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12E8 M EN 

Hoy en día una de las principales causas de mortalidad en nuestro país es 

la originada por el cáncer, a pesar de que existen muchas estrategias para 

combatirlo aun no se ha logrado el éxito en la mayoría de los casos en los 

que la detección no ha sido oportuna. Actualmente se han realizado una 

gran cantidad de estudios a nivel molecular, con la finalidad de crear 

vacunas que sean específicas a antígenos presentes en las células 

cancerosas. Los linfocitos T citotóxicos (CTL's} juegan un papel 

importante en la inmunidad del huésped hacía patógenos intracelulares y 

cáncer. Los CTL's reconocen antígenos sólo en asociación con moléculas 

clase 1 del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CM11-1). En la 

actualidad existe un gran interés en obtener y caracterizar péptidos 

antigénícos presentadoS por moléculas CM11-1 que se derivan del 

procesamiento de proteínas sintetizadas endógenamente propias de células 

que han sufrido infecciones virales o bien, se han vuelto cancerosas con 

la finalidad de crear vacunas que sean especificas a antígenos presentes 

en las células cancerosas. Este trabajo se realizó con la finalidad de 

obtener y analizar bidrofilicamente a péptidos asociados a disiinios alelos 

del CMII-1 que son presentadas por dos líneas celulares provenientes de 

carcinoma de eérvix humano (denominadas Calo e Inbl) y que se 

encuentran asociadas etiologieamente a una infección de tipo vital 

(Papilloina virus tipo 1131. Los alclos del CMH-1: IlLA-A211 y HLA•1127 

presentes en la Membrana de las líneas Calo; el alelo EILA-All de la 

línea 101; y el aleló HLA-Owe presente en ambas lineas celulares fueron 

detectados por eitofluorimeirla de flujo con ayuda de anticuerpos 

mohocIónales producidos por los hibridomas PA2.1, 1327.M1, A11.1M, y 

SPIt8-136 respectivamente. Los péptidos asociados a cada uno de los alelos 

del CM/14 sc obtuvieron por medio de cromatograrla de ínmunoafínidad y 

separados de acuerdo a su hidrofobleídad por medio de un cromatografo de 

alta resolución (IIPLC), en una columna de fase reversa. Los resultados 

obtenidos nos revelan la carencia de péptidol de catador hidrofilico en 

los nidos de la tinca 101 en relación con los péptidos asociados a alelas 

1 



de la linea Calo, lo que puede estar relacionado con el grado de 

malignidad de las linea celulares y por tanto influir en la evasión de la 

respuesta inmune celular. Cl conocer las características bioquímicas y 

funcionales de estos péptidos en un futuro será de gran trascendencia para 

poder indagar el origen de los antígenos que están siendo presentados en 

el contesto del CMII.1 y por lo tanto establecer estrategias para eliminar 

específicamente a estas células tu mora les. 



INTROD UCCIO N 

Actualmente una de las principales causas de mortalidad en nuestro pais y 

en el mundo, es la originada por enfermedades degenerativas, como lo es 

el cáncer. Muchas han sido las estrategias para con► batirlo, desde la 

planeación de campañas de prevención y tratamiento oportuno, hasta el 

tratamiento en etapas avanzadas; en las cuales la cirugía, quimioterapia y 

radioterapia han sido las más utilizadas y con resultados poco alentadores 

en la mayoría de tos casos. En consecuencia, la búsqueda de nuevas 

estrategias en el tratamiento del cáncer debe ser una de las prioridades en 

la investigación médica. De hecho, en los últimos años, un gran bloque de 

información se ha vertido•a1 respecto, enfocando la investigación no sólo 

a nivel celular, sino también a nivel molecular, donde estudios 

inmunológicos y de biología y genética molecular han tenido gran 

relevancia. 

Los estudios inmunológicos han tenido como uno de sus principales 

objetivos el tratar de generar nuevos conocimientos que puedan ser 

aplicados en favor de la creación de vacunas especificas hacia antígenos 

presentes en las células cancerosas, y de esta manera prolongar y mejorar 

la calidad de vida de los pacientes que padecen estas enfermedades. 

Doy en dia se sabe que una gran parte de los antígenos que son 

presentados en células cancerosas o infectadas por un virus tienen como 

origen a proteínas antigénicas que son procesadas en la célula y 

presentadas en el contexto de moléculas clase I del CMII. Esto se 

demostró cuando se observó que los linfocitos T especifico•virales 

reconocían a antígenos vírales en el contexto de moléculas clase 1 del 

CMII. Posteriormente otro grupo demostró que los linfocitos T también 

pueden ser estimulados con péptidos sintéticos, los cuales se localizaban 

en fragmentos de proteínas vírales intracelulares, por lo cual los péptidos 

sintéticos unidos a las células no infectadas podían ser substituidos de 

manera natural tras una infección con el virus. En 1990 se caracterizó a 

los antígenos que se asocian a las moléculas Clase 1 del CMII al aislarse 
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péptidos naturales que hablan sido procesados, y que eran reconocidos por 

los linfocitos CD8 en el contesto de moléculas clase t del CM 

En vista -  de ello, el presente trabajo tiene como finalidad proporcionar 

una metodología que sea eficiente para obtener antígenos asociados a 

moléculas clase 1 del CMII de células Inmorales, y de esta manera 

proporcionar herramientas para la obtención y caracterización de 

antígenos inmorales, con vías a la fabricación de vacunas especificas 

contra tumores que porten a estos antigenos. 
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MARCO TIOR[CO 

En la actualidad se conocen dos mecanismos ininunológieos para destruir 

a tumores, uno de los cuales es innato y el otro es adaptativo. El sistema 

innato se encuentra conformado en su mayoría por células fagocilarias, 

COMO 	son 	los 	M000Citos-macrólagos, 	asi 	COMO 	neutráfilos 

polimorfonucleares, que junto con las células asesinas naturales destruyen 

antígenos y células inmorales de manera inespecifica. Todas las células 

que conforman este sistema tienen su origen en la médula ósea y atacan a 

los agentes extraños mediante diálisis, o bien por cilótaxis (1-3). 

Cuando el sistema innato fracasa cn su intento por detener la invasión de 

los agentes infecciosos o la proliferación de las células inmorales, se 

pone en marcha el sistema inmune adaptativo, el cual se caracteriza por 

la alta especificidad celular y la generación de "memoria" para 

contrarrestar el efecto de un segundo ataque. Dentro de este si sienta se 

encuentran tanto Inmunidad humoral, como inmunidad mediada por 

células (1-3). 

La inmunidad humoral es producida por la acción de linfocitos t3 que se 

forman en la médula ósea, y que reconocen a antígenos que se encuentran 

libres en solución, por medio de anticuerpos localizados en su superficie. 

Una vez que han sido activados se dividen y determinan en células 

plasmáticas que segregan una gran cantidad de anticuerpos, que actuaran 

sólo frente a un antigeno especifico. tina vez que se han unido, tos 

anticuerpos pueden neutralizar o favorecer la degradación del antígeno 

con ayuda de las proteínas del complemento, o bien por medio de células 

cuya eitotoxicidad es dependiente de anticuerpos, tales como maeráfagos y 

Células NK (1-3). 

I. INMUNIDAD MEDIADA POR CELULAS 

En la inmunidad mediada por células participan los linfocitos que tienen 

su origen en el timo, y por lo que se conocen como linfocitos 	Desde 

mediados de la década de los 70's se Ita logrado entender que los 
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linfocitos 1' no reconocen a antígenos de manera directa, sino que los 

reconocen en forma de complejos, los cuales se encuentran conformados 

por el antígeno y por moléculas de clase 1 o clase II codificadas por genes 

del CMIL Estudios efectuados en la década de los 80's dieron soporte al 

concepto que antígenos externos reconocidos por linfocitos T restringidos 

a moléculas del CMII clase II podían ser imitados a través de la adición 

de péptidos derivados de la proteína antigénica intacta a células positivas 

para clase It (4), y que estos péptidos se asociaban con moléculas del 

MB clase II (5-6). Posteriormente, este paradigma fue extendido a 

moléculas de clase I (7). Si bien estas observaciones provelan un modelo 

unificado del reconocimiento de linfocitos T basado en la forma del 

antígeno, las principales utas intracelulares para la producción de estos 

péptidos difieren de una clase a otra (8-10). Los péptidos antigénicos que 

se asocian con moléculas clase I son generados comúnmente a partir de 

proteínas sintetizadas o introducidas directamente en el citoplasma de la 

célula, mientras que los péptidos que se asocian a moléculas de clase II 

son producidos normalmente en un compartimento c tulosomal o lisosornal. 

Esencialmente, todas las células 'ladeadas expresan moléculas de clase 1, 

las cuales se expresan abundantemente en células linfoideas; en menor 

cantidad en hígado, pulmón y riñón; y en muy poca cantidad en el cerebro 

y músculo esquelético. Las moléculas de clase ll se encuentran más 

restringidas, encontrándose asociadas especialmente a los linfocitos B, 

células presentadoras de anttgeno y macrófagos (2). 

La observación de que la expresión en la superficie de las células o la 

conformación de las moléculas CMII se encuentra alterada en mutantes 

que tienen afectados genes que son importantes en las vias de 

presentación, indica que en células sin infectar, la gran mayoría de 

moléculas CMII en la superficie celular tienen péptidos unidos a ellas, 

presumiblemente derivados de la degradación de proteínas celulares 

normales o material que ha sido endocitado 	Así mismo, se conoce 

que existen dos poblaciones de linfocitos T, una de las cuales son 

conocidas como linfocitos CP4', los cuales son en su mayorin células 



auxiliares, reconocen a péptidos antagónicos que se encuentran unidos a 

las moléculas clase II del CMII expresadas en la superficie de linfocitos 

11, macrófagos, o células dendriticas. La población de linfocito T CD8', la 

mayoría de las cuales son citotóxicas, reconocen péplidos antagónicos 

unidos a moléculas clase I del CMII (1-3). 

ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS CLASE 1 Y II DEL CMII 

Las moléculas del CMII son glicoprotelnas que se expresan en la 

membrana celular y que son el producto de un conjunto de genes 

altamente polimórficos, los cuales se localizan en el brazo corto del 

cromosoma 6 en el humano. La estructura que presentan estas proteínas ha 

sido dilucidada a partir del análisis cristalográfico por rayos X de la 

estructura tridimensional de las moléculas del CMII, y ha permitido 

clasificarlas en dos grandes clases: 

• Clase I: Estas moléculas consisten de una cadena polipéptidica pesada 

de un peso molecular de 45,000 daltones (Da); unida no covalentemente a 

un cadena más pequeña de peso molecular de 12.000 Da; y que es conocida 

como (12 -inicroglobulina (112 -m). La parte más larga de la cadena pesada se 

encuentra organizada en tres dominios globulares, a los cuales sc les 

denomina a l . al  y a l, los cuales sobresalen de la superficie de la célula. 

Anclando a la molécula en la membrana citoplasmática se encuentra una 

pequeña sección hidrofóbica, y cercana a ella se encuentra una corta 

secuencia hidrofílica, que lleva el extremo carbono terminal hacia el 

citoplasma. Tanto la 113 -m, como la región a 3  se ensamblan de una manera 

tal que recuerdan a los dominios de las inntunoglobulinas, en cuanto a su 

patrón de plegamiento. Por otra parle, los dominios al y a 2  presentan una 

estructura compuesta de dos hélices u extendidas, sobrepuestas sobre una 

base compuesta por láminas (1-plegadas entrecruzadas entre si, 

formándose con ello una pequeña cavidad en donde se Aloja el péptido 

attligénico(16-22) (Figura 1). 

- Clase II: Las moléculas del CMII•Il son, al igual que las moléculas de 

CMII I, glicoprotelnas transmembranales, que están conformadas por dos 

cadenas polipéplidicas. La cadena a tiene un peso molecular de 34,000 Da 

y la de la cadena (1 es de 211,000 Da. También se ha observado una 
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A) CAVIDAD DE UNION DEI. 
PEP11DO 

 

al 
 

CAVIDAD DE tINION DEI. 

PEPTIlk3 

FIGURA I. Estructura tridimensional de moléculas clase 1 y II del CMII. 

A) Vista lateral de la molécula de clase 1 TILA-A2.1. 13) Vista superior de 

la molécula IlLA-A2.1, mostrando el sitio de unión del péptido. C) Vista 

lateral de una molécula de clase' II. 1)) Vista superior de una molécula 

clase 11, mostrando el sitio de unión del péptido.(Tomado de ref. 1) 



considerable hon► ologla secuencia! con las moléculas clase I del CMH, as( 

como un patrón de plegamiento en el cual los dominios a 2  y Oh  los cuales 

son los más cercanos a la membrana celular, asumen el patrón de 

plegamiento de las inmunoglobulinas, mientras que los dominios a l  y 0, 

Imitan a los dominios al  y a2  de las moléculas del CMII I, en cuanto a la 

formación de una cavidad que se encuentra rodeada por dos hélices a y 

una base (•plegada, y en la cual se aloja a un péptido (23). (Figura 1). 

III. POLIMORFISMO DE MOLECULAS DEL CACE 

Una de las caracteristicas de las moléculas de clase 1 es su extraordinario 

polimorfismo. En los humanos, más de 100 estructuras distintas de 

moléculas de clase I y II han sido identificadas (24). Esta variación 

proviene de múltiples alelos en un focas., y en caso de las moléculas de 

clase II, transcomplementación entre las cadenas alélicas a y f3 (25). En 

la superficie de las células de un individuo normal heterocigótico se 

pueden detectar hasta seis diferentes moléculas de clase 1 y por lo menos 

el mismo número de moléculas de clase II. La fuerza que dirige la 

expresión de múltiples isoformas, así como la variedad estructural que se 

encuentra dentro de las especies, es determinado casi en su totalidad por 

el incremento en las oportunidades de que al menos una molécula del 

CMII sea capaz de encontrar al menos un péplido derivado de cualquier 

patógeno. Sin embargo, debido a que cada individuo expresa sólo un 

pequen° número de diferentes moléculas CMII, cada isoforma debe de ser 

capaz de unir a una amplia cantidad de péptidos diferentes para así lograr 

una respuesta inmune a una gran variedad de patógenos. 

Esta aparente degeneración en la unión de péptidos contrasta fuertemente 

con le exquisita especificidad típica de la n► ayorla de las interacciones 

proteína ligando. Esto es explicado al analizar en detalle a la hendidura 

en donde se une el péptido; se ha observado que dicha cavidad se 

encuentra circunscrita por residuos de aminoácidos, algunos de lo; cuales 

son los responsables del polimorfismo de las moléculas clase I, y es de 

considerable significado que ocurran esencialmente en la base ((•plegada y 

en la superficie interna de las hélices a, lo cual influye en la 
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especificidad de unión del péptido o en su conformación. Varios de estos 

residuos contribuyen a la formación de sub-sitios, o "pockeis", dentro de 

la hendidura. Asi, la capacidad de cada una de las isoformas del CMII 

para unir a un diverso arreglo de péptidos está basado en interacciones 

especificas que involucran a los "pockets" y a un pequeño número de 

cadenas laterales del péptido, o "motifs", permitiendo al resto del péptido 

variar. Ln energia de unión adicional proviene de las interacciones que 

involucran al esqueleto del péptido, lo que provoca una orientación común 

para los péptidos en los sitios de unión (figura 2); por lo que se ha 

sugerido que estas interacciones delimitan un tamaño para los péptidos 

que se asocian a moléculas clase I, el cual cs cn la mayorla de nueve 

residuos; no obstante se ha observado que existen péptidos mayores a 

nueve aminoácidos, siendo el mayor de ellos de 14 restos aminoacidicos 

(26-27). 

IV. VIA PRINCIPAL DE PRESENTACION DE ANTIGENOS ASOCIADOS 

A MOLECULAS CLASE 1 DEL CMII 

La presentación del antigeno por parte de las moléculas clase 1 del CMII 

en la membrana celular comienza cuando la proteína vira! u oncogénica 

sintetizada en el citoplasma es degradada a péptidos en el citoplasma por 

el proteasoma; los péptidos son transportados al interior del reticulo 

endoplásmico (RE) por medio de los transportadores asociados al 

procesamiento de antigenos (TAP's). Simultáneamente la molécula clase 1 

(cadena a y (i2-m) son sintetizadas por separado y trastocadas al RE. 

Inmediatamente después de su síntesis la cadena a se asocia con la 

calnexina. la cual a su vez se disocia cuando la 	se acopla a la 

cadena a; posteriormente el complejo 	se asocia con la protelna 

I)iP y posteriormente al TAPI. Cuando el péptido, bombeado por el TAP, 

se asocia al complejo cadena a/p 2 -m ocurre la disociación del complejo 

con el TAPI. Finalmente el nuevo complejo (cadena a/pl•m/péptido) 

accede al complejo de Golgi, lugar donde es glicosilado, y exportado por 

medio de vesículas intracelulares hacia la superficie celular, en donde el 

linfocito T citotóxico reconoce por medio de su receptor al péptido 

asociado a la molécula clase I (figura 3). 
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Figura 2. Interacción del péptido con moléculas CM11 clase I. A) Vista 

superior de la cavidad de unión del péptido de una molécula CMH clase I. 

U) Representacion de la conformación del péptido SEV-9 y localización de 

sus cadenas laterales en la cavidad de la molécula 11-2K5. Las 

localizaciones de los pockets son mostradas. C) Representación lateral de 

la orientación de las cadenas laterales del péptido SEV-9. Los residuos 

PI, P4 y P5 del péptido sobresalen de la cavidad y son factibles a ser 

reconocidos por cl linfocito CD8'. Los círculos negros representan el 

esqueleto de C del péptido, y los círculos abiertos representan las cadenas 

laterales del péptido.( A) Tomado de ref. 1; E), C) Tomado de ref. 28) 

A) 

13) 

POCKET A fi 1) 
	

C E 

II 



LINFOCITO T CA ti' 

E) 

'11 	t  

MEMBRANA 

CITOPLASMICA 

CITOSOL 

COMPLIII0 DE 
COLCI 

PtIOTEINA 

I)) 

PROTEASOMA 

C) 

001 uncuLo 

.---',..._111111"1"111111e°  
	  CADENA a 

TAP's 
CALNIXINA IMP 

13) PEPTIDOS 

A Vi  

Figura 	J. 	VI a 	principal 	de 	presentación 	de 	antigenos 
sintetizados 	endogenántente 	en 	moléculas 	del 	CMII-1 
(explicación en la página 10). 
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rij GENERACION DE PEPTIDOS 

Il citosol es el lugar principal en donde se originan los péptidos que se 

asocian a las moléculas clase 1 del CM11 (28.29), cs por ello que las 

protelnas a partir de las cuales se generan los péptidos deben de ser 

degradadas y procesadas antes de que el péptido sea presentado por la 

molécula clase 1. La mayor parle de la actividad proteolitica que ocurre 

en el citosol es atribuida a la actividad de los proteasomas. 

Un proteasoma cs un complejo de multisubunidades con un peso de 700 

kDa (30.31), su estructura cilíndrica se encuentra formada por al menos 

13-15 subunidades distintas de aproximadamente 21.31 kDa; y desarrolla 

al menos tres actividades proteoliticas distintas in vitro. Al caracterizar 

su especificidad al substrato, se ha demostrado que el proteasoina corta en 

los extremos carboxilo terminal de residuos de aminoácidos hidrofóhicos, 

básicos y ácidos. También se ha descrito que el proteasoma de 7(10 kDa 

puede formar parle de un complejo estatifico mayor (1,500 kDa), el cual 

se relaciona ampliamente con la proteólisis de proteinas modificadas con 

ubiquitina (30-31). 

En lo que respecta a las subunidades que conforman al proteasoma, se ha 

logrado identificar a dos subunidades conocidas como polipéplidos de bajo 

peso molecular (low molecular polipepetities) LMP2 y LMP7 (32.36). Los 

genes que codifican estos LMP's se encuentran dentro de la región del 

CM11. su limitada naturaleza politnórfica, y su expresión inducida por el 

IFNy (36-37), son propiedades compartidas por la mayoría de los 

componentes que se encuentran involucrados en la presentación de 

antígenos. De heého, se ha observado que los LMP's pueden alterar la 

actividad proteolitica del proteasoma y favorecer la generación de 

péptidos que se asocien a moléculas clase 1; más aún, se ha reportado que 

las subunidades del proleasoma codificadas por el CM11 pueden unir 

físicamente el proteasoma a la maquinaria translocadora de péptidos (35), 

con lo que se aumenta la eficiencia de la presentación de péptidos, 

estableciéndose con ello un papel importante tanto para los LMP's como 
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para los proteasontas en la presentación de antígenos por moléculas clase 

I. 

TRANSLOCACION DE PEPTIDOS DEL CITOPLASMA AL RETICULO 

ENDOPLASMICO 

Una vez que los péptidos son generados en el cílosol, éstos son 

transportados al Interior del RE por un transportador de péptidos 

conocido como transportador asociado con la presentación de antigenos 

(TAP) (38-40) que se encuentra localizado en la membrana del RE y cis-

Golgi (41). La importancia de su función fue descrita cuando se observó 

que en células mutantes habla una deficiencia en el ensamblaje de 

moléculas de clase I y se atribula a la carencia de péptidos en el RE (42). 

Las mutaciones y deleciones en estas lineas se encontraban confinadas al 

CMII, donde dos genes adicionales lograron ser identificados: TAPI y 

TAP2 (42-45). Cada gene codifica una protclna transportadora, y tras 

observar que la transfección de los cADN del TAPI y el TAP2 en las 

lineas mu tantes se restablecía el ensamblaje de las moléculas clase I y la 

presentación de antigenos (46.48), se demostraba que el producto de 

ambos genes es necesario para la formación de complejos péplido-

moléculas clase I, 

El TAPI y el TAP2 son miembros de la familia de los transportadores 

AI3C (49). Basándose en la estructura de los miembros de otros 

transportadores AI3C, los cuales contienen dos sitios de unión de AT'P y 

12-16 segmentos transmembranales, se ha sugerido la formación de un 

licterodtmero TAPI/TAP2 para que pueda desarrollar su función. Usando 

anticuerpos dirigidos contra el extremo carboxílo terminal del TAPI se ha 

co-inmunoprecipilado al TAP2, estableciéndose al menos una asociación 

física entre ambas proteínas (42,50). Posteriormente se demostró que el 

transporte de péptidos mediado por el TAP es dependiente de ATP (38-39, 

En estudios recientes (52,53) se ha observado una interacción Mica entre 

el complejo TAP con el complejo cadena pesada9 2 -m. Al parecer esta 
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interacción es mediada por la subunidad TAPI. La disociación del 

transportador de la molécula clase I coincide con la salida del complejo 

del RE, y al menos la vitro, esta disociación puede scr inducida por la 

adición de péptidos. El transportador se une a complejos pre-ensamblados 

únicamente, ya que no se ha detectado asociación entre cadenas pesadas 

libres y el TAP, Estas observaciones sugieren la posibilidad de un 

encauzamiento metabólico para el llenado de moléculas de clase I con 

péptidos, lo cual se lograrla colocando a las recién sintetizadas moléculas 

de clase 1 en estrecha proximidad con el TAP, con lo que la implantación 

del péptido en la cavidad de unión del péptido de las moléculas de clase 1 

puede ser facilitado y de esta manera evitar la dilución, salida del RE o 

degradación de los péptidos translocados. 

C) CHAPERONAS EN EL ENSAMBLAJE DE MOLECULAS CMH CLASE I 

A pesar de que algunos péptidos pueden unirse a cadenas pesadas libres 

(54-55), la mayoría de las cadenas pesadas de clase I se pliegan, se 

asocian con 112 -ni y luego unen al péptido (56-57). A pesar de que el 

ensamblaje puede ser reconstituido in pirra a partir de subunidades 

purificadas, las cadenas peptidicas recién sintetizados deben de completar 

su plegamiento y ensamblaje antes de que lleguen a la superficie celular. 

Se piensa que este proceso es mediado por interacciones transitorias con 

chaperonas moleculares que residen en el lumen de el RE, tal como niP, 

GRP94, y calnexina (58.59). 

La chapetona mejor caracterizada en los eventos de ensamblaje en fases 

tempranas de las moléculas clase 1 es la calnexina, una proteína de 

membrana residente en RE con un peso de 88 kDa (p88) en el ratón y 90 

kDa en el humano (IP90) (60.61). Se ha notado que lo calnexina se asocia 

con las recién sintetizadas cadenas pesadas de clase I durante, o poco 

después, de su traslocación en el RE (62). En ausencia de 	el 

ensamblaje de los complejos de clase 1 no pueden ser completados, y 

consecuentemente. las cadenas pesadas permanecen unidas firmemente a la 

cainexina hasta que son degradadas; mientras que en la presencia de 
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cadenas pesadas, Ila-m, y péptidos, la interacción con la calttexi na es 

momentánea. 

En lineas celulares humanas la disociación de la calnexina de la cadena 

pesada parece ser independiente de la presencia de péptidos (63), siendo 

la asociación entre la 112 -in con la cadena pesada la que provoca la 

disociación con la chaperona; por lo que se piensa que otra chaperona 

(BiP u otra) prevenga la salida del complejo sin póptido a la superficie 

celular. Más aún, se hipotetiza que existan otras moléculas chaperonas 

que interactúen en algún paso de la presentación de antigenos, tales como 

las proteínas de choque térmico residentes del RE (64.66), aunque no se 

conoce su función precisa. 

V. VIA ALTERNA DE PRESENTACION DE ANTIGENOS 

El análisis de péptidos asociados a moléculas clase 1 ha conducido a la 

identificación de una segunda via para el procesamiento y la presentación 

de antigenos. Se observó que en la linea celular mutante T2, la cual 

carece de los genes que codifican a los TAP's y a los LMP's, presenta un 

campo de péptidos asociados a moléculas IILA-A2.1 comparable al de 

células normales, indicando que las moléculas se encuentran ocupadas por 

péptidos. Sin embargo, la complejidad de los péptidos era pobre, con seis 

especies representando 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 señal (67.68), se propuso que los péptidos que se asociaban 

a moléculas IILA-A2.1 eran producidos después de la protcólisis de las 

secuencia señal en el RE por la acción de enzimas proteoliticas residentes 

en el RE. Posteriormente se demostró que muchos péptidos aislados de la 

molécula IlLA-E17 de células normales también se derivan de pépticios 

señal (69). Aunado a ello, se logró identificar a un epitopo peptidico 

restringido a la molécula clase 1 de ratón 11-201' del virus de la 

corlomeningitis linfocitica derivado de la secuencia señal del precursor 

glicoproteico GP-C (70). Asl, esta segunda via puede dar lugar a péptidos 

que son reconocidos por linfocitos T durante una respuesta inmune 
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normal, con lo que cabe la posibilidad de que existan epitopos peptídicos 

en el dominio de secuencias señal de proteínas antigónicas. 

VI, EXPIRESION DE PEPTIDOS ASOCIADOS A MOLÉCULAS DEL CMII 

CLASE I 

La capacidad que tienen las moléculas de clase 1 para unir a un gran 

número de péptidos distintos es de gran importancia para la función que 

desempeñan. La espectrometria de masas en tándem/ionización por 

clectrospray ha proporcionado evidencia directa de esta capacidad a partir 

de un evaluación de la complejidad de péptidos procesados naturalmente y 

asociados con moléculas del CMH. Se ha logrado detectar más de 2,000 

péptidos distintos asociados con la molécula de clase 1 11LA-A2.1 y •137 

(69,71). A pesar de ello, la representación de póptidos individuales es 

absolutamente variable. Por ejemplo, en un análisis cspectrométrico de 

masas de péptidos asociados con HLA-A2.I indicaba que casi el 90% de 

los póptidos asociados estaba presente en una proporción de 0.01%-0.I% 

del total del extracto, o lo que es lo mismo 100.1000 complejos por 

célula. Con el uso de cantidades más grandes de material inicial aunado a 

una fraccionación adicional por HPLC. se ha logrado visualizar péptidos 

que representan hasta una copia por célula 

Ya que la mayoria de las células consideradas en los estudios anteriores 

expresan de lo s -106  moléculas de CMII por célula, si tan solo el 1% de 

las moléculas CM11 estuvieran ocupadas por péptidos de la abundancia 

referida, cl número total de péptidos distintos presentados podrian ser 

más de 10,000. Mediante el análisis de espectrometrla de masas y análisis 

de Edition se ha podido detectar que el péptido más abundante asociado 

con moléculas de clase 1 es de 0.4-1% con respecto al número total de 

póptidos, considerándose entonces 4,000 complejos por célula (69,71-73). 

Interesantemente, un grupo de investigación logró estimar que un péptido 

del virus de estomatitis vesicular ocupaba más de 5% de las moléculas H-

21(h  en una célula infectada (74). El determinar si este número tan alto e 

inusual proviene de una infección viral o de otros cambios en el 

metabolismo celular permanece por ser dilucidado. 
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El impacto en el sistema inmune de esta amplia cantidad de péptidos es 

aún incierta. Se ha estimado que el número minino de complejos CMII• 

péptido expresados en las células y que son reconocidos por los linfocitos 

T como epitopos están generalmente en el intervalo de 100-500 complejos 

por células (75.79), sin embargo, algunos epitopos pueden estar presentes 

en cantidades significativamente mayores o menores (71,80). También se 

ha observado una falta de correlación entre la afinidad de péptidos que se 

encuentran de manera natural con respecto a su abundancia relativa, 

sugiriendo que la abundancia de la proteína de origen aunado al 

procesamiento son importantes para el número de complejos que son 

presentados en la membrana celular. 

VII. 1DENTIFICACION UE EPITOPOS 

Actualmente existen algoritmos que permiten la identificación de la 

secuencia más probable de una proteína para poderse unir a moléculas 

CMII (81,82). este sistema ha tenido más éxito para moléculas de clase II. 

La predicción de epitopos peptidicos restringidos a moléculas CM!) que 

sean capaces de ser reconocidos por linfocitos T, ha sido posible al 

sintetizar péptidos a partir de una región de interés de una proteico. cuya 

secuencia es conocida (83). En contraste, la identificación de péptidos 

que se restringen a moléculas clase I ha sido más problemático debido a 

las secuencias cortas de 8.10 aminoácidos, En consecuencia. varios 

grupos han usado la información acerca de los "motifs" y su papel en la 

unión del péptido con las moléculas clase I, para poder definir péptidos 

que sean óptimos en la predicción de epitopos (76,79,84-86). 

Por medio de IIPLC en fase reversa se ha podido establecer que los 

péptidos sintéticos utilizados eran idénticos a los péptidos que se 

producen de manera natural en la célula y que se asocian a moléculas 

CMII, además de reconstituir la actividad de extractos celulares y migrar 

en un patrón similar cuando se les sometía a HPLC de fase inversa 

(74,77,87). Una extensión importante de este tipo de trabajos ha sido la 

identificación de epitopos peptidicos restringidos a moléculas CMII 

partir de la secuencia de una proteína Intacta. 
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Actualmente el uso de "motifs" que scan específicos a un alelo (tabla 1) 

ha facilitado la identificación de epitopos por medio de la síntesis y la 

prueba de un número relativamente pequeño de péptidos. Esta técnica ha 

sido usada por cuatro grupos de investigación, los cuales han empleado 

esta idea para la localización de epitopos de linfocitos T restringidos a 

moléculas clase 1 (88.91). En un caso el péptido sintetizado ha sido 

idéntico al péptido producido por la célula (89). 

Tabla 1. "Motifs" dominantes y auxiliares de péptidos que se asocian a 

algunos alelas del CM11 clase 1 humanos (Tomado de Ref. 98) 

POSICION 

2 	 1 	 4 
IlLA.A I 	Til 	E/ II ' 	' 	 L1M/t 	 Y 
IILA•A2 	I./ NI 	 V 

HLA•A3 	L 	 FlY 	 NC ' 	UF/ Y 	 Val 

IlLA.P. I I 	Ni' 	 E 
RL A.A24 	Y 	 F/L 
NLA.A3 I 	L/ Vivir 	riL. y / w 	 LÍE/ vil 	 ti 
ut.A.A33 Aman, 	 R 
IILA•Aw68 YIT 	 RÍE 
ULA-R7 	P 	 14 	 L 
HLA•RB 	La, 	Kat 	 E/11 	 L' 
IILA•t114 	R/E 	Li1':1, 	Ral 	I/ L 	 L 
NLA-02/ 	IR 	 Y/1 "t 	 R /E 
NLA•R35 	P 	 19I11 
RLA.037 	O /E 	 ViUi 	 III 
OLA-040 	E 	 Hl 	 I, 
RL/14344 	E 	 I 	 P 	 V 
NLA.Ow33 p 	 I. 

RLA.Cw3 	 Ni 	P 	 E/ Y 	 LiF/141/1 
OLA -Cw4 	E/P/P 	 VA/L 	 L/F/M 
HLA•Cw6 P/R 	 In, vq/1. 	 LarviV 
FILA.Cw7 Yip 	 sqy Vil 	 swiL 

1  Residuos ancla que ano lotelnIntee Be enouentran en negrillas. 

2  He indica residuos de 34 no cargados. 

3  Hl indica se hidruf -beios. 

4 
Pe ea el aa C-termtnal. 

Mientras que estos estudios apoyan el uso de "omitís" para predecir 

epitopos de linfocitos T, otros estudios han demostrado que parte dedos 

péptidos que se sitúan fuera de los sitios de anclaje tienen un efecto 

significativo y en muchos casos pueden abatir la unión totalmente. Varios 
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investigadores han intentado definir péptidos que se unan a moléculas 

clase 1 provenientes de proteínas vitales u otras basándose en los 

"motifs" de los residuos de anclaje y un tamaño óptimo. En muchos casos, 

la unión de estos péptidos suele ser débil a pesar de la presencia del 

"motif" óptimo (80,92.97). Un segundo problema relacionado para la 

predicción usando "motifs" es la definición de criterios que son muy 

restrictivos, cn cuyo caso un epitopo peptidico que no cumpla los 

requisitos podría perderse. 

Varios epitopos pepticlicos que son reconocidos por las células T con un 

tamaño minimo de 10 a II residuos aminoacidicos han sido identificados 

(84,99,100), y a pesar de que el uso del extremo C-terminal como un 

residuo ancla dominante es el más común, se ha encontrado evidencia para 

el uso de residuos internos del péptido (71). Adicionalmente, muchos 

péptidos pierden uno o más elementos de "motifs" más complejos, y 

algunos parecen expresar "motifs" secundarios inusuales (69,71). 

Obviamente, aún queda mucho por descubrirse acerca de los factores que 

controlan la fuerte unión de un péptido a moléculas del EMIL Los 

"motifs" estructurales pueden ser de gran utilidad para la predicción de 

epitopos si se usan con flexibilidad. De acuerdo a un análisis sistemático 

de los péptidos que se unen a HLA-A2,1, se ha desarrollado un algoritmo 

capaz de predecir péptidos con gran capacidad de unión con una alta 

frecuencia (94). 

VIII. TECNICAS PARA EL ANALISIS DE PEPTIDOS PROCESADOS 

NATURALMENTE ASOCIADOS A MOLECULAS DEL CMII 

A) PURIFICACIÓN 

Los péptidos procesados naturalmente que se asocian a moléculas clase 1 y 

11 del CMH son aislados por lo general a partir de material que ha sido 

preViamente purificado por inmunoafinidad, seguido por una 

fraccionacién basada en el tamaño para poder eliminar las proteinas del 

CMH (74,101). La recuperación de péptidos por esta técnica se ha 

estimado en un intervalo de 70.80% de las moléculas totales de CMH 

(67,69,73,102), indicando que el material es una muestra representativa 
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El análisis de los péptidos asociados con una amplia gama de moléculas 

CMII humanas ha sido obstaculizado por la falta de anticuerpos 

monoespecificos para la purificación de isoformas del CM11, requiriéndosc 

el uso de células homocigotas o transfectadas, o bien la eliminación 

secuencia! de moléculas CMII usando de manera progresiva anticuerpos 

menos selectivos. 

Una técnica alternativa para la purificación de péptidos involucra la 

extracción a partir de células completas con ácido trifluoroacético 

(103,104). aunque los extractos contendrian péptidos de varias moléculas 

del CMII, también existida material que podria considerarse asociado a 

moléeulas del CMH. Sin embargo, esta técnica puede ser de gran valor 

para el aislamiento de péptidos que representan etapas intermedias en el 

procesamiento de antígenos. 

SECUENClACION DE LA MEZCLA DE PEPT1DOS 

Cl análisis de péptidos individuales asociados con moléculas clase I ha 

guiado a la identificación de un número significativo de péptidos que no 

contienen "inotifs" predichos por la secucuciación de la mezcla de 

péptidos; sin embargo, como los péptidos extraídos a partir de un alelo 

representan una mezcla compleja de distintas especies de baja abundancia, 

el aislamiento de péptidos individuales ha sido un factor limitante para 

su análisis. La estrategia más usada emplea el HPLC en fase reversa para 

resolver parcialmente a la mezcla de péptidos, seguido por una 

degradación de Edman del material contenido en picos dominantes que se 

encuentran bien aislados y asl obtener una secuencia ((05,106). Cl uso de 

este protocolo se encuentra limitado por el hecho de que los picos 

individuales obtenidos por HPLC aún contienen múltiples especies de 

péptidos. Cl problema se solucionó mediante el uso de espectrometria de 

masa de desorpción de láser para identificar masas individuales en 

fracciones de HPLC cuyo tantalio  puede ser correlacionado con la 

información de la secuencia obtenida por lag degradación de Edition 

(102,107). 
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Otra técnica usada para identificar a los péptidos asociados a moléculas 

del CMii ha sido mediante el uso de 1IPLC microcapilar en combinación 

con ionización por clectrosprayiespectrometria de masas en tándem 

(73,108), En esta técnica los péptidos son separados por uno o más pasos 

de fiPLC en fase reversa, y luego por la relación masa a carga en el 

espectrómetro de masa, Las especies individuales son secuenciadas 

directamente en el espectrómetro de masas por el análisis de disociación 

activada por colisión (109). La información de una secuencia puede ser 

obtenida hasta con 300 fmol de péptido, lo cual es significativamente 

menor a lo requerido en el análisis de Edition, la cual requiere de corridas 

adicionales en derivados del péptido modificado químicamente e 

interpretación de varios espectros de masa. Pero debido a su capacidad de 

resolver la secuencia dc péptidos la técnica de 11PLC microcapilar 

proporciona la información más detallada acerca de la complejidad de la 

mezcla de péptidos asociados a moléculas CM11. 

IX, CÁNCER CERVIC0.11TERINO 

A) kTIOLOGIA 

El carcinoma cérvico-uterino es una de las principales causas de muerte 

entre las mujeres por cáncer en México (110,111), aunado a que afecta a 

mujeres relativamente jóvenes, lo que reduce su tiempo de vida de manera 

considerable, En términos globales, su amplia variación en la Incidencia 

mundial indica que el impacto de cate cáncer puede ser reducido 

aplicando el conocimiento actuab a las poblaciones con mayor incidencia y 

tasa de mortalidad, tal corno lo es México y paises centroamericanos, en 

donde le incidencia es de 40.50 casos por 100,000 habitantes (110). Entre 

los métodos que se han empleado o sugerido para controlar a esta 

enfermedad se encuentran el modificar el comportamiento sexual, 

vacunación contra el virus del papillome humano (VP11), realizar pruebas 

contra la infección del VPH, seguimiento citológico, detección clínica 

temprana y terapia improvisada, 

La historia de un cáncer puede dividirse en dos partes: inducción y 

proliferación de las células transformadas. La inducción englobe a todos 

22 



los cambios persistentes que ocurren en una o más células, las cuales 

subsecuentemente se convierten en las generadoras de las poblaciones de 

células malignas de la etapa de proliferación. La inducción puede ser 

debida a factores genéticos hereditarios o a mutaciones, así como a 

factores epigenéticos. 

En el caso del cáncer cérvico•uterino los factores de riesgo que se han 

establecido son una edad temprana en las relaciones sexuales, un alto 

número de compañeros sexuales, fumar (112,113), dieta pobre en ,fruta, 

vegetales y algunos micronutrientes (vitamina C, (1-carotenos. folato) 

(114-116). uso de anticonceptivos orales (117-119). y la presencia de 

ciertas moléculas CMII clase 11 (120,121). Sin embargo, se asocia de 

manera más tangible con una etiologla viral; estudios realizados desde 

1966 empiezan a relacionar a agentes virales con este tipo de cáncer 

(122,123). 	Recientemente, 	se 	han 	descrito 	algunas 	evidencias 

moleculares, como es la presencia de antigenos virales en células de 

carcinoma cérvico-uterino. lo que apoya la hipótesis duque el desarrollo 

de esta neoplasia se relaciona estrechamente con la transformación 

celular por infección con virus (124). Entre los principales agentes 

virales se han encontrado: el VPII, el virus del herpes genital y en menor 

grado el citomegnlovirus (125). La mayoría de los estudios actuales 

consideran que el VPII es el principal agente etiológico, además de 

proponerse un papel sinérgico del virus del herpes con el VPII en el 

desarrollo de la neoplasia (126). 

Los VPH representan a un grupo heterogéneo de agentes que infectan 

tejidos epiteliales, llegándose a clasificar a 70 tipos diferentes de VPH 

basándose en su material genético, de los cuales 23 pueden infectar al 

hombre y a la mujer, pero los que más frecuentemente se han detectado 

son los VPH II, 16, 18 y 31 que están asociados con la transformación de 

células epiteliales del cérvix así como las del cuello del útero 

produciendo lesiones denominadas NIC (Neoplasia Intraepitelial 

Cervical). Su etiología se ha confirmado mediante estudios eitológicos e 
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liístológicos de tejidos infectados, en condilomas o epitelio cervical 

(122,127). 

Los virus que pertenecen a la familia del Papilloma tienen una estructura 

compuesta por una doble cadena de ADN que contiene aproximadamente 

7800.7900 pares de bases, además se caracterizan por presentar un virión 

no envuelto, una cápside icosahódrica y replicación dentro del núcleo de 

las células infectadas. El germina viral codifica para dos clases de 

proteínas: las proteínas "tempranas" (early proseins) cuya función es la 

de regular la replicación del ADN vital (El y E2), la transcripción del 

AUN (E2) y la transformación celular (ES, E6 y E7); y las proteínas 

"tardlas" (late protelas) LI y El, las cuales son requeridas para el 

ensamblaje de partículas virales infecciosas (122). El ADN viral se 

replica en forma extracromosomal. En la transformación maligna 

relacionada con el VPH, el ADN vital puede estar integrado al ADN 

celular, lo que resulta en la ruptura de grandes fragmentos del genonsa 

vital. Los genes tardíos LI y L2 y algunos genes tempranos (El y El) 

generalmente se pierden, quedando solamente los segmentos E6 y E7 como 

zonas de apertura de lectura frecuentemente encontrados en carcinomas 

(124). La consiguiente transcripción de los genes 16 y El es acompañada 

de un aumento en la proliferación de las células infectadas y el aumento 

en las posibilidades de transformar malignamente a las células. 

RESPUESTA INMUNE AL CÁNCER CERIICO-UTERINO 

11,1)1amunidad humoral 

Varios investigadores han confirmado la presencia de anticuerpos contra 

proteínas £7 de VPH•(6 y VPH-I8 encontrados frecuentemente en suero de 

pacientes con cáncer cervical (128-136). Otros investigadores han 

detectado anticuerpos contra la proteína e.2 de VPH•I6 y VPH•18 (133) 

así como anticuerpos contra la proteína El (132) y E6 (136) de VPH-I6 en 

suero de pacientes con CaCu. Estos estudios han permitido sugerir que 

algunas de estas proteínas virales son inniunogénicas y pueden 

representar los blancos especIficos de la vigilancia inmune hacia tumores 

relacionados con VPH. 
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11.2) lonfunidad mediada par células 

La inmunidad mediada por células desempeña un papel importante en el 

control de neoplasias asociadas a VP11, las cuales ocurren con mayor 

frecuencia cn poblaciones con una inmunidad celular deprimida (137). En 

los últimos años, la inmunidad mediada por linfocitos T a infecciones por 

VPH ha sido facilitada por la identificación de epitopos o péptidos 

derivados de proteínas de VPH presentados por moléculas clase I y II del 

CMH. Varios grupos han intentado mapear en ratón y humano péptidos de 

proteinas de VPH para estimular linfocitos T auxiliares (Ta); por ejemplo 

un grupo logró identificar un péplido para linfocitos Ta a partir de la 

proteína E7 de VPII.16 (aminoácidos 48.54) (138). Aunado a ello, varios 

grupos de investigadores también han tratado de mapear péptidos para 

estimular a linfocitos T citotóxicos en ratones y en humanos (139-144) 

sobre proteínas de VPH. Por ejemplo, se ha reportado la identificación de 

un péptido para estimular linfocitos T a partir de la proteína 157 de VPH-

16 a través de 11-2K 4' y 1-1-213(' en estudios de unión de péptidos sintéticos 

a estas moléculas, resultando cn una auténtica protección del ratón 

inmunizado con estos péptidos, hacia un subsecuente reto contra el tumor 

(140). Otro grupo de investigación logró identificar a epitopos peptidicos 

en la proteína E6 del VPH-16 para linfocitos eitotóxicos de ratones con el 

haplotipo 14-21' (145). Posteriormente, se ha logrado identificar varios 

péptidos sintéticos de proteínas E6 y E7 de VPH-16 que se unen con alta 

afinidad a alelos humanos 111LA-A (143,144). Recientemente. se logró 

identificar por medio de ensayos in vivo c in vitro a (tenidos de las 

proteínas E6 y E7 del VPH-16 que podían estimular a tos linfocitos 

eitotóxicos de ratones transgenicos y de donadores de sangre normales que 

expresaban el alelo FILA-A•0201 (146). 

Estudios enfocados hacia la respuesta inmune local, a nivel de tejido 

cervical infectado. han demostrado una disminución en el número de 

células presentadoras profesionales, las cuales son de vital importancia 

para desarrollar una respuesta mediada por linfocitos T, en verrugas 

producidas por infección con VPII se ha encontrado que la densidad de 

células Langerhans es dramáticamente reducida en comparación con el 
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tejido normal de algunos pacientes (147-149). Otro aspecto importante es 

que las células cervicales normales, secretan muchas ciiocinas de manera 

constitutiva, mientras que en células cervicales inmortalizadas con VPH o 

lineas de carcinoma cervical, existe una disminución en la producción de 

citocinas ((50,151). 

También a nivel local, se ha encontrado que los macrófagos y células NK 

participan de manera importante en la eliminación de células cervicales 

infectadas con VPH (152). Finalmente, los macrófagos son importantes 

mediadores celulares de la inmunidad antitumor, ya qne pueden reconocer 

de manera selectiva y destruir células neoplásicas asociadas con VPH-16 

( 153) al transfectar células con el oncogene E7 de VPH- 16 y encontrar 

susceptibilidad de estas células a ser Usadas por macrófagos activados. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Hoy en dio una de las principales causas de mortalidad en 

nuestro país es' la originada por el cáncer, a pesar de que 

CNiS1C11 muchas estrategias para combatirlo, aún no se ha 

logrado el éxito en la mayoría de los casos, sobretodo en los 

que la detección no ha sido oportuna. En los últimos artos se 

ha realizado una gran cantidad de estudios a nivel molecular, 

con (a finalidad de crear vacunas que sean especificas en 

contra de antígenos presentes en las células cancerosas. En la 

actualidad, uno de los estudios con gran posibilidad de éxito 

es la obtención y caracterización de péptidos antigénicos, 

producto 	del 	procesamiento 	de 	proteínas 	sintetizadas 

endógenantente en la célula. que se encuentran asociados con 

moléculas clase I del C/011 propias de células que han sufrido 

infecciones 	virales 	o 	bien, 	se 	han 	transformado 	en 

cancerosas. La purificación de moléculas del CMII para 

obtener a dichos pepiidos. ha sido un problema Rutilante. Por 

esta razón en este trabajo se usaron anticuerpos monocionales 

y técnicas cromalográficas con la finalidad de obtener y 

caracterizar a antígenos tuntorales. con vías a la fabricación 

de vacunas especificas contra tumores que porten a estos 

antigenoS: por lo que se tomó como Modelo de estudio a'clos 

lineas celulares de carcinoma de cervix humano, denominadas 

Calo e fnbl, las cuales se asocian eliologicamcnto con una 

infección de VPII tipo 18 
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OBJETIVOS GENERALES 

a) Obtener péptidos aniigénicos presentados por moléculas 

clase 1 del Complejo Mayor de Ilistocompatibilidad en las 

lineas Calo c lnbl de carcinoma eérvico uterino 

b) Analizar hidrofilicamente la presentación de péptidos eu 

los 	diferentes 	aleles 	del 	Complejo 	Mayor 	de 

Hísiocompatibilidad clase 1 de las lineas celulares Calo e 

lob!. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

a) Obtener anticuerpos monoclonales que reconozcan a alelos 

del complejo mayor de histocompatibilidad clase I en las 

lineas Calo e Intil 

b) Purificar y verificar cl reconocimiento especifico de los 

anticuerpos mottoclonales hacia su respectivo alelo del 

complejo mayor de hisioeompatibilidad clase 1 en las líneas 

celulares.  

e) Obtener moléculas de los nietos del complejo;  mayor de 

histocompatibilidad clase I de las lineas celulares Calo c 

d) Eluir los péptidos asociados a cada uno de los aleles de 

las moléculas clase 1 del CM11 en células de las lineas Calo e 

labl, 

e) Analizar la liidrofilicidad de los péptidos asociados a los 

diferentes alelas de cada linea celular. 
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HIPOTESIS 

Se conoce que las moléculas del CMI1.1 presentan en la 

membrana de las células nueleadas, péptidos derivados de la 

sintesis y procesamiento de proteínas endógenas propias o 

producto de alguna infección vital. los cuales pueden ser 

potencialmente reconocidos por linfocitos T en la respuesta 

inmune celular. Por otra parte. recientemente se ha reportado 

que en tumores de carcinoma cérvico uterino con infección de 

VPH. la presentación de péptidos por moléculas clase I del 

CM] puede estar disminuida o nulificada (154); asociándose 

este fenómeno con la evasión de la respuesta inmune celular. 

Para este' estudio, contamos con dos lineas celulares de 

carcinoma cérvico uterino (Calo e lithl) las cuales presentan 

infección con VPII tipo 18. En consecuencia si obtenemos 

moléculas clase I del CMII de los diferentes alelos que 

constituyen el haplotipo de cada línea celular esperamos 

encontrar una disminución o nulificación en la expresión de 

péptidos con carácter antigénico asociados a alelas de las 

líneas celulares de carcinoma cérvico•uterino. 
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MATERIAL Y 111E1'0110 

Con la finalidad de llevar a cabo los objetivos planteados anteriormente 

se realizó la siguiente metodología de trabajo. 

CULTIVO DE LINEAS CELULARES 

Se cultivaron las lineas celulares de carcinoma cérvico-uterino Calo e 

Inbl (cuyo hapiotipo de moléculas clase 1 se muestra en la tabla 2), que 

fueron obtenidas de dos biopsias diferentes de pacientes con carcinoma 

cérvíco-uterino (155). Los hibridomas PA2.1, A11.1M, 1327,M1, SFIL8-I36 

(comprados en el American Tissue Cell Culture, U.S.A.), que reconocen a 

los alelos 	 11LA-All, IlLA4127, HLA-13w6 respectivamente (156- 

159). El hibridoma W6/32 (donado por el Dr. Oerld Moldehatter del 

Centro de Investigación en Cáncer en Heidelberg. Alemania) reconoce a la 

totalidad de moléculas clase I (160). El medio de cultivo usado fue RPM1 

1640 (Microlab, México) con 10% de suero fetal de bovino (HyClone, 

USA). La incubación de las células se efectuó a una temperatura de 37°C, 

con una atmósfera de 5% de CO 2  y ambiente saturado de humedad (161). 

Tabla 2. Tipificación de las moléculas de histocompatibilidad clase I 

presentadas por las lineas celulares de carcinoma eérvico-uterino Calo e 

Inbl. 

LINEA CELULAR MOLECULAS TILA 

CALO HLA-A23 
III. A -A28 
HLA•1327 
IIL A•134 5 
HLA-I3w6 

INRI, HILA-Al I 
IILA-Aw33 
III, A•I314 
III, A•1338 
RLA-I3w6 
HLA•Cw3 
HL A•Cw4 
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SURCULTIVO DE LINEAS CELULARES 

Las células Calo o Inbl en fase de crecimiento exponencial fueron 

resembradas de la siguiente manera. El medio de cultivo fue desechado y 

se adicionó 50 ml de verseno dejando incubar a 37°C por 10 minutos y 

después de ligera resuspensión, la solución celular fue centrifugada a 250 

xg durante un tiempo de cinco minutos. Una vez realizado esto, se  

Colectaron los botones celulares y fueron lavados una vez con solución 

amortiguadora de fosfatos (SAF) (Apéndice 1), se cuantificó el número de 

células por medio de hemocitómetro y el botón celular se congeló a -70°C. 

En el caso de los hibridomas el medio de cultivo füe centrifugado a 1,500 

xg por 10 minutos y al sobrenadarte se le centrifugó nuevamente a 20,000 

xg por 30 minutos, finalmente se colectó el medio condicionado en un 

recipiente de vidrio estéril y de color ámbar. Los botones celulares fueron 

resuspendidoS con el medio de cultivo y se cuantificó la viabilidad de los 

hibridomas con ayuda del colorante azul de tripano (Sigma. U.S.A.), el 

cual tiene la propiedad de tedir de azul a las células que han sufrido 

ruptura de su membrana plasmática. Las células fueron cuantificadas con 

un Itemocitóinctro y se colocaron de 1x106  a 2x106  de células vivas por 

botella (Corning, U.S.A.) de 900 ml (162). 

CRIOPRESERVACION DE LAS LINEAS CELULARES 

Con la finalidad de preservar a las lineas celulares en diversos pasajes y 

de manera indefinida se realizó la técnica de criopreservación. la cual 

consistió en colocar a células que se encontraban en fase de crecimiento 

exponencial en medio dc congelación, compuesto de suero fetal de bovino 

(Ryclonc, U.S.A.) al 90% y dimetil sulfóxido (Sigma. U S,A.) al 10%. 

Inmediatamente después. las células se repartieron en viales de 

críopreservación de 1,8 ml (Nalge, U.S.A.) de manera tal que en cada vial .  

hubieran de 1x106  a 2x106  de células, y finalmente fueron congelados a • 

70°C y posteriormente colocados en nitrógeno liquido (163). 

OSTIENCION DE ASCITES 

Para poder obtener una mayor cantidad de anticuerpo en el menor tiempo 

posible se sensibilizó a ratones de la cepa BalbiC con 1 ml de pristano 
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(Sigma. U.S.A.) inyectado en la cavidad peritoneal; y después de una 

semana se inyectó a cada ratón de manera individual 5x106  células en 1 

ntl de SAF de los hibridomas PA2.1, At 1.1M, 1327.MI y W6/32 en la 

cavidad peritoneal. Después de otra semana se colectó la osciles por 

medio de una punción en la cavidad perítoneal y se centrifugó por 10 

minutos a 1500 xg; para después inactivar el sobrenadanle a 56° C en bailo 

maría por 45 minutos, y finalmente se centrifugó a 20,000 xg por 30 

minutos y se filtró por membranas de 0.45p diluido a una relación 1;10 

con SAF (162). 

SEPARACION DE ANTICUERPOS POR CROMATOGRAFIA DE 

AFINIDAD 

Los anticuerpos monoclonales contenidos en el medio condicionado y en 

la osciles fueron purificados por medio de una cromatografla de afinidad 

usando una matriz de afinidad de proleina A-Sefarosa (Pharmacia, 

Riotech, Suecia), o bien de proteina 0-Sefarosa (Sigma, U.S.A.) (Tabla 3) 

7'AIilA 3. Selección de matriz para purificar anticuerpos ritonodonales a 

partir de medios condicionados o ascites. 

IIIIIRIDOMA ISOTII'O DEL 

ANTICUERPO 

MATRIZ USADA 

PA2 1 180, PROTEINA O 

All 	IM 
—

IgOi PROTEINA 0 

1327.M1 11101, PROTEINA A 

SFR8-136 Ig0 2 b PROTIINA O 

W6/32 Ig0 2, PROTEtNA A 

La matriz fue previamente lavada con SAF, y después empacada en 

columnas de 10 ml (Sigma, USA), se le hizo pasar el medio condicionado 

o la fuelles diluida 1:10 con SAF, a una velocidad de 1 inl/tnittulo, y a 

una temperatura de 4°C. Después de pasar lodo el volumen del medio 

condicionado o de osciles, se lavó la columna con una solución SAF hasta 

que no se obtuvo ningún residuo de proleina en el eluyente, lo cual se 
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determinó en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 28(1 nm. A 

continuación se eluyó el anticuerpo haciendo pasar por la columna una 

solución de ácido clorhídrico y glicina con un pf( de 2.8 (Apéndice 2). A 

la solución ácida que contenía el anticuerpo se le neutralizó a un pli=,  7-

7.5 con Tris-Acido clorhídrico con un pH de 9. El anticuerpo desprendido 

fue cuantificado de acuerdo a la densidad óptica a 280 nm para IgG de 

1.35 para 1 mg de anticuerpo por ml. de solución, finalmente el 

anticuerpo fue dializado contra un amortiguador de acoplamiento en una 

membrana de 12 kDa, para así dejarlo listo para su acoplamiento a la 

Sefarosa activada con CNOr (Pharmacia, Diotech, Suecia) (164). 

VERIFICACION DEL RECONOCIMIENTO DE LOS ANTICUERPOS 

HACIA LOS ALELOS DEL CM(' CLASE 1 

Para verificar el reconocimiento de los anticuerpos hacia cada uno de los 

alclos del CMH-I se uso la técnica de citofluorimetria de flujo, en la cual 

por cada 500,000 células de la línea de carcinoma de cérvix Calo c Inbl 

previamente lavadas dos veces con una solución consistente en SAF al 

911% y suero fetal de bovino (Hyclone, U.S.A.) al 2%, se incubaron con 10 

µI del anticuerpo primario, (el que se deseara probar). a una 

concentración de I µg/10001 SAF-sucro fetal de bovino, y se dejó reposar 

durante 30 minutos a una temperatura de 4°C. Una vez que transcurrió 

este tiempo se centrifugaron a 300 xg por cinco minutos y se lavaron dos 

veces con la solución SAF-suero fetal de bovino. Posteriormente se le 

adicionó al botón celular el anticuerpo secundario GAM•F(TC (Dako, 

USA), el cual reconoce a la región Fc del anticuerpo primario, además de 

estar marcado con isotiocianato de fluorescelna; y se procedió a incubar 

por 30 minutos a 4°C: enseguida se lavaron dos veces por centrifugación a 

300 xg. Finalmente se adicionó 300 gl de yoduro de propidio con una 

concentración de I 1.1g/m1 en SAF-SFB, y se leyó la fluorescencia en el 

citofluorómetro de flujo Facscan (Beckman,U.S.A.) (162). 

ONTENCION DE LOS ALELOS DEL CMIT CLASE 1 

La separación de las moléculas del CNOI clase 1 humano se efecluo por 

medio de una cromalografla de itintunoafinidad, en la cual primeramente 
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se Usaron a 2x10" células de cada una de las lineas de carcinoma de 

cérvix humano Calo e lnbl en una relación de volumen de 5:1 con un 

amortiguador de lisis (Apéndice 3), después se centrifugó a 4,000 sg por 

10 minutos, para así poder retirar los organelos más pesados, a 

continuación el sobrenadante fue preadsorbido con 10 ml de proteína A 

insoluble (Sigma, U.S.A.), y se centirifugó a una velocidad de 30,000 xg 

toda la noche, a continuación el sobrenadante fue filtrado a través de una 

membrana de 0.45 it (Millipore, USA). 

Simultáneamente se prepararon las columnas de inmunoafinidad con los 

anticuerpos purificados. Para esto 3.5 g de Sefarosa activada con CNEr 

(Pharmacia t5iotcch, Suecia) fueron lavados con 700 ml de 11C1 1 mM para 

activar a la Sefarosa. Una vez activada se agregó 60 mg de un anticuerpo 

purificado en un volumen de 20 ml de amortiguador de acoplamiento y se 

dejó incubar toda la noche a 4°C con agitación suave. Una vez que el 

anticuerpo se acopló a la Sefarosa, lo cual se verificó leyendo la 

absorbancia a 280 uní del sobrenadante, se inactivaron los sitios activos 

remanentes en la matriz, usando para ello una solución de inactivación 

por un lapso de 16 horas a 4°C. Después la columna fue lavada en tres 

ciclos. cada uno de los cuales consistió en un lavado con amortiguador de 

acetatos 0.1 M conteniendo 0.5 M de NaCI; y otro lavado con un 

amortiguador 0.1 M Tris-Del conteniendo 0.5 M de NaCI. Una vez lavada 

la matriz (Sefarosa-anticuerpo) se empacó en una columna de plástico de 

10 ml (Sigma. USA). 

Posteriormente se hizo pasar el filtrado obtenido de la lisis de las lineas 

celulares a través de una columna inespecifica (Sefarosa sin anticuerpo e 

inactivada). y después a través de las diferentes columnas especificas de 

los anticuerpos acoplados a la matriz. de Sefarosa. El lisado se hizo pasar 

con ayuda de una bomba peristáltica y a un flujo de 1 mi/minuto, el usado 

se hizo,  pasar por las columnas durante un lapso de 24 horas, al cabo del 

cual se lavaron las columnas con 500 ml de amortiguador de lavado y 

finalmente con 4,000 ml de Tris•EDTA phi= 7.8. Una vez hecho lo 

anterior se desprendieron los alelos pasando por la columna de Sefarosa. 
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anticuerpo una solución de ácido acético al 10% por 25 minutos. El eluldo 

se colectó en fracciones de 1 ml/min, enseguida se cuantificó la 

concentración de proteína en cada fracción, con un espectrofotómetro con 

longitud de onda de 280 nin. Las fracciones con absorbancias altas de 

proteina fueron reunidas y se introdujeron a un bailo con agua en 

ebullición durante dos minutos. Inmediatamente después de haber eluido a 

las moléculas 	de las columnas, estas fueron recquillbradas con la 

solución de Tris•UCI 0.1 M conteniendo 0.5 M de NaCI 	8.0. Después 

de este procedimiento, se hizo pasar nuevamente el Usado celular. Se 

realizaron dos eluciones en total para cada uno de los anticuerpos 

utilizados. Los mismos pasos fueron efectuados en el caso de la columna 

inespecifica para descartar a contaminantes que se acoplaran a la sefarosa 

de manera inespecifica (162,164). 

OBTENCION Y CROMATOGRAFIA DE PEPT1DOS ASOCIADOS A 

MOLECULAS DE LOS ALELOS DEL CM! CLASE 1 

La obtención de los péptidos de los alelos se realizó filtrando las 

fracciones hervidas a través de membranas "Ultra free-CL" (Millipore 

U.S.A.), que liciten un poro que permite el paso de moléculas con pesos 

moleculares menores a 5 kDa. Esta filtración se efectuó por 

cenirlfuanción a una velocidad no mayor de 5.000 sg. El filtrado, que 

contenta a los péptidos menores a 5 kDa, fue reducido a un volumen de 

500 11 mediante liofilización. Enseguida fue nuevamente filtrado a través 

de membranas de 5 kha. Posteriormente se tomaron 20 µI del filtrado y 

fueron inyectados en un eromatógrafo en liquido de alta resolución 

(1(13 LC) (Waters, U.S.A.) a través de una columna de fase reversa. Delta 

Pak 5 µ Cu  300 A 3.9 s 150 mal (Millipore. U.S.A.) a una temperatura 

constante de 37°C. La separación de los péptidos se hizo en base a su 

hidrofilicidad usando un gradiente con crecimiento lineal del 0,60% de 

acetonitrito con ácido trifluoroacético (ATE) 0.08% (rase 13) y utilizando 

una fase hidrofilica de agua con ATE 0.08% pl1=2.3 (rase A). La 

crontatografla fue realizada en un lapso de 70 minutos, con cinco minutos 

finales de fase U al 60%. Los picos principales de los péptidos fueron 

detectados a 218 Jim con un módulo de detección de absorbaneia (Waters, 
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U.S.A.) y analizadas en un 'nódulo de datos Waters 746 a condiciones 

constantes para todos los casos (PT=4,000: PW-- 6). Las fracciones fueron 

colectadas a razón de 1 tul cada dos minutos. Para eliminar los posibles 

contaminantes de fondo contenido en los reactivos, antes de inyectar las 

muestras se inyectó 20 tl de la fase A, bajo las condiciones ya 

mencionadas. Los picos obtenidos de las lecturas de fondo eran 

descartados en las cromatograflas efectuadas sobre los péptidos. Para 

descartar contaminantes de la cromatografla de inmunoafinidad, a las 

fracciones obtenidas de la columna inespecIfica se les practicó el mismo 

tratamiento que a los péplidos de los alelas; los picos obtenidos durante 

In cormalografia fueron descartados en las cromatograflas de los péptidos 

(67,69,73, 102). 

VERIFICACION DE LA ODTENCION DE ALELOS DEL C11111 CLASE 1 

Y PEPTIDOS. 

Para verificar la obtención de alclos de moléculas del CMII clase 1 y no 

otras moléculas se realizó una electroforesis en gel de poliacrilawida-SDS 

al 15%, usando patrones de corrida para poder tener una mejor referencia. 

y como muestras a las moléculas que quedaban atrapadas por el filtro 

"Dltrafrec•CL" de 5 kDa (Millipore. U.S.A.). El voltaje usado fue de 30 

mA. Para detectar a las proteínas se empleó la técnica de Unción no 

anioniacal con plata. la cual consistió en colocar al gel en solución 

fijadora (Apéndice 4) por 30 minutos. después de retirarla se agregaba 

solución destedidora por 30 minutos, después de los cuales se reitraba y 

se agregaba una solución de glutaraldehldo por una hora, al cabo de la 

cual se lavaba varias veces con agua, y se agregaba una solución de DTT 

por 30 minutos. después de los cuales se retiraba y agregaba AgNOm 0.1% 

en obscuridad por 30 minutos. Se lavaba brevemente con agua y 

rápidamente con solución desarrolladora, dejándose incubar en esta hasta 

obtener el patrón de bandeo deseado, para lo cual se agregaba 5 mi de 

ácido cítrico 2.3 M por cada 100 ml de solución desarrolladora: se lavaba 

varias veces con agua y el gel era secado a 60°C al vacío durante 3 horas 

(162). 
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RESULTADOS 

Purificación y acoplamiento de anticuerpos. 

Para poder realizar la obtención de los péptidos antigénicos presentados 

por aleles del CMI1-1 de las lineas Calo e lnbl fue necesario obtener 

anticuerpos monoclonales que reconocieran a los aleles del CM11-1 de 

manera especifica. Estos anticuerpos fueron purificados a partir de 

medios condicionados o ascites de hibridomas por medio de cromatografia 

de afinidad. A continuación se acopló la totalidad de los anticuerpos 

purificados a sefarosa activada con t3rCN, observándose que la cantidad 

de anticuerpo que se acoplaba era variable (tabla 4). 

Tabla 4. Cantidad de anticuerpo acoplado a sefarosa activada con BrCN. 

ANTICUERPO CANTIDAD INICIAL 
DE ANTICUERPO 

(mg) 

CANTIDAD DE 
ANTICUERPO ACOPIADO 

(mg) 
tx-11LA-A28 59.25 43.12 

a•HLA-Al1 39.52 39.16 

a•HLA•©27 51 44.34 

a•I1LA-t3w6 88 83.11 

a•HLA-A, -13, -C 73 72.76 

Especificidad de los anticuerpos purificados 

Para cerciorarse que los anticuerpos obtenidos reconocieran de manera 

específica a los alelas del CMH-I de las respectivas lineas celulares. se 

realizó una citofluorimetria de flujo, en donde se observó la especificidad 

de los anticuerpos hacia sus aleles (figura 4); en donde se destaca una 

ella expresión del alelo HLA-0w6 en la membrana celular de ambas líneas 

en comparación a los aleles HLA-A II para lnbl y HLA-A28, •027 para 

Calo (Figura 4), que fueron superiores al control negativo; y sumada la 

expresión de los alelas TILA-A28, -027, -13w6 corresponde 

aproximadamente al 30% del total de moléculas clase I presente en la 

linea Calo en el total de moléculas clase 1 (figuras 44), mientras que los 

aleles LILA-A I I, -0w6 cuantifican aproximadamente para el 15% del total 

de moléculas ciase I de la linea lnbl (figura 4b). 
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Figura 4. Expresión de algunos alclos del 0.411-1 en dos lineas celulares 

de carcinoma cérvico•uterino. a) Expresión de algunos alelos del CM11-1 

en relación al total de moléculas clase I de la linea Calo. b) Expresión de 

algunos alelos del CMI1-1 en relación al total de moléculas clase 1 de la 

línea Inbl. 
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Obtención de moléculas CM/1 clase 1 

Después de acoplar a cada uno de los anticuerpos a la sefarosa, se 

prepararon las columnas de ininunoafinidad utilizando a los complejos 

anticuerpo-sefarosa como matrices para aislar a los diferentes alelos que 

se encontraban en los usados de las líneas celulares Calo e Inbl (2x101°  

células por Usado aproximadamente). Las curvas de desprendimiento de 

alelas aislados después de dos eromatografías se muestran en las figuras 5 

y 6 para cada linea celular. En ellas podemos observar que la mayor 

cantidad de proteína se obtiene entre los primeros diez minutos de 

clución. También se observar que en una segunda clución es posible 

recuperar una cantidad importante de moléculas de clase I. Para el alelo 

FILA-13%1,6, se encontró que la máxima cantidad de proteina es obtenida 

entre los mininos 10 a 15. En algunos desprendimientos observamos un 

pico de absorbancia hacia el final de la cromatografía (minutos 20-25). 

que probablemente corresponda a 11z-in cuyo peso es inferior al de la 

cadena pesada del CMII•l. 
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Figura S Obtención de moléculas del CMII•1 por eromalografia de 

intuunoafinidad sobre el Usado de la linea Inbl. 
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ininunoafittidad sobre el lisado de la linea Calo. 

41 



1111511111111001115111/ enzerintitlas 
rIBY PO 

—Desprendimiento 1 ..Desprendimlunto 2 

TIEMPO 

. DESPRENDIMIENTO DE MOLECULAS 1111-A28 r  
IAEA CALO 

"-DesproltnIento 1 +Cooprindmienlo 2 

DESPRENDIMIENTO DE MOLECULAS 111A-1327 
LINEA CALO 

DESPRENDIMIENTO DEL RESTO DE MOLECULAS 
CIASE 1 LINEA CALO tiLA-A2343113) 

`011ifsendrlegnte I +Dimpiwidleilerio 2 

DESPRENDIMIENTO DE MOLECULAS illA•Bwe 
	  LINEA CALO  

""Demprodiniento I 4-Dosprordmienb 2 

11101181111 / 0411011NtIM11t4t1 TírM 

Figura 6 Obtención de moléculas del CM11-1 por eromatografla de 

inniunoafinidad sobre el lisado de la linea Calo. 

mero 

al 



Obtención y cromatograffa IIPLC de péptidos asociados a moléculas 

CM II clase / 

Después del tratamiento ácido y ebullición de los complejos CM11-póptido 

y de la separación de los péptidos por filtración, se procedió a realizar la 

cromatografla HPLC utilizando una columna Delta Pack 5 it 300 A de fase 

reversa. Se evaluaron los principales picos a una absorbancia de 218 nin. 

Los cromatogramas de los péptidos cluidos de los alelos se muestran en 

las figuras 7-13 cada uno con repetición. Para descartar a contaminantes 

inespecificos de la cromatografla de inmunoafinidad se hizo una 

cromatografla de HPLC de las muestras provenientes de una columna en 

donde la sefarosa se encontraba inactivada con glicerina (columna 

inespecIfica) y en la cual se hizo pasar cada uno de los lisados celulares 

(figura 14). 
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Figura 7. Perfil cromatográfico de péptidos asociados a moléculas liLA- 

A2R de la linea Calo. 
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Figuro 8. Perfil cromatografíco de péptidos asociados a moléculas 111.A-

1327 de la linea Calo. 
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Fisura 9. Perfil cromatográfico de péptidos asociados a moléculas l{i.A• 

13w6 de la linea Calo. 
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Figura 10. Perfil cromatogrefico de pepiidos asociados a moléculas HL,A• 

A23, •845 de la linea Calo. 
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Figura 11. Perfil cromatografico de péptidos asociados a moléculas IILA-

Al I de la linea Inbl. 
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Figura ¡2. Perfil eromatografico de péplidos asociados a moléculas 111.A-

fiw6 de la linea labl. 
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Figura 13. Perfil cromalográfico de péptidos asociados a moléculas lILA-

Aw33, -1314, -1338, -Cw3, -Cw4 de la línea Inbl. 
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Figura 14. Perfil .cromatográfico de impurezas asociadas a columnas 
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Comportamiento de especies peptldicas asociadas a moléculas Ci1111 clase 

Los principales picos de clución de péptidos a 218 nin, descartando a los 

picos obtenidos de la columna inespecifica y su comportamiento a través 

del gradiente de acetonitrilo, asi como su abundancia relativa se resume 

en las figuras 15-20. MI, en la figura 15 observamos que 11 alelo HLA-

A28 de la linea Calo presenta un perfil cromatográfico pobre, con sólo 

cuatro especies peptidicas cuantificando para el total de péptidos 

asociados, de las cuales predominan dos especies peptidicas comprendidas 

entre el 30% y 40% de acetonitrilo, que conjuntamente cuantifican cerca 

del 75% de péptidos asociados a este alelo, remarcando una alta 

proporción de péptidos con una relativa hidrofobicidad. 

Figura 15. Distribución hidrofóbica y proporción de especies peptidicas 

asociadas al alelo IlLA-A28 de la linea de cáncer cervieo-uterino Calo, 

En lo que respecta al alelo HLA-1327 de la linea Calo (figura 16), se 

observa una distribución de las especies peptidicas desde 8% hasta 37.6% 

de Ac. En este caso la mayor parte de las especies peptidicas (34.11% del 

total de péptidos asociados) se localizan en una región con características 

hidrofIlicas, (entre 11.34% y 9.12% de Ac). No obstante, también se 

encuentra una sola especie que se localiza en una región más hidrofóbica 
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(36.36% de Ac), y cuya abundancia relativa es de 26% del total de 

péptidos cluidos. 

Figura /6. Distribución hidrofóbica y proporción de especies peptidicas 

asociadas al alelo Ill.A•027 de la linea de cáncer cérvico-uterino Calo. 
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En lo referente al alelo IILA•13w6 de la línea Calo (figura 17). se observa 

un perfil crontatográfico más rico, con trece especies peptidicas en total, 

de las cuales dos que se encuentran entre entre 36% y 37% de Ac 

cuantifican para un 32% del total de péptidos asociados; sin embargo, la 

distribución de los póptidos a lo largo del gradiente de hidrofobicidad es 

más lionIogénea que en la de los átelos ante/lores (11.72%-60% de Ac). 

Por cl contrario. el alelo FILA-13w6 de la linea Inbl (figura 18), presenta 

sólo cuatro especies peptidicas que cuantifican para el total de péptidos 

asociados, con dos especies, localizadas entre 42% y 50% de Ac, que 

cuantifican para el 66% del total de péptidos asociados a este alelo. 

Comparando las especies peptidicas cluidas del alelo FILA-1.3w6 de ambas 

lineas celulares. podemos observar que en la linea Inbl hay una pérdida 

de las especies con carfieterlsticas más hidrof1licas, que se encuentran 

comprendidas entre el 111% y 20% de Ac; asl como las que se encuentran 

entre el 30% y 40% de Ac, y las especies con alta Itidrofobicidad 

comprendidas entre el 50% y 60% de Ac. 
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Figura 17. Distribución hidrofóbica y proporción de especies peptidicas 

asociadas al alelo IlLA-13w6 de la linea de cáncer cérvico-uterino Calo. 
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Figura 18, Distribución hidrofóbica y proporción de especies peptidicas 

asociadas al alelo 111_,A•Bw6 de la línea de cáncer cérvico-uterino 
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En el alelo 111.A-A I de la linea Inbl (figura 19), se observa una gran 

cantidad de especies peptidicas (17 especies) distribuidas a lo largo del 

gradiente de Ac; sin embargo, sólo una de ellas se encuentra en gran 

abundancia, con el 63% del total de peptidos, localizándose en un 3 6.0 8% 
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de Ac. Otra especie abundante (18.74% del total de péptidos) se localiza 

en una región más hidrofllica (16.58% de Ac). Las otras especies se 

encuentran en muy poca cantidad, cuantificando cada una de ellas menos 

del 4% del total de péptidos asociados a este alelo, localizándose desde el 

7.82% hasta 56.34% de Ac. 

Figura 19. Distribución bidrofóbica y proporción de especies peptidicas 

asociadas al alelo HLA-A I 1 de la linea de cáncer cérvico-uterino Inbl. 
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En cuanto a los péptidos asociados a los alelos FILA-A23 y -045 de la 

tinca Calo (figura 20) observamos 15 especies peptidicas en total, con un 

perfil cromatográfico homogéneo distribuido en un amplio rango de 

bidrofobicidad, el cual abarca desde 9.33% hasta 45.17% de Ac, siendo la 

única especie sobresaliente la localizada en 20.27% de Ac que cuantifica 

para un 20.33% del total de péptidos Por otro lado, los péptidos 

asociados a los alelos tILA•Aw33, -B14, -038, •Cw3, -Ctr4 de la línea 

Inbl (figura 21), muestran un perfil cromatográfico más pobre con 8 

especies, de las cuales la más abundante cuantifica para el 38.58% del 

total de péptidos asociados, localizándose en una región con 

características bidrofóbicas (53.55% de Ac), Cabe destacar que este perfil 

cromatográfico muestra una carencia de especies peptidicas con 

características muy hidrofilicas (10%-20% de Ac), concentrándose la 

mayoria de especies en regiones más hidrofóbicas (20,39%-56.62% de Ac). 
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Figura 20. Distribución hidrofóbica y proporción de especies peptidicas 

asociadas a los nietos IILA-A23, -1345 de la linea de cáncer cérvico-

uterino Calo. 
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Figura 21. Distribución bidrofóbica y proporción de especies peptidicas 
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Verificación de la obtención de moléculas CALI/ clase 1 

La obtención de moléculas del CMÍ(•l por cromatografia de 

ínmunotifinidad se verificó por medio de una electroforesis en geles de 

polinerilantida-SDS al 15% y revelando estos por medio de una Unción en 

plata en condiciones no antortiacales. Las fotografías de los geles se 

muestran en la figura 22, en donde se logró detectar a la cadena pesada 

(45 1W) y 	2  in (12 kba) de las cromatograflas de intnunoafinidad 

realizadas con los anticuerpos W6/32 (el cual reconoce a la totalidad de 

moléculas clase 1 del CMH), y con el cual se obtuvieron a los alelos HLA- 

A23, •1345 de la línea Calo, y los alelos HLA-Aw33, -3314, -1338, -Cw3. - 

Cw4 de la Ilnea Inbl: asimismo sólo pudo ser detectada la cadena pesada y 

11 2 -m dcl alelo IlLA-13w6 expresado en ambas lineas celulares, mas no así 

para las cadenas pesadas de los alelos que fueron expresados en baja 

cantidad como fueron HLA-A11 en la linea tubl y IlLA-A28 y -1327 en 

Calo. 



Figura 22. Obtención de moléculas del CM11 clase I a) Moléculas CMI1-t 

de la linea Itibl; carril I inmunoprecipitado 	 carril 2 

inmunoprecipitado IlLA-13w6; carril 3 inmunoprecipitado HLA-Aw33, 

1314, -1338. -Cw3, -Cw4. b) Moléculas CMII-1 de la linea Calo; carril I 

inmunoprecipitado FILA-A28; carril 2 inmunoprecipitado HLA•1327; carril 

3 inmunoprecipitado IRLA-A23, -1345; carril 4 inmunoprecipitado IlLA-

13w6. 
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DISCUSION DE RESULTADOS 

La caracterización de antigenos asociados a moléculas del CMH es de gran 

importancia para poder desarrollar vacunas que scan eficaces en contra de 

una gran gama de enfermedades infecciosas y de tipo neoplásico 

(78,86,96,140,142,144,146,165,166). Un paso fundamental para lograr 

este objetivo ha sido el de identificar a péplidos antigénicos expresados 

por moléculas del CMII clase 1. Varias estrategias se han desarrollado con 

este fin, basándose generalmente en la síntesis de péptidos (8.10 

residuos) que se encuentran en secuencias de proteínas consideradas como 

antigénicas y a su afinidad por moléculas especificas del CM11. Sin 

embargo, no siempre se ha observado que estos péptidos scan presentados 

de manera natural (76,79,81-86,88-97). Por lo que el empleo de 

estrategias que involucren la obtención y caracterización de péplidos 

presentados naturalmente pueden permitir una identificación más 

eficiente de antigenos que generen una respuesta inmune específica. Es 

por ello que en este trabajo, con ayuda de un panel de anticuerpos 

monoclonales específicos hacia alelos del CM11-1, que sc sabe son muy 

frecuentes en la población mexicana con incidencia en cáncer cérvico-

uterino (167)', logramos obtener péptidos asociados a moléculas 

purificadas del CMH-t de dos lineas celulares de carcinoma de cérvix que 

presentan infección con VPH-I8. 

Una de las problemáticas encontradas en el uso de anticuerpos 

monocionales dirigidos hacia productos especificas de IlLA. ha sido su 

baja detección, muy probablemente debida a que su uso en cortes 

Mitológicos embebidos en parafina o criopreservados desnaturalicen a los 

antigenos de histocompatibilidad y en consecuencia no puedan ser 

detectados (154). En nuestro trabajo, fue demostrado mediante 

citofluorintelrfa de flujo (Figura 4) que los anticuerpos eran específicos 

para alelos del CMII clase 1 expresados en las membranas de las tincas  

celulares Calo e Inbl; asimismo la obtención de moléculas de clase 1 

mediante cromatografia de inmunoafinidad fue demostrada en ensayos de 

electroforesis (Figura 15). Una observación importante en estos 
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experimentos, fue el haber detectado una expresión diferencial de los 

aleles CMH•I en las membranas de las células inmorales de cérvix; al 

respecto algunos investigadores han reportado una baja expresión de 

algunos alclos de tipo 11LA-A y 13 y su correlación con la deficiencia en la 

vía de presentación de antígenos en tumores cervicales (168), lo cual 

,puede explicar en parte la variabilidad encontrada en nuestras líneas. 

Cabe mencionar que recientemente hemos encontrado una importante 

retención intracelular de los alelos 	I y 4327 de estas líneas 

celulares a través de ensayos bioquímicos (169). La baja detección 

observada en el alelo IILA-A28 de la linea Calo en ensayos de 

clectroforesis puede deberse a la baja afinidad del anticuerpo producido 

por el hibridoma PA2.I dirigido al alelo IlLA-A28 (156). no obstante por 

eitofluorimetria de flujo logramos detectar una cantidad significativa de 

este alelo expresado en la membrana. 

La alta expresión del alelo 11LA-13w6 junto con la baja expresión de otros 

alclos expresados en la membrana de las lineas Calo e Inbl, también 

puede ser explicada por las diferencias en el patrón de síntesis de 

moléculas HLA y a las diferencias en los tiempos de glicosílación durante 

su paso a través del aparato de Golgi (170). Este fenómeno nos puede dar 

indicios de que el reconocimiento de antígenos por linfocitos T es 

favorecido más en algunos alelos que en otros. No hay que descartar que 

alclos que sc expresan pobremente en la membrana puedan ser los 

encargados de la presentación de determinantes antigénicos (168), 

Por otro lado, como era de esperase en las cromatografías del material 

menor a 5 kDa realizadas por 11PLC (figuras 7-13), se observaron 

diferentes picos distribuidos a través del gradiente de acelonitrilo; lo 

cual nos hace sugerir, de acuerdo a lo reportado por algunos autores 

(77,104), que estas fracciones corresponden a especies peptidicas con 

diferente composición de antinolicidos. De hecho el uso del gradiente de 

0.60% de acetonitrilo se realizó con la finalidad de separar de manera 

eficiente a los péptidos con base a sus características hidrofilicas Este 

gradiente ha sido utilizado comúnmente y se ha demostrado su eficacia cn 
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la separación de péptidos con distinta composición en varios experimentos 

(102-108). 

La composición química de los péptidos tiene un papel fundamental tanto 

en la unión especifica a moléculas CMII.1, cuino en el reconocimiento por 

linfocitos T (80,90,93,97,145). Además, se ha demostrado el papel que 

desempeñan los residuos hidrofilicos de péptidos antigénicos en el 

reconocimiento y estimulación de linfocitos T (74,78,79,86,92,143,144), 

lo cual nos hace pensar que las especies peptidicas más hidrofilicas son 

las más factibles de ser reconocidas por linfocitos T. En este trabajo, 

interesantemente observamos que en la línea Inbl hay una remarcada 

ausencia o disminución en la presentación de péptidos de carácter 

hidrofilico (10%-20% Ac), predominando aquellos con características 

hidroft5bicas. En contraste los péptidos presentados por la linea Cato 

mostraron distinta hidrofilícidad. Consideramos que la baja presentación 

de especies peptidicas de carácier hidrofilico se encuentra relacionado 

con el estado de malignidad de cada linea celular: es de resaltar que la 

linea MI proviene de un estadio clínico (VA, mientras que la linea Calo 

proviene de un estadio clínico 1113 (1.55), además de que ambas comparten 

etiología vira! con VP14-18. En consecuencia, es factible que en el 

proceso de transformación celular se desarrollen mecanismos que 

provoquen la pérdida o disminución en la presentación de péptidos con 

características hidrof(licas, sobretodo en tumores más avanzados como es 

el caso de !ab', dando como consecuencia el escape de la respuesta 

inmune. 

La presentación deficiente de péptidos por moléculas CMI1-i también 

puede relacionarse con las vías de procesatnienio y presentación de 

antígenos: en donde las deficiencias en la función de los proteasomas 

(171.173); en el transporte de los péptidos hacia el interior del RE,  por 

medio de los TAP's (171,174.177) o bien, la retención y degradación de 

moléculas CMI1-1 en el interior de las células (178-181), han sido 

consideradas como las causas principales de esta carencia. La baja 

presencia de péptidos hídrofilicos en Inbl puede ser correlacionado con la 
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retención de algunas moléculas del CMII-1 en el RE (169). Por lo que se 

hace necesario efectuar más estudios con la finalidad de analizar las 

probables alteraciones en las vías de procesamiento y presentación de 

antígenos, en especial en los TAP's y los LMP's; así como el papel que 

desempeña el VPII en este proceso. Por ejemplo, se ha encontrado que la 

deficiencia de presentación de antígenos en diversos tumores humanos es 

debida a la carencia o pérdida de función de TAP's o de LMP's (174-177). 

Por otra parte el uso de anticuerpos monoclonales puede restringir la 

obtención de péptidos a partir de moléculas CMH-1, ya que se ha 

demostrado en modelos murinos que algunos epitopos reconocidos por 

anticuerpos dirigidos contra nietos del CMI-1-1, son dependientes de la 

conformación que estos presentan (182,183). Dicha conformación 

molecular se encuentra relacionada ampliamente con los péptidos que se 

asocian a estas moléculas, limitando por tanto la obtención de péptidos 

de diferentes características. No obstante. en este trabajo las diferencias 

encontradas en el comportamiento de péptidos cluidos de moléculas CMI1- 

de ambas lineas celulares parece no ser influenciada por los 

anticuerpos. Por ejemplo, en el caso del alelo 111-A-13tv6 (presente en 

ambas lineas), el uso del anticuerpo monoclonal (SFR8-B6), nos permitió 

discernir importantes diferencias en el patrón de hidrofilicidad de 

péptidos asociados a este alelo en las líneas celulares; remarcando este 

hecho, que su uso en esta técnica no cs un factor limitante en la 

obtención de péplidos antigénicos, 

Los péptidos obtenidos a partir de moléculas CMH-I en este trabajo, serán 

de gran utilidad para identificar a aquellos que sean factibles de ser 

reconocidos por linfocitos citotósicos de manera eficiente y específica. Su 

caracterización bioquímica permitirá conocer el origen proteico de estos 

fragmentos peptidicos, y su potencial de ser aplicados de manera 

terapéutica. 

Finalmente, el empleo de las técnicas llevadas a cabo en este trabajo 

pueden ser de gran utilidad cn la obtención y caracterización de antígenos 
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presentados por células malignas o infectadas con virus, como es el caso 

del carcinoma de arvis. Además esta metodología podria extrapolarse 

una amplia gama de padecimientos infecciosos, neoplásicos y autoinmunes 

con vías a la generación de estrategias tanto de carácter profiláctico como 

terapéutico. 
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CONCLUSIONES 

I.- El uso de anticuerpos monocionales específicos permitió la detección 

de diferencias en la expresión de los aletos CMII-I en la membrana de las 

flacas Calo e labl, 

2,- El uso de anticuerpos monoclonalcs específicos hacia nietos 

particulares del CMII-t no fue factor limitante en la obtención de 

distintos péptidos asociados a estas moléculas. 

3.- La tinca Inbl mostró una baja presentación de péptidos con carácter 

bidrofilico, en relación a los mostrados por la línea Calo. 

4.- El uso de las técnicas descritas pueden ser de gran utilidad para 

obtener a antígenos de una amplia gama de enfermedades. y así poder 

caracterizados y desarrollar estrategias que sean efectivas en so 

tratamiento. 

63 



LITERATURA CITADA 

L• laneway, C.A., Travers, P. 1994. Immunobiology. Currcnt Biology 

Ltd, U.S.A. pp. 1:1-1:47. 

2.- Abbas, A.K., Liclitmatt, A.H., Púber, J.S. 1991. Ccllular and 

Molecular Immunology. W.B. Saunders Company. U.S.A. pp. 417. 

3.- Paul, W.E. 1993. Fundamental Immonology. 3a. ed. lid. Rayen Press. 

U.S.A. pp. 1427. 

4.- Shimonkeyitz, R., Colon S., Kappler, J.W., Marrack, P.C., Grey, H.M. 

1984. Antigen recognition by 11-2 restricted 	cells. 11. A tryptic 

oyalbutnin peptide nal substitutes for processed antigen. 	lonnunol. 

133:2067-74. 

5.- Buus, S., Selle, A., Colon, S.M., lents, 1) Al.. Grey. H.M. 1986. 

Isolation and characterization of antigen-la completes involyed in T cell 

recognítion. Cell. 47:1071-77. 

6.- Babbit, 13.P.. Mien. P.M., Matsueda, G.. Haber. E.. Unanue, E.R. 

1985. Binding of immunogenie pcpiides lo la bistocompatibility 

molecules, /Valore. 317:359-61. 

7.- Townsend, A., Bodtiter, H. 1989. Antigen recognition lr ,v class 1-

restricted T lympbocytes. Aun. Rev. Immuo01. 7.601-24 

8.• Yetydell, J, W., Bennink, J.R. 1992. Cell biology of antigen processing 

and presentation to MHC class I titolecule restricted 1' lympliocytes. Adv. 

/moruno/. 52:1-123. 

9.• Germain. R.N., Margulies, D.11. 1993. The btochernistry and ceil 

biology of antigen processing and presentation. Ana Rev. hontanar 

11:403-50. 

l9.• Cresswell, P, 1993. Antigen processing. Ann. Rey 'molino!. 12:259-

93. 

II.- DeMars, R., Rudersdorf, R., Cbang, C., Pelersen, J.. Strandtmantt, 

J., Korn, N., Sidwell, B.. Orr, H.T. I985. Mutations that impair a 

postiranscriptional step in expression of IlLA-A and 43 antigens. Proc. 

Naif 	ScI. U.S.A. 82:8183-87. 

12.- Salter, R.D,, Cresswell, P. 1986. Inipaired assembly and transport of 

111-A-A and -13 antigcns in a mutant Txt3 cell bybrid. Eállt0 .1 5'943.49, 

64 



I3.• Townsend, A.R., 	C,, Baslin, J., Ljunggren, I1-G, Foster, 1 

'Catre, K. 1989. Association of ciass 1 major histocompatibility Iteary and 

light chains induced by viral pcptides. !s'atare. 340:443-48. 

14.- Ljunggren, 14.6., Stam, Ni,,. 	Obtén, C., Neefjes, 1.1,, lloglund, P., 

Heemels, M., Bastin, 1., Schuntacher, T.N.M., Townscnd, A., Karrc, K., 

Plocgh, H. L . 1990. Empty MHC class 1 molecules come out in the coid. 

Nature. 346:476-80. 

15.- Hosken, N.A., Bevan, M.J. 1990. Detective presentation of 

endogenous afligen by a MI line expressing class 1 molecules. Science. 

248:367-70. 

16.- Bjorkman, P.1., Saper, M.A., Samraouri, B., Bennet, W.S.. 

Strominger, J.L., Wiley, D.C. 1987. Structurc of the human class 1 

histocompatibility afligen, 111..A.A2. Natura, 329:506-12. 

11.• Bjorkman. P.1., Saper, M.A., Samraouri, 13., Bennet. W.S.. 

Strominger, 1.1., Wiley, 13.0 1987. The foreign antigen binding sito and 

T cell recognition regions of class 1 histocompatibility anligens. .Volurf. 

329:512-18. 

18.- Garrel. T.P.1., Salm, M A., Bjorkman, P.1., Stronsinger, Wiley, D.C. 

1989. Specifity pockets for the sido chistes of peptide antigens lit LILA-

Aw68. A'ature. 342:692-96. 

19, Saper, M.A., Etjorkinan, P.J., Wilcy, D.C. 1991. Refined structure of 

the human histocompatibility antigen HLA•A2 at 2.6 A resolution../ no/. 

!Pul. 219:277-319. 

20.- Fremont, D.11., Matsumara. M., Stura, E.A., Peterson, P.A., Wilson, 

1.A. 1992. Crystal structures of timo vital peptides in complcx with 

itturitte MHC class 1 11-2K b . Science. 257:919-27, 

21.• Zhang. W., Young. A.C.M., lmarai, M., Nathenson, S.G.. 

Sacchettini. J.C. 1992. Crystal structure of the major histocompatibility 

complex class I 11.2K" molecule contamine a single viral pcptide: 

Implications for peptide binding and T•cell receptor recognition. Proc. 

Nati. Acati. Sci (LS.4.89:8403-7. 

22,- Maddcn, D.R., Gorga. J.C.. Strotninger, J.L., Wiley, D.C. 1992. The 

duce-dimensional structure of 141A-B27 al 2.1 A resolution suggcsts a 

general mechanisin for light pcptide hindú% lo MHC. Cell. 70:(035•48. 

65 



23.- Brown, JAI., Jardetrcy, T S., Gorga, J.C., Stcrn, L.J., Urban, R.O.. 

Strominger, J.L. Wiley, D.C. 1993. The duce dimensional structurc of the 

human class II hislocompatibility antigcn HLA•DRI. Nature. 364:33-39. 

24.- Bodmer, J.G., Marsh, S.G., Albert, E.D., Bodnicr, 	Dupont, 13., 

Erlich. 11.A.. Mach, 13., Mayr, W.R., Parliam, P., Sazuki, T. 1992. 

Nomenclature for factors of the 11LA systeni, 1991. //aman hasnutio/. 34:4-

18. 

25.- Lechler, R.I. 1988. MHC class II molecular structure-pcnnitted 

pairs? lionsunol. Today. 9:76 -78. 

26.- Kubo, R.T., Selle, A.. Grey, 11.M., Appella, E., Sakaguchi, K., 

N.Z., Arnolt, D., Sherman, N., Sliabanowitt, 1., Michcl, 11., Bodnar, 

W.M., Davis, T.A., Hunt. D.F. 1994. Definition of speciflc peptide motifs 

for four niajor IlLA-A ancles. J. Immunol. 152:3913- 24. 

27.- Guo, 11-C, Jardetiky. T.S . Garret. T.P.J., Lanc, W.S., Stromingcr, 

J.L. Wiley, D.C. 1992. Differenl length peptidcs bind lo TILA-Aw68 

similarly at their ends bol bulge out in the iniddle. Nature. 360:364-67. 

28.- Matsumara, M., Frcmont, 	Peterson, P.A., Wilson, I.A. 1992. 

Emerging principies for rccognition of peptide antigcns by MHC class 1 

molecules. Science. 257:927-34. 

29.- Williams, D.13., Vassilakos, A., Sois, W.K. 1996. Peptide 

presentatation by MHC class 1 moleculcs. Trends Cell Dial. 6:267-73. 

30.- Driscoll, J., Finley, I). 1992. A controlled brcakdown: Antigen 

processing and the turnover of viral peptides. Cell.68:823-25 

31.- Goldberg, A.L., Rock. K.L. 1992.Proteolysis, proteasomes and 

antigen presentation. Nalure. 357:375-79. 

32.- Brown. M.(3., Driscoll. J., Monaco, J.J. 1991. Struclural asid 

serological similarity of MI1C-linked LMP and proteasonic complexes. 

Nature. 353:355-57. 

33.- Glynne, R., Posvis, 	Beck, S., Kelly, A., Kerr L.A., Trowsdale, 

J. 1991. A proteasonic-related gene betwecn the two ABC transponer Inri 

in the Class II regio' of the !timan MHC. Nature. 353:357-60. 

34.- Kelly A., Powis, 	Glynnc, R., Radley, E., Heck, S., Trowsdale, 

J. 1991. Second proleasomc-related gene in the human MHC Class H. 

Nalure. 353:667-68. 

66 



35.• Martinez, C.K., Monaco, J.J. 1991 Homology of protensonie subunits 

lo a atajos histocompatibility complcs-linked LMP gene. Nature. 353:664-

61, 

36.- Ortiz-Navarrete, V., Scelig, A., Gernold, M., Frentzcl, S., Kloetzel, 

P.M., Hilmmerling, G.J. 1991. Subunit of the '20s' proteasome encoded by 

the majos histocompatibility complex. Nature. 353:662-64. 

37,- Yang, Y., Waters, LB., Früh, K., Pcterson, P.A. 1992. Proteasomes 

are regulated by interferon y: Implications for antigen processing. Proc .  

Nati. Acad. Sci. USA. 89:4928-32. 

38.- Androlewickz. M.J., Anderson, K.S., Cresswell, P. 1993. Evidence 

that transporters associaled %sin antigcn processing translocate a majos 

histocompatibility comple.\ Class 1-binding peptide hito the endoplasmic 

tel 	in an ATP•depcndent matutes. Proc. Nati. Acad. Sci. USA. 

90:9130-34. 

39.- Neefjes, 1.1.. Moinburg, F., Haminerling, G. 1993. ScIective and 

ATP•depcndent translocation of peptides by thc MIIC-encoded transponer. 

Science. 261:169-71, 

40.• Shepherd, J.C., Schumacher, T.N M., Asliton-Rickardi. P.G., Itnaeda. 

S., Plocgh, H.L. 1993. TAPI-Dependent peptide transiocation in vitro is 

ATP dependen' and peptide seleetive. Cell. 74:577.84. 

41.- Kleijmecr. M., Kelly, A., Gcuzc, 	Slot, 1.W., Townscnd, A., 

Trowsdale, J. 1992. Location of MIIC•encoded trattsporters in thc 

endoplasmic reticulum and cis-Golgi. Nature. 351:342-44. 

42.- de la Salte, H. 1994. Homozygotss hurtan TAP peptidc transportes 

mutation in FILA class 1 deficiency, Science 265:237.41 

43.- Deverson, E.V., Gow, 1.R., Coadwell, W J., Monaco, 1.1.. 13inches, 

0,W., Howard J.C. 1990. MIIC Class II region cncoding proteins relatcd 

to the multidrug resistance family of transmembratie transponcrs. 

Nature.348:738.41. 

Monaco, J.J., Cho, S., Attaya, M. 1990. Transpon protein genes in 

the murine MIIC: Possiblc implications for antigen processing. Science. 

250:1723.26. 

67 



45.- Trowsdalc, 1., Hanson, 1., Mockridgc, I., Heck, S., Townscnd, A., 

Kelly. A. 1990. Sequences encoded in the Class II tegion of thc MI-1C 

related lo the 'ABC' suporfamily of lransporters. Sature, 348:741-44. 

46.- Powis, S.J., Townscnd, A., Deverson, E.V., Bastin, J., Buicher, 

G.W., Roward, J.C. 1991. Restoralion of nango!' presentation lo the 

mutant cell line RMA-S by an MI1C-linked transponer. Nature. 354:528-

31. 

47.- Spics, T., DcMars, R. 1991. Rcstorcd expression of majo'.  

histocompatibility Class 1 molecules by gene transfer of a putativo 

pcptidc transporten. Natura. 351:323-24. 

48.- Atiaya, M.. Jameson, S., Martincz. C.K., Bemol, E., Aldrich, C. 

1992. Ilant-2 corrects thc Class 1 anligen-processing (lotee' in RMA-S 

cells. Nature. 355:647-49. 

49.- Iliggins. C.F. 1992. ABC transporlers From inicroorganisms to man. 

Ano. Rev. Culi. lijo!. 8:67-113. 

50.- Kelly. A., Powis, S.11., Kern. 	Mockridgc, I.. Elliot. T. 1992. 

Assembly and funclion of the two ABC transponer protejas cncoded in the 

l'untan major histocompatibility cumples. Ainiure 355:641.44. 

51.- Androlctvicz, M.1., Cresswell. P. 1994. !fuman transporlers 

associated with attligen processing posscss a promiscuoos peptide•binding 

sito. ininsunity. 1:7-14. 

52.• Sub. W•K. Cohen-Doy:1c, M.F.. Fruh. K.. Wang, K.. Pctcrson, P.A.. 

Williams. D.B. 1994. Interaction of MI1C Class 1 molecoles with the 

transporten associated with antigen processing. Science. 264:1322-26. 

Ortmann, B., Androlewicz, 	Cresswell, P. 1994. MIIC Class 

1/1trinicroglobitlin compleses associale with TAP transporters before 

peptide binding. Nalure. 368:864-67. 

Elliot. T.. Ccrundolo, V.. Elda, 1 	Townscnd. A. 1991 Peptíde- 

induccd cooformational chango of the ciass 1 heavy chaira. Valore. 

351:402-6. 

55.- Maeltold, R.P., Andrée S., Van Raer, L., I.junggren, H-0, Plocgh, 

H.L. 1995. Pcplide intluences the folding and intracellular transpon of 

free major histocompatibility complek class I heavy chalas. J. Exp. ;Ved. 

181:1111-22. 

68 



56.• Burshtyn, D.13 . Barben. D.H. 1993. Dynaniics of pcptidc binding to 

purificd antibody-bound 11-2Db  and 11-213" Itzin complexes. .1. Immunol. 

151:3082-93. 

57.• Necfjes, J.J., Hammerling, G.J., Moinburg, F. 1993. Folding and 

assembly of major histocompatibility complcx class I heterodimers in the 

endoplasmic retietilum of intact cells precedes (he binding of peptide. J. 

Exp. Med. 178:1971-80. 

58.- Hurtley, S.M.. lielenius, A. 1989. Protcin oligonterization in the 

endoplasmic reticulum. Ann. Rev. Cell. 	5:277-307. 

59.- Gething, M.J. 1992. Proteitt folding in the cell. Natura. 355:33-45. 

60.- Ahluwalia, N., Bergeron, J.J.M. Degen, E., Williams, D.B. 1992. The 

p88 molecular chaperone is idcnlical lo the endoplasmic reticulum 

inembrane prolcin, calnexin. J. 	Chem. 267:10914.18. 

61.- Galvin, K., Kristina, S., Ponche!. F., Frohlich, M.. Cummings. 1), E. 

1992. The major histocompatibility coniplex Class 1 antigen-binding 

prolcin p88 is the product of the ealnexin gene. Proc. :Voir .1cad. Sci. 

US.I. 89:8452.56 

62.- Rajagopalan, S.. Xu. Y., Brenner, M.B. 1994. J. Calnexin retains 

unassembled major histocompatibility complex Class I free heavy chinos 

in the endoplasmic reticulum. J. Exp. Afed. 180:407-12 

63.• Stigita, M.,. Brenner, M.13. 1994. An (instable 11:-microglobulin: 

Major histocompatibility complex Class 1 heavy chain intermediate 

dissociates from calitexin and then is stabilized by binding peptide. J. 

Exp. Aletl. 180:2163-71. 

64.•Booth, C., Koch. G.L.E. 1989. Perturbation of cellolar calcium 

induces secretion of luminal ER proleins. Cell. 59:729-37. 

ti5.• Rothman, 1.1. 1989. Polypeptide chain binding proleins: Calalysts of 

prolein folding and related processes in cells. Cell. 59:591-601. 

66.- Li, Z., Srivaslava, P.K. 1993, Tumor rejeclion antigen gp96/grp94 is 

ara ATPase: implications for protein folding and antigen presentation. 

E,11130 J. 12:3143-51. 

67.- Henderson, R.A., Michel, 11, Sakaguchi, K., Shabanowilz, J.. 

Appella, E,. liont, D.F., Engelhard, V.N. 1992. IILA-A2.1 associatcd 

69 



peptides from a mutant cell line: a sccond pathway of antigen 

presentation. Science. 255:1264.66. 

68.- Wei, M.L., Cresswell. P. 1992. IlLA-A2 ntolecules in an antigen-

processing tuutant contain signa( sequence derived peptides. Nnture. 

356:443.46. 

69.- [lucho, E.L., I3odnar, W.M., Benjamin, U., Sakaguclii, K., Zhu, 

N.Z., Shabanowitz, 1., Ilenderson, R.A., Appclla, E., Hutu, D.F., 

Engelhard, V.H. 1993. Characteristics of endogenous peptides eluted from 

the class 1 MIIC molecule 111.A-137 determinad by mass spectronictry and 

computer modeling. J. Immunol. 151:2572-88. 

70.- Buchmeier, M.J., Zinkernagel, R.M. 1992. Immunodoininant T cell 

cpitopc from signal sequence. Science. 257:1142. 

71.- Engelhard, V.H. 1994. Structure of peptides associated with class 1 

and class 11 MHC molecules. ;Ion. Rey. humano/. (2:181-207. 

72.• DiBrino. M.. Parker. K.C.. Shiolach, 	.Knierinan, M.. Luksi.o, 1., 

Turner, R.V., Biddison, W.E., Coligan, J.E. 1993. Endogenous peptides 

bound to FILA-A3 posscs a specific combination of anchar residues that 

permit identification of potential antigenic peptides. Proc. Nail. 

Sci. !ISA. 90:1508-12. 

73.- Hunt, D.F., Henderson, R.A., Shabanowite, 1., Sakaguclii, K., 

Michel. H., Sevilir, /J., Cox, A., Appella, E., Engelliard, V.H. 1992. 

Characterization of peptides bound lo the class 1 MIIC molecule IlLA-A2.1 

by mass spectrometry. Science. 255:1261-63. 

74.• van Bleck, G.M., Nathenson, S.G. 1990. isolation of an endogenously 

processed immunodominant vital peptide from the class I 11-2K" mocleule. 

Vature. 348:213-16, 

75.- Dentotz, S., Grey. H.M., Sette, A. 1990. The minimal number of class 

II MI1C antigen coniplexes necdcd for T ccll activation. Science. 

2491028.30. 

76.• Itótzchke, O., Falk, K., Stevanovic, S,, Sung, G,, Weide'', P., 

Rammensec, H.G. 1991. Exact prediction of a natural T cell epitope. Eur 

J. lininunol. 21:2891-94. 

77,• Flak, K., Ratzchke, O.. Peres, K., Metzger, .1., Jung, G., Waiden, P., 

Rammenscc, II.G. 1991. Identification of naturally processed vira! 

70 



nonapeplides allows lucir quaniification in infected eells and suggests an 

alíele-specific 1' eell epitope forecast. .1. Exp. ,Ved. 174:425-34. 

78.- Christnick, E.R., Luscher, M.A., Barber, B.11.. Williams, D.B. 1991. 

Pcptide binding lo class I MI1C on living cells and quantiation of 

complexes required for CTL lysis. 1Vattlre. 352:67-70. 

79.- Wallny, 11.1.. Dercs, K., Faatli, S., Jung, G., Van Pcl, A., Boon, T., 

Ranimensec. H.G. 1992. Idelitification and quantification of a naturally 

presentad peptide as recognized by eyoloxic '1' lymplioeytes specific for an 

immunogenic tumor variant. for. formunoi. 4:1085-90, 

80.- Zhang, Q.1., Gavioli, R.. Richt, G., Masucci, M.G. 1993. An FILA-

A11-specific molif in nonamer peptides derivad from viril and cellular 

protchis. Proc. A'atl. Ac:ad. SO. USA. 90:2217-21. 

81.- Rothabrd. 1.11.. Taylor, IV.R. 1988. A sequence pallen' caminan to T 

ccll epitopes. E.I/80 .1 7:93.100 

82.- Caniche. 1.L Margalit. II., DeLisi, C., 13crzofsky, 1.A. 1989.  

Identifleation of 1'-cell epilopes and use in constructuon of syntlietic 

vaccines. Afethodk En:yonol. 178 .611-34. 

8.3.• Rothbard, 1.13., Gcfter. M.1.. 1990. lnteractions between immunogenie 

peplides and MI1C protejas. Ano. net.. Immunol. 9:527.66. 

84.- Bertoletti. A., Chisari, F.V., Peona, A.. Guilliot, S.. Galati, L., 

Missalc, G.. Fowler. P.. Schlicht, 	Vitiello, A., Chesnut. R C.. 

Fraccadort, F.. l'erran. C 1993. Definition of a minimal optima' 

cylotosic T-ccll epitope within the hepatitis 13 virus nucleocapsid protein 

J. Drol, 67:237640. 

85.- Bednarek. 	M A.. 	Sauna, 	S.V., Caminan 	M.C., 	Porten 	G., 

Tsmhankar, S., Williamson, A.R.. Zweerink, 03. 1991. The mininium 

peptidc epitopc from the influenza virus matrix protejo. Extracellular and 

intracellular loading of 111..A-A2. J lomunoi. 147:4047-53. 

86.- Traversari, C., van den Bruggen, P., Luescher, I.F., Lurquin, C.. 

P., Van Pcl. A.. De Placa, E., AnianCostesee, A.. Boon, 1' .  

1992. A nonapeptide encoded by human MACE-I is rccognitcd on 111-A-Al 

by cytoloxic T lympliocyles direcled against tumor amigo' MZ2-E. J, Exp. 

176A453-57, 

71 



87.- Roticlike, O., Falk, K.. ()eres, K.. Schild, II.. Norda. M.. Mctiser, 

J., lung. G., Rammensee, 11.0. 1991). Isolation and analysis of naturally 

processcd vira) peplides as recogniied by cytotoxic 1' cells. ,Vature. 

348:252-54. 

88.- Hill, A.V.S., Elvin, J., Willis, A.C., Aidoo, M., Allsopp, C.E.M., 

Gotch, E.M., Gao, X.M., Takiguchi, M., Grecnwood. B.M., Townsend, 

A.R.M., McMichael, A.J., Whittle, 11.C. 1992. Molecular analysis of thc 

association of IlLA-1335 and resistance lo severe malaria. Nosure. 

360:434-39. 

89.- Painer, E.G., Harty. J.T., Elevan, M.1 1992. Precise prediction of a 

dominan( class 1 MHC-restricted epitopc of Lysterin monorytogenes. 

'Valore. 353:852-55. 

90.- Cossins, 1., Gould, K.G., Smith, M., Driscoll, 1'., Brownlee, G.G. 

1993. Precise prediction of a Kb -restricted cytotoxic 1' cell epitope in the 

NS I protcin of influenza virus using an MHC alíele-specific motif. 

193:289. 

91.- Skipper, 1.. Slauss, 11.1. 1993. Ideniification of two cytotoxic T 

Iymphocyle.recognized cpitopes in the ras proiein J. Evo. Med 

177:1493.98 

92,- Nijman, 	Iloubiers, 	Vierboom. M.P., van der t3crg. S II , 

Drijfhout, J.W.. Kast, W.M. 1993. Identification of peptide scquences 

that potentially trigger HLA-A2.1-restricted cytotoxic 1' lymphocytes. 

Eur. J. humano!. 23:1215-19, 

93.• Parker. K.C.. Beditarek, M.A., Hull. 	Utz, U.. Cunningliarn, 13.. 

Zweerink, 	Biddison. W.E.. Coligan. J.E. 1992. Sequence ntotifs 

important for peptide binding lo the human MHC class I molccule. HLA-

A2. J. hamanol. 149:358047. 

94.- Rupert. 1.. Grey, H.M., Selle, A., Kubo, R.T.. Sidncy. 1.. Celis, E. 

1993. Prominent role of secondary anchor residuos in peptide binding lo 

A2.1 molecules. Coll. 74:929-37. 

95.- Elliol, T.. Elvin, 1., Cerundolo, V., Allen, II., Townsend, A. 1992. 

Structural requirements for the peplide-induced conformational chango of 

free major histocompatibility complcx class 1 hcavy chains. Ear. J. 

immunol. 22:2085-91. 

72 



96.- Maryanski. J.L., Romero. P., Van Pel. A., Boon, 1'.. Saletunte, FAL, 

Ceroltini. 1.C.. Corradin, G. 1991. The identification of tyrosine as a 

common kcy residuc in unrelaied II-2K" restrieted antigcnie peptidcs. !ni. 

losinuisol. 3(10):1035-42. 

97.- !n'Ileso'', S.C., Bevan, M.1. 1992. Dissection of major 

histocompatibility cumples (MI1C) and 1' cell receptor contad residues in 

K b -restricted ovalbumin peptide and an assessment of the predective 

powcr of MHC-binding motifs. Eur. J. linnionoi. 22:2663-67. 

98.- Parker. K.C., Shields. M.. Dil3rino, M.. Brooks, A., Coligan, J.E. 

1995. Pcptidc binding lo MI1C class 1 moleculcs: Implications for 

antigcnic peptide prediction. (misiono!. nes. 14:34-57. 

99.• Hubo. Y.S.. Hahn, C.S.. Braciale. Ti.. Rice, C.M. 1992. C1)8' T cell 

recognition of an endogenously proccssed epitope is regulated primarily 

by residucs within the cpitope. J. (fro. Med. 176:1335-41. 

100.- Takahashi, K 	Dai. L.C.. Forest. 1' . Biddison, W.E., Earl, P.. 

Moss, B.. Ennts. F A. 1991 Specific lysis of human immunodcficiency 

virus type 1-infected cclis by a 11LA-A3.1-restricted CD8 cylotoxic T-

Iymphocyte done that recognizes a conserved peptide scquence within the 

gp41 subunit of the cnvclopc prolcin. Proc. Nati. 	 Scs USA. 

88:10277-81. 

101.• nous, S., Seno. A., Colon, S.M.. Grey. H.M. 1988: Aulologus 

pcptides constitutively occupy the entinen binding sito on la. Science. 

242:1045-47. 

102.• Chic,— R.M.. Urban. R.G., Gorga, J.C.. Vignali, D.A., Lane. W.S., 

Strominger, 1.1. 1993. Specificity and promiscuity among naturally 

processed peplides bound lo IlLA-DR alleles. J. Erp. Med. 178 -:27.47 

103.- Wallny. 11.1.. Rammensee. H.G.1990. Identification of classical 

minor histocompatibility antigcn as cell-derived peptide. !Valore. 

343:275-78. 

104.- Rólzehke, O.. Falk, K.. Wallny, 	Faath, S., Ratuntensee. H.G. 

1990. Characterization of naturaily oeurring minor histocompatibility 

peptidcs including H•4 and 11-Y. Science. 249:283-87. 

73 



105.- Jardtzky, T.S., Lane. W.S., Robinson, R.A., Madden, 1). R.. Wilcy. 

D.C. 1991. Identification of sclf peptides bound to purified HLA•1327. 

:Valore. 353:326-29. 

106.- Rudensky, A.Y., Preston-HurIburt, P., Hong, S.C., I3arlow, A., 

Janeway, C.A. Jr, 1991. Sequence analysis of peptides bound to MHC 

class II molecules. Nniure. 353:622-27. 

107.- Chicz, R.M., Urban, R.G., Lane, W.S., Gorga, J.C., Stern, L.J., 

Vignali, D.A., Stromingcr, J.L. 1992. Prcdominani naturally processed 

peptidcs bound to HLA-DR1 are derived front MHC-related molecules and 

are heterogencous in size, Varare. 358:764-68. 

108.- Hunt, D.F., Michel, H., Dickinson, T.A., Shabanowitz, J.. Co., 

A.L., Sakaguchi, K., Appclla, E., Grey, H.M., Selle. A. 1992. Pcplidcs 

presenta to the inimune system by the murine class II major 

histocompatibility complex molecule I-A d. Science. 256:1817-20. 

109.- Ilunt, D.F., Yates, 1. R., Shabanowitz, J., Winston, S., linuer. C.R. 

1986 Protejo sequencing by tandem miss spectrometry. Proc. Nati. .1cad. 

Sci. t'S.1 • 83:6233-37. 

110.- Parkin, D.M.. Ptsani. P.. Ferlay, J. 1993, Estimates of the 

worldwidc incidence of cighleen major cancers in 1985, Int. .1. Cancer 

54:594-606. 

111.- Pisani, P., Parkin, D.M., Ferlay, J. 1993. Estintates of the 

tvorldwide mortality from eighteen major cancers in 1985. Implications 

for prevention, and projections of the roture borden. /ar. 	Cancer. 

55:891-901. 

112.- Brisson, J., Roy, M.. Fortier, M. Bouchard, C., Meisels. A. 1988. 

Condylotna and intraepithelial neoplasia of the uterina cervix- a case-

control sttify. Amero J. Epidemia. 128:337-42. 

113.- Daling, J.R., Sherntan, K.1.. Weiss, N.S. 1986, Risk factors for 

condyloina actiminatunt in women. Ser. Transit,. Dis. 13:16-18. 

114.• Rogcrs, A.E., Longnecker, M.P. 1988.Biology and discase. Dietary 

and nulrilional influences on caneen a review of epidemiological and 

experimental dala. Loh. Invest. 59:129-59. 

74 



115.- Schneider, A_ Sltalt, K. 1989. The role of vitantins in the etiology 

of cervical neoplasia: an epidemiological revicw. ..1r ch. Gynecol. Obstat. 

246:1-13. 

116.• Zicglcr, R.G., Brinton, L.A., Hamman, R.F., Lehnian, 11.F., Levine, 

R.S., Mallin, K., Norman, S.A., Rosenthal. 1.F., Trumble, A.C., lloover, 

R.N. 1990. Dial and Ihe risk of invasive cervical canccr antong wltite 

women in the United Sta1es. Amar. J. Epidemia. 132:432-45. 

117.- Brinton, L.A. 1991. Oral contraceptivas and cervical neoplasia. 

Contraception. 43:581-95. 

118.- Reeves, W.C., Brinton, L.A., Brenes, M.M., Quiroz, E., Rawls, • 

W.E.. De Britton, R.C. 1985. Case-control study of cervical canccr in 

Herrara province. /ni. J. Canear. 36:55-60. 

119.- Vessey. M., Griece, D. 1989. Carcinoma of Ihe cervix and oral 

contraceptivas: epidemiological studies. lisoosed. Pharmacather. 43:157-

60. 

120.- Wank. R., Thomssen, C. 1991. 1110 risk of squamous cell carcinoma 

of the eerv ix for women with HLA•DQw3. ,Vature. 352:723-24. 

121.- Apple. R.1., Erlich. 11.A., Klitz, W.. Manos. M.M., Becker, T.M.. 

Wheeler, C.M. 1994. HLA-DR-DQ associaions with cervical carcinoma 

show papilloinavirus-type specificiy. N'atore. Genetics. 6:157-62. 

122.• Wright. T.C.. and 	Richart, R.M. 1989. Rcview. Role of !turnan 

Papillontavirus in thc pathogenesis of genital (net svarts and cancer. 

Gynecalagic. One. 37:151-164. 

123.- Peto. R_ and zurHausen. 1986. Viral etiology uf cerviCal cancer. 21 

Branbury Rcport. Cold Spring Harbor Lab. pp:245. 

124.- Matlashewski G. 1989. The cell biology of human Papillomavirus 

transformad cells. Anticancer Res. 9:1447-1456. 

125.- Devesa. S. S., Young, 1. L .Jr.. Brinton. L.A , and Fraumeni. 

Jr. 1989. Reccnt trcnds in carvi?: aten canear. Canear. 64:2184-90, 

126.- Howley, P. M. 1991. Role of the human Papillornaviruscs in human 

cancer. Cancer Res. 51:5019-22. 

127.- Moler, H. 1987. Papillomaviruses: General dascription, taxonomy 

and classification. In thc papovaviridae Editad by Salzman NP, Howley 

P.M., New York Plenum: 1-38. 

75 



128.- lochmus, K.I., Schncidcr. A.. Urano, R., Kimming, R., Koldovsky 

U., Schncwcis. K.E.. Secdorf, K.. Glassmann, L. 1989. Iluman 

Papillomavirus typc 16 early proteins in human scra:corrclation of anti-

E7 reactivity with cervical cancer. J. Alai!. Cancel. Insi. 81:1698-1704. 

129.- Mann, V. M . de L.S., Brenes, M.. Briba, L. A., Rawls, J.A., 

Green. M., Reeves. W.C., Rawls, W.E. 1990. Occurrcnce of IgA and IgG 

antibodics (o sclect peptides reprcsenting human papilloniavirus type 16 

among cervical cancer cases and controls. Cancer des. 50:7815-7819. 

130.- Mullcr, M., Viscidi, R. P., Sun, Y., Guerrero, E., }MI. P. M., Shah, 

F., Bosch, F.X., Munoz, N., Gissinann, L., Sha'', K.V. 1992. Antibodics to 

HPV-16 E6 and E7 protcins as markers for HPV-16-associated invasive 

cervical cancer. Virar 187:508-514. 

131.- Kanda. T.. Onda, T.. Zanina, S., Yasugi. 1'., Furuno, A., Watanabe. 

S., Kawana. T.. Sugase, M.. Ueda, K . Sonoda. T. 1992. Independent 

assocition of antibodics against human Papillomavirus typc 16 El/E4 and 

E7 proteins with cervical cancer. Viro/ 190:724-732. 

132.- Onda, T.. Kanda, 	Zanma. S., Yasugi. T., Watanabe. S., Kawana. 

T.. Ucda K. Yoshikawa, H., TakcIani, Y., Yoshiikc, K. 1993. Association 

of the antibodics against human Papillomavirus 16 E4 and E7 proteins 

with cervical cancer positivo for human Papillomavirus DNA. Int .I 

Cancel.. 54:624.628. 

133.- Viscidi. R P.. Sun, Y.. Tsuzaki. 13.. Bosch, F.X., Munoz. N., M'ah. 

K.V. 1993. Scrologic response in human Papillomavirus-associated 

111V115ive cervical cancer. lar. ./. Cantee. 55:780-784. 

134.- Lehlineu. M., Leminen, A.. Kuoppala. T.. Tiikkainen, M.. 

Lehtinen, T.. Lehlovirta, P., Punnonen, R.. Vesierinen, E,, Paavonen, J. 

1992. Pre- and post-ireatment seruni antibody responses to HPV-16 E2 and 

HSV 2 ICP8 proteins in n'ornen with cervical carcinoma. J. Aled. Viro!. 

37:180.186. 

135.- billner, J., Lenner. P., Lehtinen, M., F.klund, C., Hcino, C., 

Wiklund, F., Hallinans, G., Siendahl, U. 1994. Population-based 

seroepidentiological study of cervical cancer. Canteo. !tes. 54:134-141. 

136.• Ghosh, A. K., Smith, N. K., Staccy, S. N., Glew, S. S., Connor, 

M.E., Arand, J.R., Stcrn, P.L. 1993. Serological response to HPV•16 in 

76 



cervical dysplasias and neoplasia: correlation of antibodies to E6 with 

cervical canccr. /ni. J. Cancel.. 53 . 591-596. 

137.- Benton, 	C., 	Shalvidullalt, 	II.. 	Hunter, 	J, 	1992. 	Huntan 

Papillomaviruses. Pappilloinavirus Rep. 3:23-26. 

138.- Tindlc, R. W., Fernando , G.J.. Sterling. J.C., Frazer. 1.11. 1991. A 

"public" 	T-helper epitopc of the E7 transforming protein of human 

Papilloinavirns 16 providcs cognale hclp for severa! E7 13-cell epitopes 

froni cervical cancer•associaled human Papilloinavirus genotipes . Proc. 

Vol!. mead. Sci„ USA. 88; 5887.5891. 

139.- Dillner. L., Heino, P., Morcno•Lópcz, J., Dillner, J. 1991.Antigenie 

and intinunogenie epitopes shared by human Papillontavirus typc 16 and 

bovino. confite, and avían Papillomaviruses. J. l'srology. 65: 6862-6871. 

140.- Feltkainp, M.C., Smits, 11.L., Vierbooin. M.P Minnaar, R.P., de 

I3.M., Brijfhout. J.W., Ter Schegget. J.. Meliel, C. 1 	Kast, W. M. 

1993. Vaccination with cytotoxic T lymphocyte epitope conlaining 

peptide containing against a tumor induced by human Papilloinavirus typc 

16 - tronsformed cells. Eur. 	Immunol. 23 . 2242-2249 

141.- Sadovnikova, E., Zhu, K. J.. Collins. S.M. Zhou, J.. Vousden. K., 

Crawford, L.. Beverley. P.. Stauss. H. J. 1994. Lintitations of predictive 

inotifs revealed by cylotoxie lyinpliocyte,-T epitopc inapping of the 'minan 

Papillomayfrus El protein . luí. Insmunol. 6:289-296. 

142.- Ellis. J.R.M., Keating, P.J., Baird, J., Hounsell, E.F.. Remita, 

D.V.. Rowc. M., Hopkins. D.. Duggaii-Keen. M.F.. Bartholeinew, 1.. 

Young. L.S.. Stern, P.L. 1995. The association of a HPV 16 oncogenc 

variant with HLA•©7 has implications for vaccinc design in cervical 

cancer. Nolure Heti. I. 

143.• Kast. W.. Brandt, P. 	Sidney, J.. Drijhout, .1. W . Kubp, R.T.. Grey, 

14 M.. 	Mclief, 	C.J., 	Selle, 	A. 	1994. 	Role of HLA•A 	motifs 	in 

identification of potential CTL epitopes in l'untan Papillontavirus typ.t 16 

E6 and E7 proteins. J. lossounol. 152: 3904-3912. 

144,- Ressing: M. E., Selle, A., Brandt, R.m.e., Roggen, 1.. Wentworth. 

P.A., Hartmon, M., Oseroff, C., Grey, H. M., Melief, C. 1. M., Kast. W, 

M. 1995. liman CTL epitopes encodcd by human Papillotnavirus typc 16 

77 



E6 and E7 identified through in vivo and in vitro iininunogenicity studics 

of HLA•A 020I-binding peptidcs. J. /m'ustal. 154:5934-5943. 

145.• Gao, L., \Vatter, J., Travcrs. P.. Stauss, H., Chain, D.M. 1995. 

Tuntor-associated E6 protein on human Papillomavirus type 16 containas 

an unusual H-2Kh-restricted cytoiohic T cc!! apitone. J. hoonunol. 

155:5519-26. 

146.- Ressing, M.E., Salte, A., Brandi. R.M.P.• Ruppert, 1., Wentworth, 

P.A., Hartmait, M.. Oscroff, C., Grey, H.M., Mclief, C.1.M., Kast, M. 

1995. Human CTL epilogas encoded by human Papillomavirus typc 16 E6 

and E7 identified through in vivo and In vitro inimunogenicity studies of 

HLA•A*0201•binding peptides. J. humanal. 154:5934-43. 

147.• McArdle, J. P.. Multar, K. 1986. Quantitative assessment of 

Langerhans volts in 'tatuan cervical intracpithelial neoplasia and wart 

virus infection. .1. Asa .1. Obstat. Gyneco; 154:509-515. 

148.• Morelli, A. E.. Sanancs. C.. Di. 1,  G.. Paredes, A.. Painboim, L. 

1993. Relatioship between types of human Papillontavirus and Langerhans 

cells in cervical condyloina and intracpithelial neoplasia neoplasia. Alti. 

.1. Clin. Pathal. 99:200-206. 

Spinillo, A., Tcnti. P., Zappatore, R.. De S. 1., Silini, E., 

Guaschino, S. 1991. Langcrhan's ccli counts and cervical intracpithelial 

neoplasia in womcn with human immunodeficency virus infection. 

Gynecol. Oncol, 48:210-213. 

150.• Woodworth, C.D.. Simpson,, S. 1993. Comparativa lymphokinc 

secretion 	by 	cultured 	normal 	human 	cervical 	keratinocytes, 

Papillomavirus -immortalized, and carcinoma cal, tinas. 	J. Pathol. 

142:1544.1555. 

151.• Evans. C11.. Flugelmart, A. A.. DiPaolo, J. A. 1993. Cytokinc 

modulation of immune defensas in cervical canccr. Oneology. 50:245-251. 

152.• Malejczyk, J., Malejczyk, M., Majcwski, S,, Orth, G., Jablonska, S. 

1993, NK-cell activity in paticnts with 11PV 16-associated anogenital 

tuntors: Defectiva rccognition of IIPV16-harboring keratinocylcs and 

restricted unresponsiveness lo immunoestimulatory cytokines Int. .1. 

Canear. 54:917-921. 

78 



I53.• Books. L.. Moreau. F., Vousdcn. K.. Pim. D.. Matlasliewski, G. 

1991 Expression of die human Papillomavirus E7 oncogene during cell 

transformation is sufficien1 lo induce susceptibility lo lysis by acin:ated 

macrophages. J. Immunol. 146:2037-2042. 

154.- Cromme, F.V., Airey, J., Heemeis, M.-T., Ploegli, 11.L., Keating, 

SIern, P.L., Meijer, C.J.L.M., Walboomers, J.M.M. 1994. Loss of 

transponer protein, encoded by lhc TAP•1 gene, is highly correlated with 

Ioss of FILA espression in cervical carcinomas. J. Exp. ¡Ved. 179:335-40. 

155.- Monroy, G.A., C.R., Rocha, Z.L„ Trajo, I3.C., Ramirez, G.J., Dario, 

M.R., Weiss, S.D. 1992. Establecimiento de siete estirpes celulares 

provenientes de bioposias de cervis normal y con cáncer cervico•titerino y 

sus diferentes contenidos y localizaciones de desmogleina I. Oncologio. 

1:69-76 

156.- Parham, P.. Borinter, W.F. 1978. Monoclonal antibody toa human 

histocompatibility alloamigen, FILA-A2. :Votare 276:397-99. 

157 - 	Foung. S.K H.. Taidi, 13.. Ness, D.. Grumet. F.C. 	1986. A 

monoclonal antibody against fILA-Al I and -A24. Iluman 11111111Infli. 15:316-

19 

158.- Grumo, F.C.. Brian, M.F., Engleman, E.G. 1981 	Monoclonal anti- 

IILA-1327 antibody (1327M 1 ): Production and Rack of deteciable typing 

diffcrence bctwecn palienls with ankylosing spondylitis, Rciter's 

syndrome. and normal conlrols. Lances. 2:174.75. 

159.- Rítelka. S.F., Kostyti. D.D., Amos, D.13. 1982. A monoclonal antibody 

directed against iba FILA-1.3w6 epitope. J. ímpolo,. 128:2804-06 

160.- Parbain, P 	Barnstable. C.J. & Boditter. W F. 1979. 

Propertics of an anli.NLA•A,•D,-C monoclonal antibody. Use 

of a monoclonal antibody (W6/32) in structural studies of 

	

antigcns. J. 'nom uno! 	123:34 2•34 9. 

141.• Griffiths, B. 1988. Scaling•up of animal col! cultores 

Ed. Freshney, R.I. Animal cell culture. A practical approach. 

2a. cd. IRL Press. England. pp. 33-69. 

162.• Coligan, LE... Kroisbeek, A.M., Margulics. D.H., 

Slievacli, E.M., Strober, W. 1992. Ctirrent Protocols in 

Immunology. 	()recite 	Piblislting 	Assocjates 	& 	Wiley- 

ESTA IrSIS N or.BF 

	

19 
	

SALIR DF LA 



Interscicnccs. pp. 2.6 1-2.6.6. 5.0,7.5.8.5. 	8.2 1-8.2.6. 

8.4.1-8.4.7, 8.9.1-8.9.7. 

163.- Hay, R.J. 1988. Preservation and characterisation. Ed. 

Freshney, F.1. Animal cell culture. A practica' approach. 2a. 

de. IRL Press. England. pp. 71•111. 

164.- Harlow, E., Lanc, D. 1988. Antibodics. A laboratory 

manual. Cold Spring Harbor Laboratory. U.S.A. pp. 313.315, 

519-21, 616-19. 

165.- Zitvogel, L., Mayordomo, J.I., Tjandrawan. 1'., De Leo, 

A.B.. Clarkc, M,R., Lotze, M.. Storkus, W.J. 1996. Therapy 

of marine tumors with tumor peptidc-pulsed dendritic cells: 

Dependence on T cells, 137 costimulation. and T helper eell 1-

associated cytokInes. J. Erp. Atad. 183:87.97, 

166.- Celluzi, C.M., Mayordomo, 1.1., Storkus, W.J., Lotze. 

M.T., Falo, L.D. 1996. Pcptide ptilsed dendritic cells induce 

antigen-specific, CTL•mediated protective tumor immunit). .1, 

Erp. .1Ied. 183:283-87 

167.- 

168.- 	Keating, 	P.J., 	Cromme. 	F.V , 	Duggan•Kecn. 	M. 

Snijders, P.J.F.. Walboomers. J.M M., Hunter, R D., Dyer, 

P.A.. Stern. P.L. 1995, Frcquency of down-rcgulation of 

individual HLA-A and -13 alíeles in cervical carcinomas in 

relation Lo TAP-I expression, lir. J. Canees. 72:405•I1. 

169 	Monroy. O.A. 1996,  

170.- Neefjcs, J.J., Ploegh, 0 1. 1988. Allele and locas- 

specific differences in ccll surface cxpression and the 

associalion 	of 	HLA 	class 	1 	licavy 	chain 	with 

microglobulln: 	diffcrcnlial 	effects 	of 	inhibition 	of 

glycosylation on class 1 subunit association Eur. J, Intinonol. 

18:8111.10. 

171.• 	 Restifo, 	N.P.. 	Walsh. 	J.C. 	1995. 

plolccular charactcrIzation of defeclive ailligen processing In 

human prostate cancel. . J. 	Cancer lnsr 85:280.gs. 

80 



172.- Eggers, M.. Boes-Fahian. B., Ruppert. T., Kloctzcl, 

P.M.. 	Korzinowski. 	1995. Thc cica vago prcfercncc 	of the 

prolcasome govcrns the y/cid of antigenie peptides. J. Exp. 

Aled. 182:1865•7(I. 

173.- Grant, C.P., Michalek. M.T., Goldberg, A.L., Rock, 

K.L. 1995. Rato of antigen degradation by the ubiquitin-

prolcasonte pathway influences MI1C class 1 presentation. .1. 

/nnwunul. 155:3750-58. 

174.-Chef. 	Gabrilovich, D.. Tampé, R., Girgis, K.R., 

Nadar, S., Carbone, D.P. 1996. A functionally defectivo 

ancle of TAP-I rcsults in loss of MIIC class 1 antigen 

presentation in a human lung cancera Narure Genctics. 

13 - 21(1-13. 

175.- Korkolopoulou, 	P.. 	Kat/laman/s. 	L.. 	Pezzella, 	F.. 

Harris. 	Gatter, K.C.1996. Loss of antigen-prescaling 

molcculcs (MIIC class I and TAP-I) in lung cancer. /1/.. .1. 

Concer. 73.148•53. 

176.- Klianita, R.. Burrows, S R., Argaet, V.. Moss. D. 1994. 

Endoplasinic n/:tic/dont signal sequence facilitated transport 

of peptide epitopcs restores immunogenicity of an afligen 

processing defectivo tumor col' line /ni. Impsunol. 6:639•45,  

177.- Kaklantanis, L., Leck. R . Koukourakis. M 	Gatter, 

K.0 	 A.L. 1995. Loss of transporten in antigen 

processing I transpon' protejo and major histocompatibility 

complex class I moleculcs in inclastatic breas' caneen. Cancer 

H e s. 55 - 5191-94. 

178.• Campbell. A.C.. S'aten. 1 S 	1994 D 	it-regulation of 

niajor ItIslocompatibility cumples class 1 sy.othesis by nturinc 

cytomegalovirus carly gene expression. J Viro(. 68:1805-11. 

179.- 	Henget, 	II., 	Lucio, 	P., 	1onjic, 	S.. 	Ruppert, 	T., 

Koszinowski, U.11. 1994. Restoration of cytomegaIovinus 

afligen presentation by gamma interferon combats viral 

escape. J. Viro(. 68:289-97. 

81 



180.- Andcrsson, M.. Paabo. 1'., Nilsson, T., Peterson, P 

1985. linpaired intracellular transpon uf class I MIIC afligen 

as a possiblc menas for adenoviruses to evade ininitine 

sureveillance. Cell. 4 1:2 15-22. 

181.- Beier, D.C., Cox. 1.11.. Vining. D.R., Cresswell, P., 

Engclhard, V.H. 1994. Association of human class 1 MI1C 

alleles 	willi 	the 	adenovirus 	E3/19K 	prolein. 	.1. 	(m111111101 . 

152:3862-72. 

182.- Catipovic. D., Dal Porlo, J.. Magc, M.. Johansen, T.E., 

Schncck, 	J.P. 	1992. 	Major 	histocompatibility 	complcx 

conformational epitopcs are peplide specific. J. Exp. llcd. 

176:1611-18. 

183.• Bluestone, 1.A.. Jaineson, 	Miller, S., Dick, R. 1992. 

Pcptidc•induccd 	conformational 	changes 	in 	class 	I 	hear y 

chalo alter inajor histocompatibility recognition. .1 Exp. 

Ved. 176:1757.61, 

82 



APENDICE 1 

SOLUCIONES PARA EL CULTIVO DE CELULAS 

Medio de Cultivo ItPMI 1640: 800 ml 112 0 + 16.4 g de medio RPM1 1640 

en polvo (Microlab, México) + 3.7 g de bicarbonato de sodio + 100 U/ml 

de estreptomicina + 100 U/nil de penincilina. Ajustar el pl1=7.2 y aforar a 

un Iiiro. Esterilizar por filtración con membrana de 0.22 p. 

Vcrscno: 800 ml H 20 + 3.04 g de Tris base (Sigma, U.S.A.) + 8 g Cloruro 

de sodio (Microlab, México) I- 0.4 g Cloruro de potasio (Baker, México) + 

0.2 g Etilen•diamin-tctra-acético (EDTA) (Sigma, U.S.A.). Ajustar 

pl1=7.7 y aforar a un litro. Esterilizar en autoclave a 20 lb por 20 

minutos. 

Solución Amortiguadora de Fosfatos: 800 nil 11 2 0 + 8 g Cloruro de sodio 

(Baker. México) + 2.16 g Fosfato de sodio monobásico (Bakcr. México) + 

0.2 g Fosfato de potasio (Baker, México) + (1.2 g Cloruro de potasio 

(Baker. México). Ajustar pl1=7.2 y aforar a un litro Esterilizar por 

autoclave a 20 lb por 20 minutos. 

APENDICE 2 

SOLUCIONES PARA PURIFICACION DE ANTICUERPOS 

Solución de desprendimiento de anticuerpo: 3.7525 g Glicina (Sigma, 

U.S.A.) aforar a 251) inl. Llevar a pH=2.8 con HC1 0.2 M y aforar a 500 

ml. 

Solución de neutralización: 250 ml 1120 	6.055 g Tris base (Sigma, 

U.SA ) 

Amortiguador de acoplamiento: 800 ml 1120 f 29 22 g Cloruro de sodio 

(Microlab, México) + 8.401 g Bicarbonato de sodio (Baker, Atóxico). 

Ajustar pl1=8.3 y aforar a un litro. 

APIENDICE 3 

SOLUCIONES PARA ORTENCION DE MOLECULAS CM11.1 

Amortiguador de lisia: 800 ml de 1120 + 6.055 g Tris basé (Sigma. U S A.) 

+ 8.766 g Cloruro de sodio (Microlab, México) 4-  1.8612 g EDTA (Sigma, 

U.S.A 	+ 10 ml Nonidet P•40 (NP-40) (Sigma. USA ) + 0.03484 g 
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Fluoruro de fenilnictilstilfonil (PMSF) (Sigma, U.S.A.) (Diluirlo en etanol 

puro y usarlo inmediatamente) + 0.0771 g Dithiotltrcitol (DTT) (Sigma, 

U.S.A.) (Usarlo inmediatamente). Ajustar el pl1=7.8 y aforar a un litro. 

Agregar 1 ml de Aprotinina (Sigma. U.S.A.) 

Solución de lavado de Scfarosa: 11.6 pl Acido clorhidrieo y aforar a un 

litro 

Solución de inactivación: 800 ml de 11 2 0 + 15.014 g Glicina (Sigma, 

U.S.A.). Ajustar pH=8.0 y aforar a un litro. 

Amortiguador de acetatos: 800 tul de H 2 0 + 29.22 g Cloruro de sodio 

(Microlab, México) + 13.6085 g Acetato de sodio (Baku, México) + 5.72 

tul Acido acético glacial (Merck. México). Ajustar 01=4 y aforar a un 

litro. 

Amortiguador Tris-HCI: 800 ml 1110 +6.055 g Tris base (Sigma, U.S.A.) + 

29.22 g Cloruro de sodio (Microlab. México). Ajustar pl1=8.0 y aforar a 

un litro 

Amortiguador de lavado: 800 ml de 010 + 6.055 g Tris base (Sigma. 

U.S.A.) + 1.8612 g EDTA (Sigma, U.S.A.) + 8.766 g Cloruro de sodio 

(Microlab, México) + 1 ml NP-40 (Sigma. U.S.A.) Ajustar el pl1=7.8 y 

aforar a un litro. 

Solución Tris-EDTA: 800 ml H 2 0 + 6.055 g TriS base (Sigma. U:S.A.) :1-

1.8612 g EDTA (Sigma, U.S.A.) 

Solución de ácido acético: 10 tul Acido acético glacial (Merck, México) + 

90 ml 112 0 

APENDICE 4 

SOLUCIONES PARA TINCION DE GELES 

Solución fijadora: 50 mi Metano! (Sigma. U.S.A.) 	ml Acido acético 

glacial (Merck. México) 4-  40 inI 11 2 0 

Solución desteilidora: 5 oil Metano' (Sigma, U.S.A 	+ 7 mi Acído acético 

glacial (Merck. México) + 88 ml de H 2 O. 

Solución de glutaraldebido: to ml Giutaraldeliido (Sigma. U.S.A.) + 100 

itil H20. 

Solución de DTT: 100 ml 11 2 0 + 100 pg DTT (Sigma U S.A.) 
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Solución desarrolladora: 150 ml 11:0 1. 4.5 g Carbonato de sodio (Merck. 

U.S.A.) + 72.97 µi Formaldellido (311%) (Merck. México) ,  

Solución ácido citrico: 4.8333 g Acido chile() (Merck. U.S.A.) + 10 ml 

11:0. 
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