32 (donndo por ct Dr. Qerld Moldchauer del
Ceutro de Investigacion en Cincer en Heidelberg. Alemania) reconoce a la
totalidad de moléculas clase | (160). El medio de cultivo usado fuc RPMI
1640 (Microlab, México) con 10% de sucro fetal de bovino (HyClone,
USA). La incubacién de Jas células se efectud a una temperatura de 37°C,

cop uha atmasfera de 5% de CO, y ambicnte saturado de humedad (I61).

Tabla 2. Tipificacion de las moléculas de histocompatibilidad clase |
presentadas por [as {incas cefulares de carcinoma cérvico-uterino Calo ¢

tnbl.

LINEA CELULAR MOLECULAS HLA

CALO HLA-A23
HLA-A28
HLAB27
HLA-B4S
HLA-BwG
INBL HLA-ALL
HLA-Aw)l]
HLA-Bi4
HLA-B38
HLA-Bwb
HLA-Cw3}
HLA-Cwid
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SUBCULTIVO DE LINEAS CELULARES

Las células Calo o Inbl cn fase de crecimicuto exponencial fucron
resembradas de la siguiente manera. El medio de cultivo fue desechado y
s¢ adiciond 50 ml de verseno dejande incubar a 37°C por |0 minunlos y
despuds de ligera resuspensién, {a sofucidn cefular fue centrifugaida a 250
xg durante un ticmpo de cinco wminutos. Una vez realizado csto, sc
cofectaron los botones celulares y fncron lavados una vez con solucidn
amortiguadora de fosfatos (SAF) (Apéndice 1), sc cuantificé ef nimero de
células por medio de hiemocitémetro y el botén cefular se congeld a -70°C.
En ¢l caso de fos hibridomas el medio dc cultivoe fue centrifugado a 1,500
xg por 10 minutos y al sobrenadante sc le centrifugd nucvamente a 20,000
xg por 30 minuntos, finalmente se colectd ¢! medio condicionado en un
recipicente de vidrio estéril y dec color dmbar. Los botenes celulares fueron
resuspendidos con ¢l medio de cultive y se cuantifico la viabilidad de los
hibridomas can ayuda dcl colorante azul de tripano (Sigma, U S. A}, el
cual tienc la propiedad de 1cftic de azul a las células que han sufrido
ruptura de su membrana plasmitica. Las células fucron cuantificadas con
un hemocitdmetro _s" sec colocaron de Ixi0% a 2x10° de células vivas por

botella (Corning, U.5.A.) de 90 ml (162).

CRIOPRESERVACION DE LAS LINEAS CELULARES

Con ta finalidad de preservar a fas lineas celulares ecn diversos pasajes y
de manera indefinida sc realizé 1a lécnica de criopreservacion. la cual
consistié en colocar a células que se cacontraban cn fasc de crecimiento
cexponencial cn medio de congefacion, compucsio de suero fetal de bovino
(Hyclone, U.S.A.} al 90% y dimetil sulfoxido (Sigma. U.S,A,) at 10%.
Inmediatamente después, las células sc  repartieron en  viales de
criopreservacidén de 1.8 mil (Nalge, U.5.A.) dec manera tal que cn cada vial®
hubieran de 1x10% a 2x10° de células, y finalmente fueron congelados a -
70°C y posteriormenie colocados en nitrogena Hquidd (163).

OBTENCION DE ASCITES

Para poder abtener una mayor cantidad de anticuerpo en ¢l menaor tiempo
posible se scasibilizé a ratones de 1a cepa Balb/C con | ml de pristano
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(Sigma, U.S.A.) inyectado en la cavidad peritoneal; y después dec una
semana sc inyectd u cada ratén de mancra individual S500° células en |
mi de SAF dec los hibridomas PA2. L, AULIM, B2T.MI y W6/32 cn (a
cavidad peritoncal, Después dc otra semana sc colecid la asciles por
medio dc una puncién en fa cavidad peritoncal y se centrifugd por 10
minutos a (500 xg; para despuds inactivar el sobrenadante a 56°C en baio
marfa por 45 minutos, y finalmente se¢ centrifugd a 20,000 xg por 30
minitos y se [iltré por membranas de 0.45p dilufdo a una relacién [:10

con SAF (162).

SEPARACION DE ANTICUERPOS POR CROMATOGRAFIA DE
AFINEDAD

Las anticucrpos monoclonales contenidos en el medio condicionado vy cu
~la ascites Tucron purificados por medio de unas cromatogralis de afinidad
usando una matriz de afinidad de proteina A-Sefarasa (Plharinacia,

Biotech, Succia), o bien de proteina G-Sefarasa (Sigma, U.S.A.) (Tabla 3)

TABLA 3. Seleccién de nmatriz para purificar anticucrpos monocionales a

partir de medios condicionadas o ascites.

HIBRIDOMA ISOTIPO DEL MATRIZ USADA
ANTICUERPO
PA2.1 180G, PROTEINA G
Al (M [gQ; PROTEINA G
B27.Mi 1gCh, PROTEINA A
SFRB-B6 1gGyy PROTEINA G
W6/32 1G>, PROTEINA A

La wmatriz fue previamenic lavada con SAF, y después empacada ean
columuas de 10 mi (Sigma, USA), se lc hizo pasar ¢l medio condicionade
o la ascites diluida 1:10 con SAF, a una veiocidad de | mi/minuto, y a
una temperatura de 49C. Después de pasar todo cf volumen del medio
condiclonado o de ascites, se lavo la columna con una solucidn SAF hasta

que no sc obtuvo ningin residuo de proteina en el cluyente, lo cual se
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delermind co an espectrofotdmetro a wua longitud de onda de 280 am. A
continuacion se cluyd el aaticucrpo haciendo pasar por la columna una
solucion de dcido clorhidrico y glicina con un pH de 2.8 (Apéndice 2). A
la solucion dcida que contenia ¢l anticuerpo se le ncucralizd a au pH= 7-
7.5 con Tris-Acido clorhidrico con ua pH de 9. El anticucrpo desprendido
fuc cuantificado d¢ acucrdo a la densidad éptica a 280 nm para igG de
1.35 para 1 mg de anticuerpo por mi. dec solucion, finalmente ¢l
awlicuerpo fuc dializado contra un amorlignador de acoplamicnto en una
membrana de 12 kDa, para asi dejarlo listo para su acoplamicnto a la

Sefarosa activada con CNBr (Pharmacia, Biotech, Succia) (164).

VERIFICACION DEL RECONOCIMIENTO DE LOS ANTICUERPOS
HACIA LOS ALELOS DEL CMH CLASE | ’
Para verificar ¢l reconocimiento de los anticuerpas hacia cada uno de los
alelos del CMH-1 sc uso la (éciica de citofluorimetria de [ujo, en la cual
por cada 500,000 células de fa tinea de carcinoma de cérvix Calo ¢ Iabl
previamentc lavadas dos veces con una solucion consisiente en SAF al
98% vy suero fetal de bovinoe (Hyclone, U.S. A} al 2%, se incubarou con 10
pl del anticuerpo primario. (el que sc deseara probar). a  aaa
conceniracion de ) pg/100pul SAF-sucro fetal de bovine, y se dejd reposar

durantc 30 minutos a una temperaturs de 49C. Una vez quc transcurrio
csic tiempao se centrifugaron o 300 xg por cinco minufos. y se {avaron dos
veces con 1a solucidn SAF-sucro fclal de boviao, Postcriormente se le
adicioné al botén cclular ¢l anticuerpo secundario GAM-FITC (Dako,
USA), el cual reconoce a Ia regidn Fe del anticuerpo primario, ademas de
cstar marcado con isefiocianato de fluarescelna; y se procedio a incubar
por JU minutos a 4’c; ciiscguida sc lavaron dos veces por centrifugacion g
300 xg. Finalmente se adiciond 300 pi de yoduro de propidic con una
concentracién de | pug/mi co SAF-SFB, y s¢ feyd in (luorescencia en cl

cifoftuorémeiro de flujo Facscan (Beckman,U.S.A.) (162).
OBTENCION DE LOS ALELOS DEL CMH CLASE |

La scparacion de fas moléculas def CMH clase | humano sc efeciud por
mecdio de una cromatografla de inmunoafinidad, e Ia cual printcramense
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se lisaron a 2x10'" célnlas de cada una dc las lincas de carcinoma de
cérvix humano Calo ¢ labl en una rctacién de volomen de 5:1 comn un
amortiguador de lisis (Apéndice 3), después se centrifugd a 4,000 xg por
[0 minutos, para asi poder retirar los organclos mis pesados, a
continuacién ¢l sobrenadante fue preadsorbido con 10 m! de proteina A
insoluble (Sigma, U.8.A.), y sc¢ centirifugd a una velocidad de 30,000 xg
todn 1a noche, a continuacidn cl sobrenadante fue fiftrado a (ravés de una

membrana de 0.45 p (Millipare, USA).

Simultdncamente sc prepararon Jas columnas de inmunoafinidad con los
anticucrpos purificados. Para esto 3.5 g de Sefarosa activada con CNBr
(Pharmacia Biotech, Succia) fucron lavados con 700 wmi de HC! | mM para
activar a fa Sefarosa, Una vez activada s¢ agregd 60 mg dec un anticucrpo
purificado cn un volumen de 20 wi de amortigupador dec acoplamicnto y se
dejé incubar toda la noche a 49C con apgitacién suave. Una vez que ¢l
anticaerpo se acoplé a la Sefarosa, lo cual se verificd leyendo la
sbsorbancia 3 280 am del sobrenadante, se inactivaron los sitios activos
remanentes on I3 matriz, usando para eilo una solucidn dc inactivacion
por un tapso de 16 horas a 49C. Después ta columna fuc lavada en tres
ciclos. cada uno de los cuales consistié en un lavado con amortighador de
acetatos 0.1 M conlenicndo 0.5 M de NaCl; y otro lavado con un
amottigunador 0.1 M Tris-HCl contenicado 0.5 M de NaCl, Una vez lavada
In niatriz (Scfarosa-anlicuerpo) sc cmpacod ¢n una colutnnn‘dc plastico de

10 mi (Sigma, USA).

Posteriormente se hizo pasar ¢l filtrado obtenido de la lisis de¢ {as Hneas
celulares a través de una columna inespecifica (Scfarosa sin anticucrpo ¢
tnactivada). ¥ despuds a travéds de las difercntes columaas especificas de
tos anticucrpos acoplados a la matriz de Sefarosa. Bl lisado sc hizo pasar
con ayuds de wia bowmba peristdltica y a un flujo de | mi/minuto, el lisado
sc hizo pasar por s columnas durante un fapso de 24 horas, al cabo del
cual se lavaron las columnas con 500 mi de amortiguador de lavado 'y
finalinente con 4,000 ml de Tris-EDTA pH= 7.8. Una vez hecho la
anterior s¢ desprendicron las alelos pasando por la columna dc Scfarosa-
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anticuerpo unpa solucion de dcido acético al 10% por 25 minutos. £} ¢luldo
s¢ colecté en fracciones dc |} ml/min, cnsegnida sc cuanlificd la
concentracidén de proteina cu cada fraccidn, con un espectrofotdmetro con
longitud de onda de 280 nm. Las fracciones con absorbancias altas de
protefua fueron reunidas y se introdwjeron a wn baflo con agua cn
cbullicléon durante dos minutos. fnmediatamente después de haber cluido a
las moléculas CMH-I dc fas columnas, estas fueron reequilibradas con {2
salucién de Tris-HCt 0.1 M contenicndo 0.5 M de NaCl pH= 8.0, Despuds
de cste procedimicnto, se hizo pasar nucvamente el lisado ceclular. Se
realizaron dos cluciones c¢n totat para cada uno dc los anticuerpos
ulilizados. Las mismos pasos fueron efectwados en ¢l caso de fa columna
inespecifica pars descartar a contaminantes que se acoplaran a la sefarosa

de mancra inespecifica (162.164).

OBTENCION Y CROMATOGRAFIA DE PEPTIDOS ASOCIADOS A
MOLECULAS DE LOS ALELOS DEL CMIl CLASE |

L.a obtencidn de fos peptidos de ltas alclos sc realizé [liltrando las
fracclones hervidas a través de wmcmbranas “Ultrafree-CL" (Mitlipore
U.S.A.}). que tiencn un poro que permite ¢l paso de molécutas con pésos
molceulares menores .a 5 kDa. Esta (filtracién se cfectud por
cenlrifugnacion a una velocidad no mavor de 5.000 xg. El filtrado, que
contenla a los péplides menores a 5 kDa, fue reducido a un volumen de
500 pf mediante tiofilizacion. Enscpguida fue nuevamente filtrado a través
de membranas de 5 kDa. Posteriorpicnte s¢ tomaron 20 ul del filtrado y
fueroin inycctados cn. un cromatografo en fiquido de alta resolucidn
(HPLC) (Waters, U.S.A.) a través de una columna de fase reversa Delta
Pak § §t Cyy 200 A 3.9 x 150 mm (Millipore, U‘S.A.) a una temperatura
coustante de 37°C. La scpatacidn de los péptidos se hizo cn base a su
hidrofilicidad usando un gradienle con crecimiento lineal del 0:-60% de
acetonitrifo con dcido trifiuoraacétice (ATF) 0.08% (Fasc B) y utifizando
una fase hidroftlica de agua con ATF 0.08% pH=2.3 (Fase A). La
cromatografia fue realizada en un lapsa de 70 mioutos, con clinco minutos
finales de fase B8 al 60%. Los picos principales de los peéptidos fucron
detectados 8 238 nm cop un moédufo dc deleccidon de absorbancia (Watcers,
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U.S.A.) v analizadas cn un modulo de datos Waters 746 a condiciones
constantes para todos los casos (PT=4,000; PW=6). Las (racciones Mecran
colectadas 4 razén de t wml cada dos minutos. Para climinar los posibles
contaminantes de fondo contenido en los reactivos, anles de inyeciar las
mucstras se inycetd 20 puf de I fase A, bajo las condiciones ya
mencionadas. Los picos obtenidos de las lecturas de [londo eran
descartados cu las cromatografias clfectuadas sobre los pépridos. Para
descartar contaminantes de Ia cromatografin de inmunoafinidad, a las
fraccioncs obicnidas ‘de la columna inespecifica sc les practicd el mismao
Iratamicnto que a los péptidos de los alelos; los picos obtenidos durante
ln cormalografia fucron descarlados en las cromalografias de los péptidos
(67.69,73,102).

VERIFICACION DE LA OBTENCION DE ALELOS DEL CMH CLASE I
Y PEPTIDOS.

Para verificar la obtencion de alelos de moléculas del CMH clase Ly no
otras moléculas sc realizé una electroforesis en gel de poliacritamida-SDS
al 15%. usando patrones de corrida para poder tener una mejor refercncia,
y como muestras a las moléculas que quedaban atrapadas por el filiro
“Ultrafree-CL" de 5 kDa (Millipore. U.S.A.). El voltaje usado fue de 30
mA, Para delectar a fas proteinas sc cmpled la técnica de tincidon no
amoniacal con plata, la cual consistid en cafocar al gel en solucidn
fijadora (Apéndice 4) por 30 minulos. después de retirarla se agregaba
solucidn destenidora por 30 minutos, después de los cuales sc rctiraba \
s¢ agregaba una solucidn de glutaraldehido por una hora, al cabo de Ia
cual sc lavaba varias veces con agua, v sec agregaba una solucion de DTT
por 30 minutos, después de los cuales se retiraba y agregaba AgNO, 0. 1%
cn obscuridad por 30 minutos. Se lavaba brevemcente con agua vy
tapidamente con solucidn desarrofladora, dejdndose {ncubar en esta hasta
obtener el patrén de bandco deseado, para fo cual se agregaba 5 mi de
dcido citrico 2.3 M por cada 100 ml de solucidn desarrolladora: se lavaba
varias veces con agua y cl gef era sccado a 60°C al vacio durante 3 horas
(162). ‘



RESULTADOS
Purificacidn y acaoplamiento de anticuerpos.
Para poder reulizar la obtencidén de los péptidos antigénicos presentados
por alelos del CMH-1 de tas lincas Calo ¢ Inbl fuc wnecesario obtencr
anticucrpos monoclonales que rcconocieran # los afelos dei CMif-1 de
mancra especifica. Estos anticucrpos fueron purificados a partir de
medios condicionados o ascites de hibridomas por medio de cromatografia
dc afinidad. A continuacién se acopld l!a totalidad de los anticucrpos
purificados a scfarosa aclivada con BrCN, obscrviandose que la cantidad

de anticucrpo que sc acoplaba cra variable (1abla 4).

Tabla 4. Cantidad de anticucrpo acoplado a sefarosa aclivada con BrCN.

ANTICUERPO CANTIDAD INICIAL CANTIDAD DE
DE ANTICUERPO ANTICUERPO ACOPLADO

(mg) (mg)
a-HLA-A28 59,25 43.12
a-HLA-ALL 39,52 1916
o-HLA-B27 51 44.34
a-HLA-Bwo 88 831.8
a-HLA-A, -B, -C 73 71.16

Especificidad de los anticuerpos purificados

Para cerciorarse que los anticuerpos obtenidos reconocieran de mancra
especifica a los alelos de! CMH-I de las respectivas lineas cclulares. sc
reatizo una citoftuerimetria de flujo, en donde se observé 1a especificidad
de los anticucrpos hacia sus alelos (figura 4); en donde se¢ destaca una
alta expresién del alelo HLA-Bw6 en ja membrana celular dc ambas lincas
en comparacion a los alclos HLA-AILI para tnbl y HLA-A28, .B27 para
Calo (Figura 4), que fucron superiores al control ncgativo; y sumada la
expresién - de los  alelos HLA-A28, -B27, -Bw6  corresponde
aproximadamente al 30% del total de moléculas clase | presente cn la
linca Calo ca cl total de moléculas clase I (Figuras 4a), micatras que tos
alelos HLA-A1L, -Bw6 cuanmtifican aproximadamente pasp el 15% del totai

de moléculas clasc | de ta linca Inbl (figura 4b),
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Figura 4. Expresion de algunos alelos del CMH-1 ¢n dos lincas celulares
de carcinoma cérvico-uterino. a) Expresidn de algunos alelos del CMIL-1
en retacidn al total de moldculas clase | de fa linca Calo. b) Expresidn de

algunos alelos det CMH-U en relacidn al total de moléculas clase | de la

lineca Inbl,
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Obtenclon de moldeulas CMU clase !

Despuds de acoplar o cada uno de los anlicuerpos a la sefarosa, sc
prepararon las columnas de inmunoafinidad wiilizando a los complejos
anticucrpo-sefaross como malrices para aistar o los difercntes alelos que
s¢ encontraban cn los lisados de las lineas celulares Calo ¢ Inbl (2x10'°
células por lisado aproximadamente). Las curvas de desprendimiento de
alclos aisiados despuds de dos cromatografias s¢ muestran en Jas figuras §
y 6 para cada linea cclular. En cllas podemos obscrvar que la mayor
cantidad de proteina sc obtiene cotre los primeros diez minutos de
clucién. También sec observar que en una segunda clucién cs posible
recuperar una cantidad importante de moléculas de clase !. Para ¢l alelo
HLA-Bw6, sc cncontré que la misxima cantidad de proteina es oblenida
entre los minulos 10 a 15 En algunes desprendimicutos obscrvamos un
pico de absorbancia hacia e} fi‘nal de Ja cromatografia (minvtos 20-25),
que probablemente corresponda a P:-m cuyo peso es inferior al de la

cadena pesada de] CMH-I.
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Figura 6 Obtencion de moldculas del

inmuunoafinidad sobre¢ ¢l lisado de 1a linea
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Figura 6 Obtencion de moléculas del CMH-I por cromatografia de

inmunoafinidad sobre ¢l lisado de Ia lfnca Calo.
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Obtencidn p cromatografia HPLC de péptidas asociados u maldculas
CMH clase I

Después del tratamicnto dcido y ebullicién de los complejos CMH-péptido
y de la separacién dec los péptidos por filtracidn, se procedid a realizar In
cromatografia HPLC utilizando una columna Delfta Pack 5 u 300 A de fasc
reversa. Se¢ cvaluaron los principales picos a una absorbancia de 218 nm.
Los cromatogramas de los péptidos cluidos de los alelos se muestran en
tas figuras 7-13 cada uno con repeticién. Para descartar a conlaminantes
incspecificos de la cromatografia de inmunoafinidad sc hizo una
cromatografia de HPLC de las muestras provenicnles de una columna cn
donde la scfarosa se¢ cncontraba inactivada con glicerina (columna
inespecifica) y en la cual se hizo pasar cada uno de los lisados celulares

(figura H4).
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Figura 7, Perfil cromatogrifico de péptidos asociados a moléculas HLA-

A28 de la lineca Calo.
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Figura 8. Perfil cromatogrilico de péptidos asociados a moléculas HLA-

B27 de 1a linea Calo.
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Figura 9. Perlil cromatogrifico de péptidos asociados a mofécuias HLA-

Bw6 de la finca Calo.
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Figura 10, Perflil cromatogrifico de péplidos asociados a moléculas HLA.

A23, -B45 de la llneca Calo.
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Figura 11. Perlil cromatografico de péptidos asociados a moléculas HLA-

ALl de fa linea Inbl.
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Flgura 12, Perlil cromatogedfico de péptidos asociados a moléculas HLA-
Bw6 de la tinea Inbt.
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Figura 13, Perfil cromatografico de péptidos asociados a molécnlas HLA-
Awll, -Bl4, -B38, -Cwl, -Cw4 de la linea Inbl.
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Figura 14, Perfil cromatografico de impurezas asociadas a columnas

incspecificas menores a 5 kDa que absorben a 218 am.
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Compartamiento de especies peptidicas asociadas a moldcnlas CMH clase
1

Los principales picos dc clucion de péptidos a 218 nm, descartando a los
picos obtenidos dc la columna inespeckfica y su comportamicnto a través
del gradicnte de acetonitrilo, asi como su abundancia relativa se resume
cn las figuras 15-20. Asi, cu la figuta 15 observamos que ¢l alclo HLA-
A28 dc la {inea Calo prescuta un perfil cromatograflco pobre, con sdlo
cunlro especics peptldicas cuantificando paria el total de péptidos
asociados, de las cuales predominan dos especics peptidicas comprendidas
entrec ¢l 30% y 40% de acetonitrilo, que conjunlamenie cuantifican cerca
del 75% dc péptidos asociados a cste alelo, remarcando una alta

proporcion de péptidos con una relativa hidrofobicidad.

Figura 15. Distribucion hidrofdbica y proborcién de especics peptidicas
asociadas al alelo HLA-A28 de la linea de ¢dncer cérvico-uterino Calo.
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En fo quc respecta al alclo HLA-B27 de la linea Calo (flgura 16), sc
obscrva una distribucién de fas especics peptidicas desde 8% hasta . 37.6%
de Ac. En cste caso la mayor parte de las cspecies peptidicas (34.11% del
total de péptidos asociados) sc focalizan cn una regidn con caracteristicas
hidrofllicas, (cntre 8.34% y 9.12% dc Ac). No aobstante, también se
encuentra una sola especie que sc localiza en una reglén més hidrofdbica
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(36.36% dc Ac), y cuya abuadancia rclativa e¢s de 26% dcl total de
péptidos cluidos.

Figura 16. Distribucién hidrofdbica y proporcidon de cspecies peptidicas
asociadas al alelo HLA-B27 de la llnea de cducer cérvico-uterino Calo.
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En lo referen(e al alelo HLA-Bw6 de la linea Calo (figura 17). sc observa
un perfil cromatografico mds rico, con frece cspecies peptidicas en total,
de las cualcs dos que sc cncucntran ecntre cntre 36% -y 37% de Ac
cuantifican para un 32% del total de péptidos asociados; sin cmbargo, Ia
distribucidn de los péptidos a fo largo del gradienle de hidrofobicidad es
nds honogénea que ¢n la de los alelos anteriores (11.72%-60% dc Ac).
Por cl contrario. ¢l alelo HLA-Bwé de fa linea Inbl (figura 18), presenta
sélo cuatro especics peplidicas quc cuantifican para ¢l total de péplidos
asociados, con dos cspecies, localizadas cntre 42% 'y 50% de Ac, que
cuantifican para ¢l 66% del total dec péptidos asociados a cste akelo.
Comparando las cspecics peptidicas cluidas del alelo HLA-Bw6 de ambas
tincas celulares, podemos observar que en la-linea Inbl hay una pérdida
de tas cspecies con caracleristicas mds hidrofllicas, que sc cncucntran
comprendidas entre el 10% y 20% dc Ac; asl como las que se encuentran
eptre ¢l 30% y 40% de Ac, y Ias especies con aita hidrofobicidad
comprendidas entre ¢l 50% y 60% de Ac.
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Figura 17, Distribucion hidrofébica y proporcién de cspecies peplidicas

asociadas al alclo HLA-Bw6 dc la linca de cancer cérvico-uterino Calo.
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Figura 18, Distribuciéu hidrofébica y proporcion de especics peptidicas
asociadas al alclo HLA-Bw6 de la linca de cdncer cérvico-uterino labl.
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En cl alelo HLA-ALL dc la linca labl (figura 19), se observa una gran
cantidad de especies peptidicas (17 especies) distribuidas a lo largo del
gradieple de Ac. sin embargo, sélo una de cllas sc cncuenlra en gran
abundancia, con ¢l 63% decl total de péplidos, localizdndose en un 36.08%
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de Ac. Otra especic abundante (18.74% del total de péptlidos) se localiza
en una region mids hidrofitica (16.58% de Ac). Las olras especies se
encucntran en muy poca cantidad, cuantificando cada una de ellas menos
det 4% def t1otal de péplidos asociados a este akelo, localizdndose desde el
7.82% hasta 56.34% dc Ac.

Figura 19. Distribucién hidrofébica y proporcion de especics peptidicas
asociadas al atelo HLA-ALI de la tinca de cdncer cérvico-ulerino fnbl.
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En cuanlo a los péptidos asociados a los alelos HLA-A23 y -Bd45 de la
Linca Calo (figura 20) obscrvamos 15 cspecics peptidicas en total, con un
pc‘rfil cromatogrifico homogénco distribuido en un amplio rango de
hidrofobicidad, ¢l cual abarca desde 9.33% hasta 45.17% dc A¢. sicndo Ja
Winica especic sobresaticnic la localizada en 20.27% de Ac que cuantifica
para un 20.33% del 1otal de péptidos. Por otro tado, los péplidos
asociados a los alclos HLA-Awl3, -Bi4, -BI8, -Cw3, -Cwé dec la Iinea
inbl (figura 21), muestran un perfil cromatografico mas pobre con 8
cspecics. de fas cuales ia mds abundante cuantifica para ¢l 38.58% del
total de péptidos  asociandos, localizdndose en una Fcgidon con
caracteristicas hidrofdbicas (53.55% de Ac), Cabe destacar que cste perfil
cromatografico muesira una carencia dec  especies peptidicas con
caracteristicas muy hidroflilicas (10%-20% de Ac), concemirdndosc la
mayorin de especies en regiones mas hidrofébicas (20.39%-56.62% de Ac).
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Figura 20. Distribucion hidrofébica y proporcion de especies peptidicas
asociadas a los alefos ULA-A23, -B4S de la linca de cdncer cérvico-

uterino Calo.
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Figura 21, Distribucion hidrofébica y proporcidn de cspecies peptidicas
asociadas a los alcios HLA-Aw33, -B14, -B38, -Cw3, -Cwd de ia linca de

cancer cérvico-utcrino kubl.
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Verificacidu de la obtencidn de moléculas CMH clase |

La obtencién de  moléculas del CMH-1  por cromatografia de
inmunoalinidad sc verificéd por medio de wna clectroforesis cn peles de
poliacrilamida-SDS al 15% y revelando ¢stos por medio de una tincidn cn
plata en condiclioncs no amoniacales. Las fotografias de los geles se
muestran en la figura 22, cu donde se logrd detectar a la cadena pesada
(45 kD) y Pa2em (12 kDua) dc las cromatografllas dc inmunoalinidad
realizadas con los anticuerpos W6/32 (¢l cual reconoce a ta totalidad de
moléculas clasc [ del CMH), y con cl cual sc obtuvicron a los alelos HLA-
A23. -B45 de la linca Calo, y los alelos HLA-Aw33, -B14, -B38, -Cw3, -
Cwd dc la linca fubl: asimismo sélo pudo scr detectada la cadena pesada y
fa-m del alclo HLA-Bw6 cxpresado cn ambas lineas celularcs, mas no asl
para las cadenas pesadas de los alelos que fucron cxpresados en baja
cantidad como fueron HLA-AIL cn la linca Tabl y HLA-A28 y -B27 cn
Calo.
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Figura 22, Obtencion de moléculas del CMH clase I a) Moléculas CMH-I(
de ta linca Tobl: carril o inmunoprecipitado HLA-ALL;, carril 2
inmunoprecipilado HLA-BwG; carril 3 inmunoprecipitado HLA-AwW33, -
Bi4, -B38, -Cwl, -Cwd. b) Motéculas CMH-I dec ta linea Calo; carcril |
inmunoprecipitado HLA-A28; carril 2 inmunoprecipitado HLA-B27; carril
} inmunoprecipitado ULA-A23, -B45; carril 4 inmunoprecipitado HLA-

Bw6.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La caracicrizacidn de antigenos asociados a moléculas del CMH es de gran
importancia para poder desarrollar vacunas que scan cficaces en contra de
una gran gama de enfecrmedades infecciosas y de tipo necopldsico
(78,86,96,140,142,144,146,165,166). Un paso fundamenial para lograr
este objetivo ha sido cl de identificar a péptidos antigénicos expresados
por moléculas del CMH clase |, Varias esirategias s¢ han desarrollado con
este fln, basdndosc gencralmente en la sintesis de péptidos (8-10
residuos) que se cncucniran ecn sccuencias de proteinas consideradas como
antigénicas y a su afinidad por moléculas especificas del CMH. Sin
cmbargo, no siempre s¢ ha obscrvado que cstos pépiidos sean preseniados
de manera natural (76,79,8(-86,88-97). Por lo que c¢! empleo de
cstrategias que involucren la obtenciéon y caracterizacidon de péptidos
prescntados naturalmente puecden permitir vna identificacién  mds
eficientie de antigenos que generen upa respuesta inmune especifica. Es
por cllo que en este trabajo, con ayuda de unm pancl de anticuerpos
monoclonales especificos hacia alelos det CMH-I. que se sabe son muy
frecuentes en la poblacion mexicana con incidencia en cdncer cérvico-
uterino (167), logramos obtencr péptidos asociados a moléculas
purificadas dcl CMH-I de dos llneas celulares de carcinoma de cérvix que
presentan infeccién con VPH-18.

Una de las problemiticas encontradas cen ¢l uso de anticucrpos
monoclonales dirigidos hacia productos especificos de HLA. ha sido su
baja deteccion, muy probablemente debida a que su uso ew cortcs
histologicos embebidos en parafina o cfiopreservados desnaturalicen a tos
antigenos de¢ histocompatibilidad y en consecuencia no puedan. ser
detectados (154). En ouestro trabajo, fuc demostrado mediante
citofluorimetria de flujo (Figura 4) que fos anticuerpos eran especificos
para alelos del CMH clase I expresados en las membranas de las Iinecas
celulares Calo ¢ Inbl; asimismo fa obtencion de moléculas de clase |
mediante cromatografia de inmunoéfinidad fue demostrada en ¢nsayos de
clectroforesis (Figura 1%5). Una observacion importante en cstos
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cxperimentos, fue ¢l haber detectado uwna expresion diferencial de los
alelos CMH-1 en las membranas de las células tumorales de cérvix; al
respecto algunos investigadores han repertado una baja expresidon de
algunos alelos dec tipo HLA-A y B y su correlacion con la defliciencia en la
via dc presentacion de antlgenos en tumorcs cervicales (168), lo cual
_pucdc cxplicar en parte la variabilidad encontrada en nucstras lincas.
Cabe mecncionar que rccicntemente hemos encontrado una importante
retencidon intracelular de los alelos HLA-AVL y -B27 de estas lincas
cclulares a través de cnsayos bioquimicos (16Y). La baja deteccion
obscrvada en el alelo HLA-A28 de lfa liuen Calo en cnsayos de
clectroforesis puede deberse a ta baja afinidad del anticuerpo producido
por el hibridoma PA2.1 dirigido al alcto HLA-A28 (156). no obstante por
citofluorimetria de (lujo logramos detectar una cantidad significativa de

cste alelo cxpresado en la membrana.

La afta ¢xpresion del atelo HLA-Bw6 junto cou fa baja expresion de oiros
alcios expresados en ip membrana dc fas lineas Calo ¢ Inbl, también
puede ser explicada por las difcrencias en el patron de sintesis de
moléculas HLA y a las diferencias en tos ticmpos de glicositacion durante
sy paso a través del aparato de Golgi (170). Este fendmeno nos pucde dar
indicios dc que el reconocimicnio de antigenos por linfocitos T es
favorccido mas en algunos alclos que cn otros. No hay que descartar quec
alclos que sc cxprosan pobremente en la membrana pucdan scr los

encargados dc fa prescatacion de determinantes antigénicos (168),

Por otro lado, como era de csperasc en las cromatogralias del material
menor a 5 kDa realizadas por HPLC (liguras 7-13), sec obscrvaron
difcrentes picos distribuidos a través del gradicote dc acctonitrito; lo
cual nos hace sugerir, dc acuerdo a lo reportado por algunos autores
(77,104), quc estas fracciones corresponden a cspecies peptidicas con
diferente composicion de aminohcidos. De hecho ¢l uso del gradiente de
0-60% de¢ acclonitrilo sc realizé con la finalidad de scparar de mancra
eficiente a los péptidos con basc a sus caracteristicas hidrofilicas Este

gradicnte ha sido utilizado cominmenic y se ha demostrado su cficacia cn
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la scparacion de péptidos con distinta composicién cn varios cxperimentos

(t02-108).

La composicidn quimica de los péptidos ticne un papel fundamental tamo
c¢n la unidn cspeclfica a moldeutas CMH -1, como cn el rcconocimicnto por
tinfocitos T (80,90,93,97,145). Ademds, se ha demostcado ¢t papel que
desempeian los residuos hidrofiticos de péptidos antigénicos en el
reconocimiento y estimulacion de linfoeitos T (74,78,79,86,92,143,144),
to cual nos hace peusar que las especics peptidicas mas hidrofilicas son
las mds factibles de ser reconacidas por liufocites T. En este trabajo,
intercsantemente obscrvamos que en la linea {nbl hay una remarcada
ausencla o dismlpucion cn la presentacion de péptidos de cardcter
hidrofliico (10%-20% Ac), predominande aqucllos con caracleristicas
hidcofdbicas. En contraste los péptidos presentados por la linca Calo
mostraron distinta hidrofilicidad. Considcramos que Ia baja prescntacidn
de cspecics peptidicas de cardcler hidrofilico se cncuentra relacionado
con ci estado de¢ malignidad de cada linca celular: cs de resaltar que la
tinea tnbl provicac de un estadio clinico {VA, micntras que fa finea Calo
provicne de un estadio clinico {IB (155), ademds de que ambas compartten
ctiologia viral con VPH-I1B. En consccucncia, es factible que cn el
proceso de transformacién celular sc desarrollen  mecanismos que
provoquen {a pérdida o disminucion en la presentacion de péptidos cou
caracterfsticas hidrofflicas, sobretodo cn tumores mids avanzados como es

¢l caso de Inbl, dando como consecuencia el escape de la respuesia

inmune.

La presentacion deficiente de péptidos por moléculas CMH-1 también
puede rclacionarsc con las 'vias dc procesamicalo y presentacién de
antigenos: en dondec las deficiencias cn la funcidén de los protecasomas
(170-473); ¢n ¢l (ransporte de los péptidos hacia cl interlar del RE por
medio de los TAP's (17(,174-177) o bicn, Ia rctencion y degradacion de
mofdculas CMH-I en el interior de las células (178-1B1), han sido
consideradas como las causas priyncipalcs de csta carcncia. La bajs
peesencla de péptidos hidrofilicos cn [nbi puede ser correlacionado con ia
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retencién de algunas moléculas del CMH-1 en el RE (169). Por lo que se
hace necesario cfectuar mds estudios con la finalidad de  analizar las
probables alteracioncs en las vias de procesamicnlo y presentacion de
antigenos, en especial en los TADP's y los LMP's; asi como el papel que
desempena ¢t VPH en cste proceso. Por ejemplo, se ha encontrado que la
deficiencia de presentacidon de antlgenos en diversos tumores humanos cs
deblda a la carencia o pérdida de funcidon de TAP's o de LMP's (174-177).

Por otra parte ¢l uso de anticuerpos monoclonales puede restringir la
obtencion de péptidos a partir dec moléculas CMH-1, ya que¢ se ha
demostrado en modelos murinos que algunos cpitopos reconocidos por
anticuerpos dirigidos contra alelos del CMH-I, son dependientes de f(a
conformacidn quc estos presentan  (tR2.183). Dicha conformacion
molecular se encucntra relacionada ampliamente con tos péptidas que sc
asocian a cstas moléculas, limitando por tanto la obtencion de péptidos
de diferentes caracteristicas. No obstante. c¢n este trabajo las diferencias
encontradas en ¢i comportamicnto de péptidos cluidos de moléculas CMH-
I de ambas llneas celulares parcce no. ser iufluenciada por los
anticuerpos. Por cjemplo. en ¢l caso del -alelo HLA-Bwé6 (presente en
ambas lincas), ¢l uso del anticucrpo monoclonal (SFR8-B6). nos permitid
discernir importantes diferencias en et patréon dce hidrofilicidad de
péptidos asociados a este alelo cn las lineas celulares;, remarcando este
hecho, que su uso ¢n csta técpica no es un factor limitante en la

obtencidn de péptidos antigénicos.

Los péptidos obtenidos a partir de moléculas CMH-1 en cste trabajo, serdn
dc gran utilidad para Identificar a aquecllos que scan factibles de ser
rcconocidos por linfocitos citotdxicos dc manera cficicnte y cspecifica, Su
caracterizacion biogulmica permitird conocer el arigen proteico de estos
fragnientos peptidicos, y su potencial de scr aplicados de “manera

terapéutica.

Finalmente, ¢l empleo de las técnicas llevadas a cabo cn cste trabajo

pueden ser de gran utilidad cn la obtencion y caracterizacidn de antigenos
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presenlados por células malignas o infcctadas con virus, como es ¢l caso
del carcinoma de cérvix. Ademds csta metodologia podria extrapolarse a
una amplia gama de padecimicntos infecciosos, ncopldsicos y autoinmunes
con vias a la generacién de estrategias tanto de cardcter profilactico como

terapdutico.
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CONCLUSIONES

1.« El uso de anticuerpos monocionales cspecificos permitid fa deteccion

de diferencins cn la expresion de los alelos CMH-1 cn la membrana de las

Hneas Calo ¢ Inbl.

2.- EI wuso dec anticnerpos monoclonales especificos hacia alclos
particulares del CMH-I no fuc factor limitante cn la obteacién de

distintos péptidas asociados a estas wmolécutas.

3J.- La linca Inbl mostro una baja presentncion de péptlidos con cardcter

hidrolitico, en relacion a los mostradoes por la Hnea Calo.

4.- El uso de las técnicas descritas pueden ser de gran utitidad para
obtencr a antigenos de una amplia gama de cafermedades. y asi poder
caracterizarlos y desarrollar estrategias que scan cfectivas en  su

tratamicnlo.
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APENDICE 1
SOLUCIONES PARA EL CULTIVO DE CELULAS
Mcdio dc¢ Cultive RPMI 1640: 800 ml H,0 + 16.4 g de mcdio RPEMI 1640
en polvo (Microtab, México) + 3.7 g de bicarbonato dec sodio + 100 U/ml
dc estreptomicina + 100 U/ml de penincilina. Ajustar ¢l pl=7.2 y aforar a
un litro. Esterilizar por filtracidon con membrana de .22 p.
Verseno: 800 ml H,O + 3.04 p de Tris basc (Sigma. U.S.A.) + 8 3 Cloruro
dc sodio (Microlab, México) + 0.4 g Cloruro dc potasio (Bakcr, México) +
0.2 p Etilen-diamin-tetra-acético (EDTA) (Sigma, U.8.A.). Ajusiar
pH=7.7 y aforar a un litro. Esterilizar cn autoclave a 20 Ib por 20
minuios.
Sotucion Amortiguadora de Fosfatos: 800 ml H:0 .+ 8 g Cloruro de sodio
(Bakcr. México) + 2.16 g Fosfato dc sodio monobdasico (Baker. México) +
0.2 g Fosfato dc potasio (Baker. México) + 0.2 g Cloruro dc potasio
(Baker. México). Ajustar pH=7.2 y aforar a un litro. Esterilizcar por

auwtoclave a 20 tb por 20 minutos.

APENDICE 2
SOLUCIONES PARA PURIFICACION DE ANTICUERPOS
Solucion dc dcspfcndimicu(o de anticwerpo: 3.7325 g Glicina (Sigma,
U.S.A.) aforar a 250 wml. Llevar a pH=2.8 con HCI 0.2 M y aforar a §00
ml.
Solucton de weutralizacion: 250 ml H,O + 6.055 p Tris basc (Sigma,
U.s.A) k
Awmortiguador dc acoplamicnto: 800 ml ;0 + 29.22 g Cloruro de sodio
(Microlab, México) + B.401 g Bicarbonato dc sodio (Baker. México).

Ajustar pH=8.3 y aforar-a un litro.

APENDICE 3 )
SOLUCIONES PARA OBTENCION DE MOLECULAS CMH-I
Amortipuador de lisis: 800 ml de H,O + 6.055 g Tris base (Sigma. U.S.A.)
+ 8.766 g Cloruro de sodio (Microlab, México) + 1.8612 g EDTA (Sigma,
U.S.A) + 10 ml Nonidet P-40 (NP-40) (Sigma. U:SA) + 0.03484 g

83



.

Fluoruro d¢ Cenilmetifsulfonil (PMSF) (Sigma, U.S.A) (Diluirlo en ctanol
puro y usarlo inmediatamente) + 00771 g Dithiothreitot (DTT) (Sigma,
U.S.A.) (Usurto inmediatamente). Ajustar el pH=78 y aforar a un litro.
Agregar I mt de Aprotinina (Sigma. U.S.A))

Solucién dc tavado dc Scfarosa: 11.6 ul Acido clorhidrico y aforar a un
titro.

Solucion de inactivacion: 800 mi de H,0 + 15014 p Gticina (Sigma,
U.S.A). Ajustar pH=8.0 y aforar a un tlitro.

Amortiguador de acclalos: 800 ml de H.0 + 29.22 g Cloruro dec sodio
(Microlab, México) + 13,6085 g Acclalo de sodio (Baker, México) + 5.72
mi Acido acélico placial (Merck. México). Ajustar pH=4 y aforar a un
titro.

Amortiguador Tris-HCI: 800 mi H,O +6.055 p Tris base (Sigma, U.S. A) +
29.22 ¢ Cloruro de sodio (Microlab, México). Ajustar pH=8.0 y aflorar a
un litro

Amortiguador de tavado: 800 ml de¢ H:O + 6.055 p Tris basc (Sigma.
U.S.A) + [.8612 g EDTA (Sigma, US.A) + 8766 g Cloruro de¢ sodio
(Microlab, México) + 1} mt NP-40 (Sigma. U.S.A). Ajustar et pli=7.8 y
aforar a wn {itro.

Solucion Tris-EDTA: 800 mi H,0 + 6.055 g Tris base (Sigma, U.S.A) +
1.86t12 g EDTA (Sigma. US.A)

Sotucion de¢ dcido acéitco: 10 m! Acido acético glacial (Mcrck, México) +
90 mi H.0

APENDICE 4

SOLUCIONES PARA TINCION DE GELES
Sotucion lijadora: 50 mt Mctanol (Sigma. U.S.A.) + 0 mi Acido acélico
ptacial (Merck, México) + 40 ml H,0 '
Soluclén destciidora: 5 mt Melano! (Sigma, U.S.A ) + 7 ml Acido acélico
glaciat (Merck. México) + 88 ml de H,0.
Solucion dc glutaraldehido: 10 m! Glutaraldehido (Sigma. U.S.A) + 100
ml H,0. '
Solucion de DTT: 100 ml H,O + 100 g DTT (Sigma. US.A)
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Solucion desarrolladora: 150 wml 11,0 + 4.5 g Carbowato de sodio (Mcrek,
U.S.A ) + 7297 pl Formaldehido (38%) (Mcrck, México).

Solucion dicido citrico: 4.8333 g Acido citrico (Merck. U.S. A + 10 m)

H:0.
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