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RESUMEN

El procesamiento y presentacién de péptidos inmunogénicos es un evento
fundamental en la generacién de la respuesta inmune. Especificamente la
presentacion de péptidos de proteinas endégenas por moléculas de clase H es de
vital importancia en la generacién Y prevencion de los fenémenos de
autoinmunidad y las enfermedades autsinmunes. Sin embargo, la diversidad de los
procesos degradativos en los diferentes compartimentos intracelulares ha generado
preguntas en cuanto a los mecanismos moleculares mediante los cuales las
protcinas endogenas son procesadas Y presentadas en las moléculas clase Ii, para
lo cual se ha sugerido la participacién de mas de un sitio en el procesamiento de
antigenos endégenos.

Para ello, se realizaron estudios para determinar si proteinas endégenas con
distinta localizacién intracelular tienen diferencias en Su procesamiento y
presentacion por moléculas clase II del compiejo mayor de histocompatibilidad.
Para eso se transfectaron linfocitos B murinos con cDNA que codifican la lisozima
de gallina (LG) con senales de transporte intracelular hacia membrana (Tm),
reticulo endoplasmico (RE}, citoplasma (Cito), lisosomas (Liso), compartimentos
endociticos especializados (MIIC) y de secrecién (Soluble) y se realizaron estudios
de presentacién de antigeno para analizar si estas sefiales de trafico intracelular
ocasionan diferencias en la generacion de péptidos de lisozima de gallina.

Se encontré que todas las transfectantes a excepcion de la forma MIIC presentaron
constitutivamente péptidos de lisozima de gallina endégena con diferente eficiencia.
La generacién y la alta eficiencia de presentacion de péptidos parece ser la misma
en las formas transmembranales y la soluble, no obstante la generacién de
péptidos varia en las formas de RE, cito y liso viéndose disminuida la eficiencia.
- Esos experimentos mostraron ademas que la diferencia en la generacién de
determinantes antigénicos de la lisozima de gailina endégena y de la lisozima de
gellina exdgena es contundente. Todos estos datos sugieren la importancia de la
localizacion intracelular de unaproteina para secr procesada y para la generacién de

los determinantes antigénicos.



INTRODUCCION

A diferencia de la inmunoglobulina, el receptor del linfocito T (TCR) junto
con el complejo multimolecular CD3 (formado por las cadenas
polipeptidicas v,8,6m,£) reconoce antigenos proteicos asociados a
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC} sobre la
superficie de una célula presentadora de antigeno {CPA)22.

Existen dos tipos de moléculas del MHC que difieren estructural y
funcionalmente.

Las moléculas clase I generalmente unen y presentan péptidos derivados
de proteinas sintetizadas dentro de la células® y son reconocidas por los
linfocitos T CD8+ 75, mientras que la funcién de las moléculas clase II es
unir péptidos derivados de proteinas endocitadas®? ¥ presentarlos a
linfocitos T CD4+.

La asociacion preferente de péptidos derivados de proteinas enddgenas o
exégenas con las moléculas clase I o II, respectivamente, parece ser
dictada por las diferentes rutas de transporte intracelular hacia la
superficie celular. Asi, las moléculas clase 1 son exportadas directamente
desde el aparato de Golgi a la membrana plasmatica a través de la via
secretora constitutiva, mientras que las moléculas clase 1I de neo-
sintesis, antes de alcanzar la superficie celular, pasan a través de
compartimientos endociticos en donde se encuentran con péptidos
derivados de proteinas endocitadass221.28, La acidificacién de endosomas
o lisosomas ¢s un paso necesario para el procesamiento y presentacion
de antigenos por moléculas clase 1186:47.30 pero no por moléculas clase |
del MHC30,

Desde luego, ahora se sabe y esta ampliamente reportado que péptidos
derivados de proteinas endégenas son presentados en el contexto de

moléculas clase II del MHC3684.24547817.83, Estudios de elucién han



determinado que el 50% de los péptidos asociados a moléculas MHC de
clase Il provienen de las mismas moléculas del MHC y de la cadena
invariante (Ii), un 36% de otras proteinas endégenas (principalmente
transmembranales) y sélo un 14% de proteinas son exogenasto.so,

El procesamiento de las proteinas endégenas para su presentacién por
las moléculas clase I ocurre en la via endocitica®. Sin embargo, las
caracteristicas necesarias de una proteina endégena para poder ser
presentadas en las moléculas clase 1, ain no son bien entendidas.
Aparentemente, solo las proteinas que son traslocadas hacia el RE son
las mejor presentadas por las moléculas clase 1183, Sin embargo, otros
estudios han encontrado la presentacion restringida a clase II de
proteinas citosélicas®s.5429, E] procesamiento de un antigeno proteico por
ciertos tipos de células presentadoras de antigeno o en los diferentes
compartimentos intracelulares podrian ser la causa de la generacion de
distintos determinantes antigénicos, esto puede explicarse por la
distribucién variable de proteasas en los diferentes compartimientos
endociticos, ya que los distintos determinantes de una proteina dada
pueden ser el resultado de diferentes proteasasss.77

Diversos trabajos se han llevado a cabo para identificar los sitios de
procesamiento de los antigenos endégenos para su presentacion
restringida por las moléculas clase I del complejo pricipal de
histocompatibilidad.

En estas investigaciones in vitro, se ha utilizado ampliamente el modelo
de la lisozima de gallina. Estas investigaciones han mostrado que formas
de lisozima de gallina con distintas localizaciones intracclularés
(Citosélicas, transmembranales, con sefial de retencién en RE) requieren
de un procesamiento dependiente de la via endosoma/lisosomals,

La presentaciéon de los antigenos endégenos por las moléculas clase I1



podria potencialmente afectar muchas funciones del sistema inmune,
como la seleccién positiva y negativa de linfocitos T en el timo (seleccién
de clonas autorreactivas), tolerancia en la periferia, autoinmunidad,
alorreactividad asi como la generacion de la respuesta inmune después
de una infeccién especialmente viral. Por lo tanto, es importante
identificar los mecanismos intracelulares que llevan a la presentacion de

los antigenos cndégenoé por las moléculas clase 11 del MHC.



1. ANTECEDENTES

1.2. MOLECULAS DEL COMPLEJO MAYOR DE
HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC)

Las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad son
glucoproteinas presentes en la superficie celular de los animales
vertebrados y su funcién es la presentacién de péptidos derivados del
procesamiento intracelular de los antigenos proteicos a los linfocitos T.
Existen dos clases de moléculas del MHC que participan en la
presentaciéon de antigenos, denominadas moléculas clases I y 1I. Las
moléculas clase I se expresan en la mayoria de las células nucleadas, son
reconocidas por los linfocitos T CD8+ 75 y presentan predominantemente
peptidos derivados de proteinas biosintéticas como proteinas virales,
tumorales 6 proteinas propias de la célula. La mayoria de los péptidos
presentados por moléculas clase I son generados en el citoplasma y
traslocados al interior del reticulo endoplasmico (RE) donde se unen a las
moléculas clase 1.

Por otro lado, las moléculas clase II tienen come funcién la presentacién
de antigenos deﬁvados de proteinas exdgenas que penetran en la célula
por endocitosis 332 y son reconocidas por los linfocitos T CD4+75, Las
moléculas clase II son expresadas predominantemente por células
especializadas en la presentacion de antigenos, como son los linfocitos
B, las c€lulas dendriticas y los macréfagos, ademas de algunas células
epiteliales?2.76.18,

A Y

1.2.1. La Estructura de las moléculas clase II

Las moléculas clase I del MHC son heterodimeros formados por una

9



cadena o y una B que sc expresan en la superficie celular. Sus pesos
moleculares son 31-35 y 27-29 kDa, respectivamente3s. Cada cadena
.tiene dos dominios extracelulares, uno transmembranal (Tm) y uno
intracitoplasmico. Los genes que codifican las moléculas clase II del
MHC murino, denominados H-2, estan situados en el cromosoma 17 25,

En humanos, el MHC se localiza en el brazo corto del cromosoma 6.

Las moléculas del MHC son altamente polimérficas, el nuimero de alelos
cxistentes para estas moléculas es mayor que para cualquiera otra
proteina conocidaSs. El polimorfismeo de las moléculas del MHC, asi como
el hecho de que el receptor del linfocito T reconozca a la combinacion de
un péptido inmunogénico con una molécula clase II del MHC confiere a la
respuesta de los linfocitos T una de sus caracteristicas fundamentales: la
restriccién genética por el MHC. De acuerdo a ésta, un linfocito T, es
capaz de reconocer solamente antigenos en el contexto de moléculas de
histocompatibilidad autélogas pero no alogénicas.

En el ratén hay dos isotipos de moléculas clase II: las moléculas I-A, (en
el humano HLA-DQ) en las que las dos cadenas son polimérficas y las
moléculas I-E (HLA-DR en humanos), en las que sélo la cadena Bes
polimérfica.

La estructura tridimensional de las moléculas clase 11 HLA-DR1 y de
otras moléculas clase II humanas y murinas, con y sin péptido,
demuestra que el sitio de unién esta formado por los dominios al y pl,
en donde ocho hojas B plegadas en antiparalelo forman el piso, con dos a
hélices antiparalelas a los lados formando las paredes. Esta disposicion
permite el acomodo de péptidos de 12 a 24 aminoacidos 6 mas 16.19. El
receptor del linfocito T reconoce la combinacién de un péptido y los
dominios al y Bl de una molécula clase II, mientras que el correceptor

CD4 interactiia con el dominio B2 de las moléculas clase 1182,



1.2.2. El transporte intracelular del complejo MHC clase II

La biosintesis de las moléculas clase II se inicia en los polirribosomas
unidos al RE rugoso*®. Desde el inicio de la biosintesis, en forma
cotraduccional, estas proteinas son traslocadas fvia ¢l péptido senal
hidrofébico en su extremo amino terminal) al reticulo endoplasmico.
Dentro de éste, el péptido sefial es escindido por la enzima senal-
peptidasa, mientras la biosintesis contintia hasta que el polipéptido es
sintetizado en toda su extension. Una vez en el RE, las cadenas clase I1
ay P se asocian con un tercer polipéptido denominado cadena invariante

(Li).
1.2.3. La Cadena Invariante

La cadena invariante es una glucoproteina transmembranal tipo 11, no
polimérfica codificada por un gen localizado en los cromosomas 18
murino y 5 humano. El gen de la cadena li en el ratén codifica los
péptidos p31 y p41 que se generan por el procesamiento alterno de su
RNAm*. En el RE, la cadena li forma inicialmente un homotrimero que
sirve para que en €l se ensamblen las cadenas a ¥ B clase II, un dimero
por cada monémero de cadena Ii, resultando por lo tanto en un
nonamero’??1, Este complejo pasa al aparato de Golgi y de ahi a la region
trans del sistema de Golgi de donde ¢s desviado hacia compartimentos
endosémicos, donde la cadena Ii se degrada secuencialmente. En esto
participan cistein-proteasas como la catepsina S.

La cadena li es, al menos parcialmente, responsable del transporte de los

dimeros clase II desde el RE hacia la via endocitica, debido a las sefiales

H



de trafico que tiene en su regién citoplasmica (amino terminal). Las
seflales que se encuentran entre los aminoacidos 9-16 y 16-29 son
responsables de dirigir las moléculas hacia los endosomas tempranos.
Durante la proteélisis de la cadena li, persiste el péptido 81-104,
denominado CLIP (péptido de cadena invariante asociado a clase II), el
cual se encuentra unido de manera natural a la hendidura de los
diferentes alelos de las moléculas MHC clase II. El CLIP evita la unién de
péptidos a las moléculas clase 1122 Una vez en los compartimientos
endociticos adecuados, el CLIP es sustituide por los péptidos ahi
presentes, muchos de ellos provenientes de antigenos exégenos, para
formar el complejo MHC clase II-péptido, que es la forma en que llega a la
superficie celular.

La liberaciéon del CLIP es mediada por una molécula clase II no clasica
denominada HLA-DM en humanos y H-2M en ratones y no parecen
participar las proteasas intracelulares. H-2M es codificada por los genes
Ma y Mb de la region clase 11 del MHC murino.

Una vez cargadas con un péptido, las moléculas clase 1 son
transportadas hacia la superficie celular; tal vez intersectando la via
exocitica 0 alguna via alterna 22 y una vez en la superficie pueden incluso
ser internadas en un proceso de reciclaje para un posible intercambio de

péptidos en el cual también podria participar H-2M.

En células presentadoras de antigeno profesionales se han descrito
compartimentos Que difieren de los endosomas y de los lisosomas
clasicos y que se caracterizan por ser abundantes en moléculas H-2M.
Estos compartimentos. son denominados MIIC (compartimento de
moléculas clase II del MHC) y CIIV (vesiculas de moléculas clase II), es en

estos sitios donde la molécula H-2M promueve la liberacion del CLIP?? lo



que permite la unién de los péptidos exégenos. En ausencia de H-2M se
disminuye la eficiencia de presentacién de los antigenos exoégenos. Estos
compartimentos se describen mas adelante seccion (1.3.3).

Por lo anterior, para entender la relacién que existe entre la localizacién
intracelular de una proteina y los posibles péptidos derivados de ellas
que son presentados por las moléculas clase II del MHC es importante

examinar aqui las vias de transporte intracelular.

1.3. LAS VIAS DEL TRANSPORTE INTRACELULAR

Existen por lo menos dos rutas a través de las cuales los antigenos
proteicos pueden ser procesados y presentados por las moléculas del
MHC, una exocitica o también llamada via secretora biosintética y la via
endocitica’.

Todas las proteinas que siguen la via exocitica, independientemente de
su destino son dirigidas hacia la membrana del RE por el mismo tipo de
péptido sefial y son traslocadas por €l mismo mecanismo’+
Posteriormente, las proteinas son enviadas mediante vesiculas al
complejo de Golgi donde se .les adicionan nuevas moléculas de
carbohidratos que también pueden afectar su destino final.

El RE es el sitio donde se ensamblan las proteinas y donde se inicia la
adicién covalente de oligosacaridos preformados {compuestos de N-
acetil-glucosamina, manosa y glucosa) al grupo amino de algunas
asparaginas. (SxN 6 TxN) donde x es cualquier aminoacido, excepto
prolina®s.



1.3.1. La Via exocitica

En la via exocitica las moléculas proteicas viajan hacia la superficie
celular a través de multiples compartimentos a partir del RE57, en los que
la célula modifica las moléculas en una serie de pasos controlados. Las

proteinas que siguen esta via de transporte se clasifican de la siguiente

manera:

1.3.1.1. Proteinas de secrecién. Proteinas solubles que son

totalmente traslocadas hacia la luz del reticulo endoplasmico?,

Las proteinas de secrecidon a su vez pueden ser:

a) Constitutivas. Las cuales una vez en la via exocitica viajan sin
detenerse hasta ser secretadas, esto se debe a que no tienen ninguna
senal de retencion.

b) Retenidas en vesiculas de almacenaje de donde son liberadas ante
diversos estimulos. Los ejemplos mas tipicos de éstas son los

Nneuroiransmisores.

1.3.1.2. Proteinas de la membrana plasmatica. Para las proteinas
transmembranales{Tm) el proceso de transporte se inicia de forma similar
a la de las proteinas de secrecion ya que el péptido sefial inicia la
traslocacién at interior del RE. Sin embargo, a diferencia de éstas, las
proteinas Tm tienen una segunda o mas secuencias hidrofébicas que
hacen que se anclen en la membrana celular. Estas proteinas pueden
expresarse tanto en las membranas de los organelos como en la

superficie celular. Las sefiales responsables de su localizacién final aun
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no estan completamente caracterizadas*3.34,

1.3.1.3. Las Proteinas residentes en el reticulo endopldasmico
(RE). Muchas de las proteinas que se¢ encuentran en la luz del RE estan

en transito, mientras que otras son residentes de este organelo donde
estan presentes en altas concentraciones.

Algunas de las proteinas residentes del RE contienen una serial de
retencion en este sitio en los gue los cuatro aminoacidos del extremo
carboxilo terminal (KDEL) constituyen la sefial responsable de retener la

proteina en el RE®7,

1.3.1.4. Las proteinas contenidas en los lisosomas. Las enzimas
lisosomales son transportadas a los lisosomas por el receptor de manosa
6-fosfato (M6P)%8. Estas enzimas después de glucosiladas, se fosforilan
en el carbono 6 de una de sus manosas, lo que permite su unién al
receptor de M6P el cual las lleva a los ¢endosomas tempranos de donde

pasan, ya sin el receptor a los endosomas tardios y a los lisosomas?334,

Hay otros tipos de proteinas endégenas que no residen en la via exocitica

ni en la endocitica, entre ellas estan las:

1.3.1.5. Proteinas citoplasmicas. Estas proteinas son generadas en

los ribosomas libres en el citoplasma. Estas proteinas no tienen péptido
senal, por lo tanto no se dirigen al RE.

1.3.1.6. Proteinas nucleares y mitocondriales. Estas proteinas

son traslocadas a esos organelos por la identificacion de sefiales

especificas en su secuencia que definen su localizacion en dichos sitioss?.
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1.3.2. La via endocitica

Las células incorporan macromoléculas y particulas por medio de un
mecanismo peculiar. La sustancia a ser ingerida se rodea
progresivamente de una pequefia porcion de la membrana plasmatica,
formando una vesicula intracelular que contiene el material ingerido.
Este proceso recibe el nombre de endocitosis. Hay varios tipos de

endocitosis, que son :

1.3.2.1.Micropinocitosis. Practicamente todas las células eucariontes
cstan continuamente invaginando fragmentos de la membrana
plasmatica en forma de pequenas vesiculas endociticas (pinociticas). Los
procesos de este tipo, que son continuos (y no inducidos), son
constitutivos. El liquido extracelular {y todo lo que esta disuelto en él)
queda atrapado en las vesiculas pinociticas y es, por lo tanto, ingerido.

Esas vesiculas tienen una gran variedad de tamarios y formas (el
diametro generalmente oscila entre 50 y 400nm) y en la mayoria de las
células, suelen fusionarse con unas vesiculas denominadas endosomas

tempranos, que son los primeros compartimentos formales de la via

endociticas,

1.3.2.2.Fagocitosis. La fagocitosis implica la ingestién de particulas,
tales como microorganismos o residuos celulares, mediante vacuolas
fagociticas, las cuales se fusionan con los lisosomas en los que se
degrada el material ingerido. Las sustancias no digeribles permanecen en
los lisosomas secundarios, formando cuerpos residuales.

Para poder ser fagocitadas, las particulas deben unirse primero a la



superficie del fagocito. Sin embargo, no se endocitan todas las particulas
que se unen. Los fagocitos presentan en la superficie de su membrana,
diversos tipos de receptores especializados que estan unidos
funcionalmente a la maquinaria fagocitica de la célula. De estos
receptores, los mejor caracterizados son los que reconocen moléculas de
anticuerpos (receptores Fc), la unién a estos receptores induce a la céhula
a emitir prolongaciones que rodean a la particula y se fusionan formando
una vacuola fagocitica. La fagocitosis al igual que la exocitosis, es una
respuesta localizada de una region de la membrana plasmatica y de las
estructuras citoplasmaticas subyacentes. La interaccién de las células
blanco revestidas con anticuerpo con los receptores de la superficie del
macréfago es insuficiente para desencadenar la ingestién. En sustitucion,
esta interaccién inicial inicia un proceso progresivo de aposicion de
membrana y para que la célula blanco quede completamente rodeada
por una vacuola fagocitica, requiere el continuo contacto de los
receptores con el anticuerpo.

La mayoria de las células de los organismos pluricelulares son incapaces
de ingerir eficazmente grandes particulas y dejan esta tarea a fagocitos
profesionales. En los mamiferos existen dos clases de células que actaan

como fagocitos: los macréfagos y los leucocitos polimorfonucleadoss.

1.3.2.3.Endocitosis mediada por receptores®. La mayoria de las
células eucariontes presentan una clase especializada de vesiculas, cuyo
diametro oscila entre 50 y 250nm y que en las micrografias electrénicas
aparecen revestidas de un tipo Unico de proteina fibrilar. La mejor
caracterizada de estas proteinas es la clatrina.

Se cree que otras proteinas asociadas a la membrana de la vesicula

revestida son las responsables de fijar la cubierta de clatrina a la vesicula



y de atrapar los receptores de la membrana plasmatica en las vesiculas y
depresiones revestidass?.

Las depresiones y vesiculas revestidas propercionan una via
especializada para absorber macromoléculas especificas del liquido
extracelular, proceso denominado endocitosis mediada por receptores. Las
macromoléculas del medio se unen a receptores especificos de la
superficie celular que se incorporan a través de las depresiones
revestidas a una velocidad muy superior a la velocidad con la que las
sustancias disueltas en el liquido extracelular penctran en las células
mediante la endocitosis de fase liquida. Por consiguiente, la endocitosis
mediada por receptores es un mecanismo selectivo de concentracién que
permite que las ceélulas ingieran grandes cantidades de ligandos

especificos sin absorber un volumen igualmente grande de liquido
extracelular3,

1.3.3. Compartimientos endociticos que participan en el

Procesamiento de antigeno.

En todos los compartimientos endociticos existen abundantes proteasas,
las cuales tienen actividad predominante a diferentes pH. De estas
enzimas, algunas son serin-proteasas, otras son aspartil-proteasas
{catepsinas C y D)} y otras mas, quiza las mas importantes en el

procesamiento de antigeno, las cistein-proteasas como las catepsinas A,
D,EyS.
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1.3.3.1. Compartimientos generales

1.3.3.1.1.Endosomas tempranos. Estos compartimientos son ricos

en enzimas proteoliticas, como las catepsinas, lo cual los sefiala como un
posible sitio donde ocurre la degradacion del antigeno, previamente
endocitado y degradado, con las moléculas clase I1%3. Aqui también se
encuentra la catepsina E, la cual, ha sido detectada en endosomas de
linfocitos B murinos, y se le atribuye un 70% en la actividad
proteolitica®!. El pH de los endosomas tempranos varia de 6 a 6.5, estos
compartimientos se identifican por la presencia de abundantes receptores
de transferrina (T{R)33,

1.3.3.1.2. Endosomas tardios. Estos compartimientos intermedios de
la via endocitica tienen bajos niveles de TIR, pero altos niveles del
receptor para manosa-6-fosfato (M6PR). En estos compartimientos el pH
va de 5.5-6.0. El resto de componentes es similar a los endosomas

tempranos33.

1.3.3.1.3. Finalmente, los_Lisosomas son el sitio de degradacién final
de las proteinas y se ha sugerido que también podrian participar en el
procesamiento de antigeno. El ambiente de los lisosomas favorece la
reduccion de los puentes disulfuro y por lo tanto, la accién de cistein-
proteasas que son quiza las proteasas mas activas de la via endocitica 29,
Este compartimiento tiene un pH acido que va de 4.5-5.5. En este
compartimiento M6PR y TfR ya no son detectados33.

El dominio citoplasmico de varias proteinas de membrana lisosomales ha

mostrado contener la informacién para su trafico hacia los lisosomas ¥y en
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varias de las mismas, una tirosina ha demostrado ser critica para esto. El
TCR ha mostrado ser una rica fuente de ejemplos de destinos
intracelulares alternativos®. E! TCR maduro se encuentra en la
superficie celular de los linfocitos T y esta compuesto de un heterodimero
a,B., dos dimeros CD3 no covalentes, ¢y ¥ €6 y el homodimero £**.
Muchos complejos parciales pueden ser formados?, pero solamente el
complicjo totalmente ensamblado es eficientemente transportado a la
superficie celulart. Se ha pensado que secuencias lider de cada
subunidad individual del receptor del linfocito T son responsables de sus
distintos destinos intracelulares. Estudios realizados con quimeras que
contenian los dominios transmembranales extracelulares de la cadena
a del receptor de 11-2 {Tac) y ¢l dominio citoplasmico de cada una de las
cadenas de CD3 mostraron que una secuencia en las colas citoplasmicas

de CD3-y y CD3-3 era la responsable tanto de una eficiente endocitosis

como de la liberacién hacia lisosomas®2,
1.3.3.2. Compartimientos especializados

Ademas de lo anterior existen en la via endocitica compartimientos
aparentemente especializados en el procesamiento de antigeno y unién de
péptidos a moléculas clase II, cuyas caracteristicas morfologicas los

distinguen de los endosomas tempranos, tardios y de los lisosomas, estos

son:

1.3.3.2.1. MIIC. Compartimientos enriquecidos con moléculas MHC

clase II y H-2M. En los compartimientos multilaminares MIIC se lleva a
cabo la liberacién del CLIP y la unién de los péptidos exégenos derivados

del procesamiento, a las moléculas clase II libres de cadena 1i5152, Estan
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ubicados entre los endosomas tardios y los lisosomas33,

1.3.3.2.2. CIIV. Por otro lado se ha descrito otro compartimento en

linfocitos B, al parecer intermedio en el transporte del complejo MHC
clase I1-péptido hacia la membrana celular, que se caracteriza por poseer
receptores para transferrina y ser negativo para marcadores de
lisosomas, al cual se le ha denominado CIIV (vesiculas que contienen
moléculas clase II6. Este sitio es también abundante en H-2M. Su

ubicacion se estima entre los endosomas tempranos y los tardios?.

Hasta el momento no es completamente claro el papel individual de cada
uno de-los compartimientos mencionados y es posible que sean
responsables de la generacién de péptidos distintos de una misma

proteina en diferentes tipos de CPA.

1.4. PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE ANTiGENOS
PROTEICOS POR LAS MOLECULAS CLASE II DEL
COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

La mayoria de los péptidos presentados por moléculas clase I del MHC
derivan de proteinas que en algiin momento pasan por la via endocitica.
Estas proteinas pueden ser exégenas o propias de la célula. Como ya
vimos, algunas proteinas endogenas tienen acceso a compartimientos
endociticos. Por lo tanto, su degradacién podria generar constantemente
péptidos con la posibilidad de unirse a moléculas clase II, una vez que
éstas se encuentran libres de CLIP o en condiciones de liberarlo {i.e. en

presencia de H-2Mj}.
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Los antigenos proteicos son degradados por proteasas, las cuales son
determinantes en el tamafio de los péptidos resultantes, ¥y por tanto
responsables de generar péptidos inmunogénicos muy variados?. Pero
aun dentro del repertorio de péptidos generados a partir una proteina
compleja, no todos los epitopos son presentados con la misma eficiencia
por las moléculas del MHC. Hay péptidos que se presentan aun a
concentraciones muy bajas, caracteristica conocida  como
inmunedominancia®. Esto parece definir la eleccién de los determinantes
a presentarse ya que los péptidos inmunodominantes muestran, entre
otras caracteristicas, mas afinidad por la molécula del MHC'. La
presentacion preferencial de péptidos de alta afinidad no es la vnica
explicacién para la inmunodominancia 6 seleccién de determinantes. Asi,
la quimica de los procesos degradativos asi como otros eventos
intracelulares, contribuyen a la seleccion de un limitado numero de
secuencias de péptidos de la poza de productos catabélicos! 53, Después
de la protedlisis los péptidos resultantes, generalmente de 12 a 24

aminoacidos de longitud, se asocian a las moléculas MHC clase 1119,

1.4.1. PROCESAMIENTO Y PRESENTACIéN DE ANTIGENOS
EXOGENOS POR LAS MOLECULAS CLASE II

Como hemos mencionado, la funcion de las moléculas clase II es
presentar péptidos derivados de proteinas exdégenas que ingresan a la
célula por endocitosis. La fuente proteica de los péptidos asociados con
las moléculas clase II se encuentra a veces en el medio donde crece la
célula: como agentes infecciosos o células anormales pero, con mayor

frecuencia, éstos péptidos proceden de proteinas localizadas en la
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membrana externa. Los estudios realizados por separado en los
laboratorios de Emil R. Unanue y de Howard M. Grey Hevaron a un
descubrimiento de gran alcance. Estos investigadores observaron que,
para estimular una respuesta inmune, las proteinas extracelulares
debian penetrar mediante un proceso de endocitosis al interior de la CPA
y alli degradarse a péptidos. El procesamiento de antigenos para su
presentacién per moléculas clase II (pero no por clase I} es inhibido por
aminas que impiden la acidificacién de endosomas y/o lisosomas, como
la cloroquina y el cloruro de amonio®s. Las moléculas o particulas
exo6genas pueden, como fuente de antigenos, entrar en la via endocitica
por cualquiera de los tres mecanismos descritos: endocitosis mediada por
receptores, pinocitosis o fagocitosis. En la superficie celular hay una gran
vartedad de receptores que transportan moléculas ¢ particulas del
exterior a los endosomas y aumentan la eficiencia de presentacion de
antigeno. Es de especial importancia la inmunoglobulina de superficie en
los linfocitos B, mediante la cual, éstos captan con gran afinidad el
antigeno hacia el que son especificos. De esta manera, un linfocito B
incorpora su antigeno especifico en la via endocitica con mayor eficiencia
que cualquiera otra molécula presente en el medio extracelular.

Otro mecanismo que permite la entrada de antigenos exdgenos a la via
endocitica es la pinocitosis (mecanismo fundamental en células
dendriticas) y finalmente el mecanismo mas importante cuando los
antigenos son presentados por los macréfagos es la fagocitosis que puede
ser facilitada por los receptores Fcy. La presentacion de antigenos por
linfocitos B es un fenémeno predominante en la respuesta secundaria,
mientras que la presentacién de antigenos por macrofagos y células
dendriticas posiblemente tenga mayor relevancia en la respuesta

primaria,

23



1.4.2. PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE ANTIiGENOS
ENDOGENOS POR LAS MOLECULAS CLASE 1

Como se mencioné, la funcién de las moléculas clase II del MHC es
presentar péptidos derivados de proteinas exagenas. Sin embargo, al eluir
péptidos de moléculas clase II, se ha encontrado que la gran mayoria
proviene de proteinas propias de la célula. Esto no debe sorprendernos ya
que en los sitios donde se generan los péptidos que se uniran a las
moléculas clase 1l las proteinas mas abundantes son las endogenas. Asi,
una proteina exdgena debe competir eficientemente con los endogenas
para unirse a las moléculas clase 1 y ser presentada a los linfocitos T
CD4+. Lo anterior hace necesario plantear que la unién de péptidos
endégenos en forma persistente en las moléculas clase 11 es fundamentat
para la induccién de tolerancia inmunolégica, ya sea por eliminacion o
por inactivacién {anergia) de linfocitos T autorreactivos,

Los antigenos proteicos endogenos se pucden dividir en tres grupos
fundamentales:

1.4.21. Procesamiento de proteinas de membrana y de
secreciodn: este grupo de proteinas se puede considerar como exogeno si
s€¢ toma en cuenta que las proteinas de membrana son, en algin
momento, endocitadas como parte de los mecanismos de recambio
natural de la célula. Para las proteinas transmembranales expresadas en
la superficie celular, la utilizacién de sus hgandos favorece el
entrecruzamiento y endocitosis mediada por receptores, haciendo mas
cficiente la presentacién del antigeno!7.90, Las proteinas de secrecién por

otra parte, sc¢ liberan al medio para posteriormente seguir la via de
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endocitosis cldsica. Lo anterior sugiere que estas proteinas son
endocitadas para ser presentadas por la via clasica de presentacion. Sin
embargo, existen ejemplos, tanto de proteinas de membrana como de
secrecion, que tienen diferentes requerimientos de procesamiento cuando

se comparan con formas exégenas de la misma proteina8.83.49,

1.4.2.2. Procesamiento de proteinas contenidas en el reticulo
endoplasmico (RE): estas proteinas son el mejor ejemplo de antigenos
que son presentados con alta eficiencia por las moléculas clase II ¥y que
no tendrian por que llegar a la via endocitica. Ademas, un porcentaje de
péptidos naturalmente procesados unidos a moléculas clase I provienen
de proteinas residentes del RE!S. Entre las proteinas residentes de RE
capaces de generar péptidos antigénicos presentados por las moléculas
clase Il se encuentran las que tienen una secuencia de retencién que les
permite permanecer en este compartimiento y que pueden ser
continuamente recicladas entre el RE y la region del cis-Golgi?3.85
mediante los receptores de KDEL. Ademas de lo anterior, muchas
protcinas que no adquieren una conformacién adecuada o complejos
multiméricos que no se¢ ensamblan adecuadamente se retienen en este
sitio para su eventual degradacién®, ya que el RE cuenta con un sistema
de transporte de degradacién hacia citoplasma de proteinas que no
tienen una conformacién estables3. Los productes de degradacién de
estas proteinas pueden entrar al RE mediante transporte activo a través
del complejo TAP1/TAP2, o bien pueden scr transportadas por diversos
mecanismos a lisosomas u otros compartimientos endociticos para su
degradacion final. Estos ultimos podrian ser también una fuente de
péptidos presentados por moléculas clase II.

La presentacién de antigenos proteicos retenidos en RE mediante la seiial
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KDEL es inhibida por cloroguina, lo que indica que en €l procesamiento
de estos antigenos intervienen algunos de los compartimientos de la via

endocitica.

1.4.2.3. Procesamiento de las proteinas citoplasmicas. Para que
este tipo de proteinas se pueda presentar por moléculas clase II, es muy
probable que sea degradado en el citoplasma y que utilicen ya sea el
complejo TAP1-TAP2, (transportadores asociados con presentacion de
antigeno)., o bien, sean transportados del citoplasma a los lisosomas, ya
sea degradadas o completas, como podria ocurrir con las proteinas
residentes del RE. Los estudios de presentacion de este tipo de antigenos
por moléculas clase II han generado controversia. Los trabajos de Long y
colaboradores demuestran la existencia de al menos dos mecanismos
para la presentacion de antigenos citosolicos por moléculas clase I, uno

independiente y otro dependiente del sistema TAP1-TAP264,

Con base en lo anterior, se puede concluir que, a la fecha, para ninguno
de los antigenos descritos hay una regla que determine cual es la via de

procesamiento que utilizan para ser presentados por moléculas clase 11
del MHC.

1.4.2.4. Estudios de presentaciéon de formas endoégenas de

lisozima de gallina (LG).

Los modelos de presentaciéon de antigeno utilizando formas endégenas de
LG, han sido utilizados para responder preguntas relacionadas con las

vias de procesamiento de antigenos endogenos.



Se ha planteado la posibilidad de que el origen de una proteina yva sea
endogeno u exogeno determina el patrén de procesamiento. Para
responder a esta pregunta s¢ han llevado a cabo diversos estudios para
determinar la capacidad de las CPA de generar y presentar diferentes
determinantes antigénicos de lisozima de gallina endégena a linfocitos T,
comparados con la capacidad para generar los mismos determinantes a
partir de LG exdgena. Se observo una clara diferencia en la generacién de
determinantes antigénicos entre lisozima de gallina endégena y la
lisozima de gallina exdgena, sugiriendo fuertemente que el procesamiento
de un antigeno endégeno y uno exdgeno por células presentadoras de

antigeno tiene lugar en diferentes compartimientos intracelulares#9.2.

Se investigd también si distintas localizaciones intracelulares de LG
- afectan su procesamiento, encontrando que la LG con sefial de retencion
en membrana y la forma secretada son las que son presentadas con
mayor eficiencia por moléculas clase I, mientras que las formas con
sefnal de retencion en reticulo endoplasmico 6 citoplasma no se presentan
con la misma eficiencia!> .Estas dos ultimas discrepan de otros estudios

publicados, tal como se¢ menciond.

Algunos estudios, habian postulado la existencia de un sistema de
degradacion en el reticulo endoplasmico, pero investigaciones de nuestro
grupo usando una forma de lisozima de gallina con sefial de retencién ¢n
reticulo endoplasmico (KDEL) demostraron que este organelo no cuenta
con un ambiente adecuado para la generacién y unién de péptidos a las
moléculas clase I del MHC, ademas la cloroquina inhibe la presentacion
de los péptidos de LG-KDEL, sugiriendo también la participacion de

compartimientos acidos en ¢l procesamiento de estas proteinasio,



Los mecanismos de generacion vy presentacion de determinantes
antigénicos en el citoplasma parecen estar relacionados con la vida media
de las proteinas. Experimentos llevados a cabo con formas de LG
citoplasmicas mostraron que estas proteinas tenian vidas medias muy
cortas (10 min) y que no éran susceptibles de ser presentadas en el
‘contexto de las moléculas clase 1114,

Se hicieron estudios de elucién de péptidos en diversas  células
presentadoras de antigeno que expresaban LG-Tm, LG secretada, una
forma secretada con baja expresion y uné LG retenida en RE. Se
. encontré que un gran porcentaje de los péptidos eluidos contenian el
nicleo 52-61 y que dependiendo de la localizacién intracelular del
antigeno, la eficiencia de activacién de hibridomas podia variar, siendo
las formas Tm y las de secrecién las que mejor activacién generaron y la
de RE y la forma secretada con baja expresién las que menos activacion
produjeron. Esto da pauta para pensar en otros factores: el papel tan
importante que juega el nivel de expresién en superficie de complejos I-

A¥/péptido!* o la concentracion en la que se expresa la proteina (LG).

En otros estudios, utilizando células presentadoras de antigeno que
expresan una forma Tm de LG que codifica los aminoacidos 1-80 (LK-LG-
TM), se encontré que el epitopo 25-43 no fué generado a partir de formas
exogenas pero si de formas endégenas de la proteina, al utilizar
fibroblastos como CPA, sugiriendo distintos sitios de generacion para
péptidos enddgenos+s,

Utilizando diferentes células presentadoras de antigeno que expresan
formas de lisozima de gallina sintetizadas de manera endogena, LK-LG-

TM, LG-KDEL y una forma de secrecion LK-LG, se demostré que,



dependiendo de la localizacion del antigeno, la eficiencia de activacion de

hibridomas que reconocen el mismo epitopo puede variari®.

De acuerdo a lo anterior, son entonces las proteinas de la via exocitica las
que mejor se presentan por las moléculas clase I1. Las citosélicas y las del
RE lo hacen, pero en menor grado's, aunque en el caso de RE existen
resultados contradictorios.

Ademas de los estudios de procesamiento, el modelo de lisozima de
gallina ha sido util para realizar estudios en cuanto al reconocimiento
por parte del linfocito T y su activacién. Especificamente el epitopo
inmunodominante de LG 52-61, ha sido usado extensamente en estudios
de reconocimiento por el TCR. Dichos estudios han demostrado la
importancia de los triptofanos ubicados en las posiciones 62 y 63 de la

lisozima de gallina para el reconocimiento por algunos hibridomas

murinoess!,
2. JUSTIFICACION.

Conociendo la diversidad de procesos catabélicos que existen en los
distintos compartimentos intracelulares y que diversos estudios sugieren
la participacion de mas de un sitio celular en el procesamiento de los
antigenos {endogenos o exégenos), para su unién a las moléculas clase II
del complejo principal de histocompatibilidad, este proyecto examina la
forma en que la localizacién intracelular de una proteina {en este caso la
lisozima de gallina) afecta la generacién y la presentacién de péptidos

antigénicos.



3. HIPOTESIS.

Diferentes sefiales de transporte en una proteina determinan el espectro

de péptidos que a partir de ellos presentan las moléculas clase II del
MHC.

4. OBJETIVO GENERAL.

Estudiar como la presencia de distintas senales de transporte
intracelular en una proteina afectan la generacién y presentacién de

péptidos por células presentadoras de antigeno

OBJETIVOS PARTICULARES.

* Generar y caracterizar lineas celulares que expresen:

Lisozima de gallina transmembranal.

Lisozima de gallina de secrecién.

Lisozima de gallina transmembranal mutada en los residuos 62-63.
Lisozima de gallina con sefial de retencion en citoplasma '
Lisozima de gallina con sefal de retencién en lisosomas

Lisozima de gallina con seial de retencion en MIIC/CIIV

Lisozima de gallina con sefial de retencion en reticulo endoplasmico

30



5. ESTRATEGIA

Generar lineas celulares que expresen diferentes formas endégenas de
lisozima de gallina mediante la transfeccion de los ¢cDNA que codifican

la lisozima de gallina con diferentes sefiales de trafico intracelular en un
linfoma B.

Estudiar la expresion de los genes mediante la evaluacion de la
capacidad de presentacion del antigeno empleando hibridomas T anti-

lisozima de galiina.

Analizar la eficiencia de presentacion de cada célula presentadora de
antigeno mediante un panel de hibridomas T comparandolos con la
activacién que induce la lisozima de gallina ex6gena presentada por un
linfoma B murino(LK-35.2).
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6. MATERIALES

6.1 Medio de cultivo.

RPMI 1640 (Gibco), con NaHCOs al 0.2%, suplementado con suero fetal
bovino al 10%, 2-mercaptoetanol 50uM, HEPES 25mM, glutamina 2mM,
piruvato de sodio0.05M, gentamicinal00U/ml y ciprofloxacina200u/mi.

6.2 Amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 7.4

K2HPO4 0.01M, KH2P0O4 0.01M ,NaCl 0.15M.

6.3 Antibiotico empleado en 1la seleccién de

transfectantes

alicuotas del aminoglucésido G418 en PBS estéril y filtrado
(50mg/ml).
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6.4. Plismidos: (Fig. 1)

(Colaboracién de Kate Vignali y Dario Vignali del St Jude Children’s
Research Hospital, Memphis, TN. USA )

En todas las construcciones el gen de la LG se encuentra bajo el
promotor de expresién del citomegalovirus humano (CMVH) y ademas
cuentan con un cassette de resistencia a neomicina (G418} que permite
la seleccién de las transfectantes al cultivarlas en el medio con dicho

antibiético.

TmHEL 48-61 WW. cDNA de lisozima con la region transmembranal

de CD4., donde WW significa que en las posiciones 62-63 tiene los
triptofanos originales de la LG

Secuencia de la lisozima transmembranal:

1 KVFGRCELAA AMKRHGLDNY RGYSLGNWVC VAKFESNFNT QATNRNTDGS
51 TDYGILQINS RWWCNDGRTP GSRNLCNIPC SALLSSDITA SVNCAKKIVS
101 DGNGMSAWVA WRNRCKGTDV QAWIRGCRLS RGVNQTVFLA CVLGGSFGFL
151 GFLGLCILCC VRCRHO*

TmHEL 48-61 KK. Es igual que el anterior excepto que los

triptofanos de las posiciones 62 y 63 fueron sustituidos por lisinas.

Secuencia de la lisozima transmembranal mutada:

1 KVFGRCELAA AMKRHGLDNY RGYSLGNWVC VAKFESNFNT QATNRNTDGS
51 TDYGILQINS RKKCNDGRTP GSRNLCNIPC SALLSSDITA SVNCAKKIVS

101 DGNGMBAWVA WRNRCKGTDV QAWIRGCRLS RGVNQIVFLA_ CVLGGSFGFL

151 GFLGLCILCC_ VRCRHQ*
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SHEL 48-61 WW. Codifica una forma soluble de LG de secrecién
{tipo silvestre)

Secuencia de la lisozima:

1  KVFGRCELAA AMKRHGLDNY RGYSLGNWVC VAKFESNFNT QATNRNTDGS

51 TDYGILQINS RWWCNDGRTP GSRNLCNIPC SALLSSDITA SVNCAKKIVS
101 DGNGMSAWVA WRNRCKGTDV QAWIRGCRL*

REHEL 48-61 WW. cDNA para una forma soluble de LG asociada a

la sefial de retencién en el reticulo endoplasmico : SEKDEL
Secuencia de la lisozima de RE :
1 KVFGRCELAA AMKRHGLDNY RGYSLGNWVC VAKFESNFNT QATNRNTDGS

51 TDYGILQINS RWWCNDGRTP GSRNLCNIPC SALLSSDITA SVNCAKKIVS
101 DGNGMSAWVA WRNRCKGTDV QAWIRGCRLS EKDEL*

CytoHEL 48-61 WW. cDNA para la forma citoplasmica de la LG

generado por la remocién de la secuencia que codifica el péptido seiial y
un péptido bandera en el extremo carboxilo terminal.

Secuencia de la lisozima citoplasmica:
1 MAKVFGRCEL AAAMKRHGLD NYRGYSLGNW VCVAKFESNF NTQATNRNTD

51 GSTDYGILQI NSRWWCNDGR TPGSRNLCNF PCSALLSSD] TASVNCAKKI
101 VSDGNGMSAW VAWRNRCKGT DVQAWIRGCR LSGDYKDDDD K*
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LysoHEL 48-61 WW. cDNA para una forma transmembranal de la

LG que lleva ademéas una senal de trafico directo hacia los lisosomas: la

region transmembranal de CD4 y la regién citoplasmica de CD38.

Secuencia de la lisozima con trdfico a lisosomas:

1 KVFGRCELAA AMERHGLDNY RGYSLGNWVC VAKFESNFNT QATNRNTDGS
51 TDYGILQINS RWWCNDGRTP GSRNLCNIPC SALLSSDITA SVNCAKKIVS
101 DGNGMSAWVA WRNRCKGTDV QAWIRGCRLS RGVNOTVFLA CVLGGSFGFL

151 GFLGLCILCC VHETGRPSGA _ AEVQALLRNE QLYQOPLRDRE DTQYSRLGGN
201 wp*

MIIC HEL 48-61 WW. cDNA para LG transmembranal con una

sefial de trafico hacia los compartimentos MIIC: una region

transmembranal y una seccién citoplasmica de la molécula H-2Mp.

Secuencia de la lisozima de que se localiza en los
compartimientos MIIC:

1 KVFGRCELAA AMKRHGLDNY RGYSLGNWVC VAKFESNFNT QATNRNTDGS
51 TDYGILQINS RWWCNDGRTP GSRNLCNIPC SALLSSDITA SVNCAKKIVS
101 DGNGMSAWVA WRNRCKGTDV QAWIRGCRLS RGVNQTVFLA CVLGGSFGFL
151 GFFRWRESHS SSYTPLPGST YPEGRH*
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Figura 1. Construcciones transfectadas en la linea LK35.2., todas fueron clonadas
en el vector pClneo bajo el promotor de expresion del CMVH y con el
gen de resistencia para neomicina,



6.5. Lineas Celulares

La linea utilizada para las transfecciénes fué LK-35.297 que es derivada
de la fusién somatica de una sublinea del linfoma A20 (derivada de
ratones Balb/c, H-24) con esplenoccitos de ratones B10.BR {H-2%. Por lo
tanto, expresa H-24k Su capacidad de funcionar como células
presentadoras de antigeno ha sido demostrada en multiples estudios.

La linea CTLL-2 es una linea de linfocitos T citotoxicos dependientes de
interleucina 2 27,

Los hibridomas T anti-LG empleados en los estudios de presentaciom de

antigeno, se mencionan en la tabla 1.

Tabla 1. Hibridomas T anti-LG

HIBRIDOMA |ESPECIFICIDAD |RESTRICCION REFERENCIA
A6.B3 34-45 T-AK 7
C10 46-61 I-AK 3
E907.D  A1-80 I-AK a8
3A9.P4 46-61 I-AK 4
2B6.3 25-43 I-AK 51
2D4.1 112-124 I-AK 1
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7. METODOLOGIA:

7.1. CURVAS DE RESISTENCIA

Inicialmente, para determinar la sensibilidad de las células LK-35.2 al
antibiotico G418 se hicieron curvas de resistencia en placas de cultivo de
12 pozos empleando 100,000 células por pozo en 2ml de medio
suplementado y variando la concentracion de G418. { 0.8, 1, 1.2, 1.3,
1.4, 1.5, 1.6 1.7, 1.8, 1.9 y 2mg/ml ) La curva se incubé por 7dias. Se
eligi6 la concentracion de G418 que ocasionara la muerte de todas las

células en 3 a 5 dias.
7.2. ELECTROPORACION.

La membrana celular actia como un capacitor el cual es incapaz de
pasar corriente, por lo tanto si las membranas se sujetan a una corriente
eléctrica de alto voltaje sufren una desestabilizacion temporal con la
formacién de poros tan grandes que permiten la entrada y/o salida de
macromoléculas. Durante el tiempo que los poros estan abiertos, los

acidos nucleicos pueden entrar a la célula y en ultima instancia al

nucleo.
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7.3.TRANSFECCIONES

Se transfecté la linea celular LK-35.2 mediante el método de
electroporacién con las construcciones: TmHel 48-61 WW (forma
transmembranal}, REHel 48-61 WW (forma retenida en reticulo
endoplasmico), SHel 48-61 WW (forma soluble) y MIICHel 48-6 1(forma
con localizacién en compartimientos MIIC).

Después de la transfeccién de las formas de lisozima de gallina, cada
lote de CPA consistente de 20 x106 de células, se repartieron en cuatro
cajas de cultivo con 20 ml de medio, marcadas del 1 al 4, (incluyendo
otras cuatro como controles que no fueron transfectadas, que se
marcarcn del 1’ al 4). Pasado el tiempo de seleccién, cada lote de CPA fue
contado y analizado en experimentos de presentacién de antigeno. De las
cuatro cajas siempre hubo una que inducia mejor activaciéon en los
hibridomas. Asi que sélo se escogi6 la mejor caja de cada lote. Como
control positivo, se utilizé la activacién de los hibridomas por LK-35.2

con 1mg/ml de LG exégena.

Meétodo:

Antes de la transfeccion, las células que se encontraban en la fase
logaritmica de crecimiento, se lavaron tres veces y se resuspendieron en
PBS sin suero. Para la transfeccion se utilizaron 500 i con 2.0X107
c€lulas las cuales fueron colocadas en celdas de 4mm (Biorad). Se
utilizaron 20 pg de cada construccioén linearizada. Las células recibieron
una corriente eléctrica con una intensidad de 150 mV ¥ con una

capacitancia de 975 pF.
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Seleccion:

La seleccién se realizé adicionando al medio de cultivo la concentracion
optima del aminoglucésido G418, determinada mediante las curvas de
resistencia {Seccién 7.1) que fue de 1.5 mg/mly el cultivo se mantuvo en
esas condiciones hasta que las células de caja control (células que no
fueron electroporadas en presencia de los cDNA) murieron totalmente lo
cual ocurri6 a los 5 dias, después de éste tiempo las células
transfectantes positivas empezaron a generar colonias y cuando formaron
una monocapa cn la caja de cultivo se analizé la capacidad de presentar

el antigeno.

Recibimos ya transfectadas las formas Liso y KK, clonada sélo la
Cito. Para completar nuestro grupo de células presentadoras de
antigeno se transfectaron las formas Tm, RE, soluble y MIIC en

nuestro lahoratorio.
7.4. CLONACION

Las CPA resistentes fueron clonadas a 0.5 células/pozo para garantizar
obtener una sola c€lula por pozo ¢ ninguna y las mejores clonas fueron
seleccionadas por su capacidad para presentar al antigeno.

La mejores clonas fueron de nuevo clonadas por dilucién limitante a 0.3
celulas/pozo y seleccionadass nuevamente en estudios de presentacién

de antigeno.
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Método:

En placas de 96 pozos con fondo redondo se colocaron 0.5 o 0.3 células
de las CPA segun el caso, con mediio RPMI 1640 suplementado con SFB
al 20%. Después de 2 a 3 semanas, las clonas que ya habian formado
monocapa en la base del pozo se emplearon para llevar a cabo los

experimentos de presentacion del antigeno.

7.5. SELECCION DE LAS CELULAS PRESENTADORAS DEL
ANTIGENO TRANSFECTADAS

Se realizaron experimentos de presentacion del antigeno y se
seleccionaron aquellas CPA que fueran capaces de activar al hibridoma
C10 que reconoce al epitopo inmunodominante 46-61 y al hibridoma
A6.B3 especifico contra el péptido 34-45 (se escogit este hibridoma por la
sensibilidad mostrada en experimentos anteriores y por que no depende
de la regién mutada de la forma transmembranal KK). Las CPA fueron
clonadas a 0.5 células/pozo y a 0.3 células/pozo de acuerdo al método
descrito (seccién 7.4).

Para escoger las clonas mas eficientes se escogié un procedimiento
diferente de presentacién dado el nimero tan grande de clonas a probar;
Se tomé un voluinen constante de 20ul. del medio de cada pozo
conteniendo un numero indeterminado de CPA y se cocultivaron con un

numero constante de hibridomas C10 y A6.B3 (50,000 células).



7.6. DETERMINACION DE LA EFICIENCIA EN LA
PRESENTACION DE ANTIGENO POR LAS DISTINTAS CELULAS
PRESENTADORAS DE ANTIGENO.

Una vez caracterizada cada una de las distintas CPA con sus respectivas
formas de LG se realizé un experimento de presentacion de antigeno con
diversos hibridomas anti-LG restringidos por I-AX y con afinidades hacia
diferentes cpitopos de la proteina (Tabla 1), como control positivo se
emplearon las células LK-35.2, que procesan LG exoégena (1mg/mL).

Las determinaciones se realizaron por triplicado.

7.6.1. Procedimiento para el estudio de presentacién del

antigeno

1. En una placa de cultivo de 96 pozos se colocaron 25,000 CPA por triplicado
por pozo en 100 pbL de medio y 50,000 células de hibridoma T en un volumen
igual. La mezcla se incubé 24 horas.

2. Al término de las 24 horas se centrifugé la placa y se recolectaron 50 uL del
sobrenadante de cada pozo v se sembraron 20,000 células CTLL-2 en un
volumen de 50 ul. de medio y se incubd por 24 horas a 37°C,

3. Se adicionaron 20 uL de MTT (seccién 7.6.2.) y se incubé 5 horas a 37°C.

4. Al término se adicionaron 100 uL de SDS al 10% con HCl 0.01N ¥ se incubb
toda 1a noche a 37°C.

5. Se ley6 absorbancia a 570nm.

6. con estos datos se obtuvo el indice relativo {I.R.)

I.R = Absorbancia problema — Absorbancia control de reactivos

Absorbancia de control de células
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Donde:

Control reactivos son 100uL de RPMI, 20uL de MTT y 100uL HCl/SDS
Control de células son 50uL de RPML, 50uL con 20000 CTLL-2, 20uL MTT y
100uL de HCl/SDS.

7.6.2. Reduccién del MTT.

La reducciéndel anillo de la sal de tetrazolium MTT (bromuro de 3-{4,5
dimetil tiazol-2 il)-2,5 difeniltetrazolium) provoca la formacién de un
producto azul cristalino denominado formazan. Este compuesto colorido
se utilizd para estudiar la viabilidad celular ya que la cantidad de
formazan producida es proporcional al niumero de células vivas
presentes.

Cuando la sal es reducida a cristales €stos deben disolverse con una
mezcla de HCl y SDS para obtener una solucién homogénea que pueda
ser leida a 570 nm. De este modo, la intensidad de la reaccion se puede

cuantificar colorimétricamente.

7.7 DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DE LOS
HIBRIDOMAS T

Siguiendo el procedimiento descrito para estudiar la presentacién de
antigeno, se cultivo la célula presentadora de antigeno {LK35.2) con los
diferentes hibridomas {Tabla 1) usando concentraciones
semilogaritmicas de  lisozima de gallina exégena : 0.03
pg/mL.O.1,0.3,1,3,10,30,100,300y 1000 pug/mL.



7.8.TITULACION DE LA LISOZIMA DE GALLINA ENDOGENA
EXPRESADA POR LAS CELULAS PRESENTADORAS DE
ANTiGENO.

Se cultivaron cantidades crecientes de cada CPA: 100,1000,10000 y
100,000 células con 50,000 células de los distintos hibridomas T, como
sistema de comparacién se empleé el linfoma LK-35.2 con tres distintas
concentraciones de lisozima de gallina exégena (1, 3 y 10 ug/mL), lo

siguiente se describe en el procedimiento para estudios de presentacion

de antigeno (seccién 7.6.1) .
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8.RESULTADOS.

8.1.Transfecciones

Condiciones iniciales : 0.150 volts a 975 uF, las finales fueron las
siguientes:

Tabla 2. Condiciones de electroporacién

cDNA No de intentos Condliciones de | Condiciones de
clectroporacién  en | electroporacién en
transfectantes control
TmHel 48-61 WW 1 16.5 msec 15.5 msec
0.160 volts 0.160 volts
Shel 48-61 wwW 1 19.4 msec 18.4 msec
0.16C volts 0.160 volts
ReHel 48-61 WW 1 15.3 msec 14.5 msec
0.158 wolts 3,160 volts
EndoHel48.61 WW 2 lerintento: lerintento:
18.6 msec 17.4 msec
0.160 volts 0.160 volts
2%intento:; 2Z°intento:
11.2 msec 13.7 msec
0.172 volts 0.172 volts

8.2. Formacidén de las colonias resistentes

Los primeros cuatro dias posteriores a la transfeccion se observé la
muerte masiva de las células electroporadas. A los seis dias podia ya
apreciarse formacion de colonias de 4 a 5 células y a los 12 dias las

células ya habian formado monocapa en la caja de cultivo.



8.3.Seleccion de las CPA resistentes

Para determinar la expresion de cada forma, se realizaron experimentos
de presentacion de antigeno con los hibridomas T : A6.B3 (LG 34-45) y
Cl10 (LG 48-62). El reconocimiento de una CPA por hibridomas de
linfocitos T anti-lisozima de gallina es indicativo de la expresion de las
diferentes formas de lisozima de gallina, asi como de su procesamiento,
generacion y asociacion de los determinantes resultantes a las moléculas
clase 11 del complejo principal de histocompatibilidad.

De acuerdo a lo realizado (seccién 7.3) se escogieron las clonas de CPA:
TM.1 (LG-Transmembranal), RE.3 (LG-Reticulo endoplasmico) y
LKSOLHel.2 (LG-Secrecion). La forma MIIC no dié respuesta., asi que se
decidio transfectar nuevamente la construccion, obteniéndose el mismo
resultado negativo.

Ademas de las anteriores, cada una de las lineas que recibimos ya
transfectadas (Tm-KX, Liso y Cito como se mencioné en la seccién 7.3},
se clonaron para obtener poblaciones homogéneas.

Recibimos también una clona de MIIC " (MIICHelLk.11) que no di6
respuesta, concordando éste rtesultado con los obtenidos en las dos

transfecciones hechas por nosotros de la misma construccion de LG.

8.4. Clonaci6én

Todas las lineas se clonaron inicialmente a 0.5 células/pozo.
Los criterios que se siguieron para escoger las mejores clonas fueron:

*Que las clonas activaran eficientemente a los hibridomas utilizando
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como punto de referencia un control positivo con Img/ml de LG exégena

en el medio, y

*Que estas clonas se originaran de una sola célula

De acuerdo al primer criterio, se escogieron las siguientes clonas:
TM.1.C2, KK.2.H9, Lis0.2.D2, RE.3.G9 y LKSOLHel.2.F4.

Para asegurar la clonalidad, cada una de éstas CPA fue subclonada a 0.3
células/pozo y re-seleccionada nuevamente de acuerdc a los mismos
criterios. De esta subclonacion se eligieron las clonas: TM.1.C2.E7,

KK.2.H9.B5.2, Lis0.2.D2.E1, RE.3.G9.B1 y LKSOLHel.2.F4.F12. (Tabla3)

Para mayor facilidad de entendimiento a partir de aqui se omiten los
sufijos arbritarios de cada clona y se denominan solamente como Tm,
KK, Soluble, RE, Liso y Cito.

Las formas de MIIC transfectadas no pudieron ser clonadas por no haber

manera de identificar la proteina por el método de presentacion de

antigeno.
Tabla 3. Seguimiento de las clonaciones
CPA original I1*clonaciéon 2" clonacién Designacion
0.5 células/pozo 0.3 células/pozo
Tm.1 Tm.1.C2 Tm.1.C2.E7 Tm
RE.3 RE.3.G9 RE.3.G9.B1 RE
LkSOLHel.2 LkSolHel.2.F4 LkSolHel.2.F4.¥12 Soluble
Tm KK Tm KK.2.H9 Tm KK.2.H9.B5.2 KK
Lyso Lyso.2.D2 Lyso.2.D2.E1 Lyso
CytoHellLk.8 - - Cyto




8.5. Estudios de presentacién de antigeno

8.5.1. Eficiencia de activacién

Una vez clonadas todas la lineas celulares hasta asegurar que provenian
de una sola célula y de seleccionar las mejores células presentadoras de
antigeno, se hicieron experimentos comparativos con varios hibridomas T
anti-LG : A6.B3, C10, 3A9, EQQ7 y 2D4.1 para evaluar la eficiencia de
activacion de cada hibridoma con cada CPA. Se usé como control positivo

Img/ml de LG exbgena adicionada al medio usando como CPA el linfoma
B LK35.2

En las figuras 1,2,3,4,5 puede observarse que la eficiencia de

presentacion de las CPA a los hibridomas T es:

C10: Soluble > Tm = RE = exégena > Cito > Liso > KK = MIIC.,
3A9 es :Soluble >Ex6gena > Tm = KK > RE- > Cito > Liso > MIIC,,
A6.B3 : Tm = Soluble > KK = ex6gena > RE >Liso >Cito > MIIC.,
E907 : Tm > Soluble > KK = exégena > RE > Cito > Liso > MIIC.,

2D4.1 es: exégena > Tm > Soluble > KK > RE > Cito > Liso = MIIC.
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Figuras 1,2,3,4,5. Eficiencia de presentacién de las CPA que expresan
diferentes formas estructurales de LG hacia un panel de hibridomas T

que reconocen distintos determinantes antigénicos. En placas de 96 po
z05,8e .pusieron en cocultivo 25,000CPA de c/forma de LG con 50,000ceél.
de hibridomas T en un vol de 200mcl,se incubaron 24hs y se recalecta-
ron S0mcl del sobrenadante y se sembraron 20,000 CTLL-2 en un vol de

SOmcl. Se incubd 24hs y se adiciond 100mcl de SDS 10%,HC1 Q.01lN,se in
cubd toda la noche y se leyé absorbancia a 570nm. -



Por lo tanto las formas Tm, soluble (Grupo I} y la exdégena son las que
mejor indujeron activacién a todos los hibridomas. La forma KK que es la
forma mutada en los residuos 62,63 no activd a C10 (Fig. 1) lo que indica
que este hibridoma depende de los triptofanos 62, 63 de la LG nativa
para su activacion.

Las formas de RE, Liso, Cito y MIIC generaron activacién en diferentes
grados en los hibridomas, pero fue mucho menor si se compara con la
activacién producida por las formas del grupo 1 y la exégena. La forma RE
tuvo un comportamiento excepcional con ¢l hibridoma C10 ya que llegé a
activarlo en la misma proporcién que ¢l grupo I, pero su comportamiento
con otros hibridomas no permite clasificarla dentro de este grupo.

Comeo también puede verse en las figuras 1,2,3,4y 5 hay determinantes
como los 46-61 y el 34-45, que independientemente de la localizacién
intracelular de la LG estan siendo generados constantemente aunque en
diferentes proporciones dependiendo de la forma estructural de la
proteina.

En resumen: las formas Tm, KK y soluble generan los determinantes: 34-
45, 46-61, Al1-80 y 112-124. La forma exdgena, al igual que las
anteriores, genera todos los determinantes. La forma de RE genera los
péptidos 46-61 y en menor grado los 34-45, Al1-80 y de manera muy
deficiente el 112-124. La forma cyto genera ¢n baja proporciéon los
péptidos 46-61, 34-45 y casi inexistentemente los péptidos A1-80 y 112-
124. La forma Lyso genera muy deficientemente los determinantes 46-61,
34-45 y A1-80, sin generacion del péptido 112-124. La forma MIIC no
genera ningun delerminante.

El orden de generacion de determinantes muestra que :

Tm = Soluble = exégena > RE > Cito > Liso > MIIC
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8.5.2. Estudio de la sensibilidad de los hibridomas anti-LG

Para comprobar si la localizacién intracelular de la lisozima de gallina es
la que determina las diferencias en la generacién de estos determinantes
o bien sélo se deba a diferente concentracién de las formas de LG se
realizaron estudios de sensibilidad de los hibridomas y titulacion de LG
endogena, comparando con dosis variables de LG exdgena.

Se realizdé un experimento para evaluar la sensibilidad de cada
hibridoma hacia la LG exdgena (En este estudio se incluyé el hibridoma
2B6.3 que reconoce el péptido 25-43). Se uso el linfoma LK-35.2 como
CPA (Figura 6}.

Como puede observarse: C10 ,3A9 y A6.B3 son de los hibridomas que
responden con mayor sensibilidad a concentraciones bajas de la LG

exogena (lug/ml) empleando 25,000 CPA.

En la figura 6 y la tabla 4 puede verse que el hibridoma 2D4.1 no
responde a concentraciones bajas de lisozima de gallina exégena. El
primer indicio de activacion se logré hasta los 10pg/mL y su respuesta
tuvo un maximo de respuesta hasta los 1000ug/mL y mostré ser el
hibridoma que mayor activaciéon desencadend a esta concentracion, lo
que indica que el maximo grado de activacién en este hibridoma depende
de elevadas concentraciones de lisozima de gallina exogena.

También puede observarse que la 6ptima activacién para E907.D y
2B6.3 no depende de una elevada concentracién de lisozima de gallina,
por lo que los determinantes 25-43 y Al1-80 son generados en baja“
proporcion, independientemente de la concentracion de LG presente en el

medio. El analisis de este comportamiento se puede observar en la tabla 4.

49



Sensibilidad de hibridomas T

Hndice relativo

0.03 0.1 03 1 3 10 30 100 aog

1000

Cencentracién de LG exbégena pg/ml

Flgura 6.Evatuacion de la sensibilidad de los hibridomas anti-LG a diferentes concentraciones de
LG exdgena. En placas de 96 pozos se pusieron en cocuitivo 25,000 CPA (Lk-35.2} con 50,000 cétulas de los
hibridomas T en un volumen de 200ul y se adicionaron diferentes concertraciones de LG exdgena
{0.3,1,3,10,30,100,300 y 1000ug/ml),se incubb por 24h Y se recolectaron 5GuL del sobrenadante y se
adicionaron 20,000 CTLL-2 en un vohonen de 50ul, se incubd por 24h y se adicionaron 20uL de una
alicuota de MTT{Smg/ml), se incubé por S5h y se adicionaron 100ulL de SDS al 10% con HC! 0.0IN y se
incubé toda la noche. Al dia siguiente se ley6 absorbanca a 570mm.

' Tabla 4. Analisis de la sensibilidad de los hibridomas diferentes

concentraciones de LG exégena.

lpg/ml 3ug/ml 10pg/ml | 30pg/ml | 100pg/ml | 300pg/ml | 1600pg/ml
Cl10 A6.B3 AG.B3/ES07 Ab6.B3 A6.B3 C10/2D41 2D4.1
3A9 Cl1o Ci0 3A9 Cl0/3A9 A6.B3 C10
A6.B3 3A9 3A9 C10 2D4.1 3A9 A6.B3
2B6.3 2B6.3 2D4.1 2D4.1 E907 E907 3A9
*2D4.1 *2D4.1 2B6.3 ES07 2B6.3 2B6.3 2B6.3
*E9Q7 *EQ07 2B6.3 EQ07

*Hibridomas que no mostraron activacién.
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8.5.3. Titulacion de la concentracién de la Lisozima de gallina

endoégena

Una vez establecida la sensibilidad de cada hibridoma a diferentes
concentraciones de LG exdgena se busco titular la concentracion de las
diferentes formas de LG endégena en las células presentadoras de
antigeno.

En las figuras 7,8,9,10,11 y 12 se puede ver que la generacién de los
determinantes antigénicos esta en funcion del namero de CPA que refleja
indirectamente la dosis de antigeno (LG). Asi, las formas
transmembranales y soluble son de las mas eficientes para activar, con
solo 1000 células, a los hibridomas A6.B3 , E907 y C10, lo que implica
que se estan generando los determinantes 34-45, A1-80 y 46-61. El
hibridoma 3A9 es menos sensible que C10 ya que se requieren 10,000
células para inducir activacion. Los determinantes 25-43 y 112-124 se
producen en menor grado, ya que solo fueron detectados con 100,000
CPA (Figuras 7,8,9).

La CPA con LG retenida en reticulo endopldsmico necesitd 10,000
c€lulas para activar a los hibridomas C10(46-61) y A6.B3(34-45),
sugiriendo una baja expresion de la proteina o una baja generacién de
estos péptidos en comparacién con las formas de membrana y soluble.
Esta forma activo en menor"proporci()n al hibridoma E907.D (A1-80)
usando 100,000 CPA y fue negativa con los otros.

La forma de citoplasma, con 10,000 CPA activé en forma minima al
hibridoma A6.B3, (péptido 34-45) y en muchisima menor proporcion a los
hibridomas C10{46-61), 3A9(46-61}) y E907.D(A1-80), estos tultimos
determinantes fueron detectados con 100,000 CPA.
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La forma de lisosomas requirié de un total de 100,000 CPA para activar
s0lo de manera deficiente, a los hibridomas A6.B3(34-45) y C10(46-61),
sugiriendo esta forma la mas baja expresion de LG o lo inadecuado del
compartimiento para la generacién de los determinantes 34-45 y 46-61y
la total ineficiencia para los otros.

A una concentracion de lug/ml de LG exégena en el medio se
necesitaron de 1000 CPA para activar a C10; 10,000 CPA para activar a
A6.B3(34-45) y 10,000 para 3A9 (46-61) sin lograr activacién en
E907(A1-80), 2B6.3(25-43) y 2D4.1(112-124).

Con 3 pg/ml se necesitaron 10,000 para activar a C10(46-61); 1000 para
A6.B3; 10,000 para 3A9 y 10,000 para 2B6.3 sin activacién de E907 y
2D4.1.

A 10 pg/ml se requirieron de 10,000 CPA para activar a C10, 1000 para
A6.B3; 1000 para E907; 10,000 para 3A9; 10,000 para 2D4.1 y 10,000
para 2B6.3 (Tabla 5).

En todas las CPA fue comiin denominador la activacién deficiente de los
hibridomas 2D4.1(112-124) y 2B6.3(25-43).

2D4.1 no reaccioné con las formas de RE, Cito ¥ Liso ni a
concentraciones de LG exégena de 1y 3 pg/ml, pero llama la atencién
que reaccioné débilmente con la forma Tm mutada usando 100,000 CPA
micntras que 2B6.3 con esta forma no mostré ningin tipo de activacion
(Figuras 11,12 ), mientras que la forma Tm y la soluble si ocasionaron

activacion en estos hibridomas.



Tabla 5. Variacion de la sensibilidad de los hibridomas dependiente del

origen de la proteina. La flecha indica el orden decreciente de la

* hibridomas que no presentaron activacién

sensibilidad de los hibridomas a cada forma de LG.

Tm Soluble KK RE Cyto Lyso Exogena
A6.B3 A6.B3 AG6.B3 clo A6.B3 A6.B3 Cl10
EQ07 E907 E907 AG.B3 3a9 C10 3A9
Ccl10 Cl0 3A9 EQ07 C10 *E907 A6.B3
JA9 3A9 2D4.1 3A9 EQ07 *3A9 2B6.3
2D4.1 2D4.1 *2B6.3 *2D4.1 *2D4.1 *2D4.1 EQ07
2B6.3 2B6.3 *Cl10 *2B6.3 *2B6.3 *2B6.3 2Da.1
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9.DISCUSION

Estos experimentos se llevaron a cabo para generar una serie de células
presentadoras de antigeno que expresaran formas de LG endoégena con
diferentes sefiales de trafico intracelular, para el estudio del efecto de la

localizacién intracelular de la proteina en los péptides generados
mediante el procesamiento de antigeno. Se transfectaron linfocitos B
murinos con los ¢cDNA que codifican LG con diferentes senales de trafico
intracelular, con las que se realizaron experimentos de presentacion de
antigeno a hibridomas T restringidos a 1-Ak y que reconocen diferentes

epitopos a lo largo de la secuencia peptidica de la LG.

Los principales hallazgos derivados de este trabajo son: 1) Las lineas
transfectadas con los genes que codifican para diferentes formas
estructurales de LG, generan y presentan péptidos a los hibridomas T
anti-LG excepto la forma MIIC, 2) los péptidos 46-61 ¥y 34-45 son
generados independientemente de la localizacién intracelular, pero son
presentados con diferente eficiencia de acuerdo a la misma. Sin embargo,
la generacién de otros péptidos (A1-80 y 112-124) si parece verse
afectada por este factor.

3) Las formas transmembranales y la soluble parecen seguir una misma
ruta de procesamiento por lo cual se les considera como un solo grupo
(Grupo 1), estas formas son las que mas eficientemente activan a todos
los hibridomas T y mantiene diferencias en cuanto a su procesamiento,
con las formas de RE, cyto y lyso , 4) la forma de RE es la que mas
eficientemente presenta después del Grupo 1, S) Las formas cyto y lyso
son las que menos eficientemente activan a los hibridomas T, 6) la forma

MIIC a pesar de dirigirse a un compartimiento de la via endocitica, no
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genera ninguin determinante. 7) Todas las formas endégenas de LG,
incluyendo al grupo ! tienen requerimientos de procesamiento diferentes
a los de la LG exégena. 8) Sin embargo, en todas estas diferencias
observadas, no puede descartarse que la causa sea alguna de las
siguientes posibilidades: a} capacidad de generacion de los determinantes
de acuerdo a la localizacién intracelular o b) sobreexpresion de la LG en

formas Tm y soluble,

Previamente se¢ consideraba que las moléculas clase I estaban
restringidas a presentar sélo péptidos de proteinas exdgenas. Sin
embargo, investigaciones recientes han demostrado que éstas moléculas
presentan preferencialmente péptidos de proteinas enddgenas. La
generacion y presentacion de péptidos difiere dependiendo del origen de
la proteina, sin embargo las diferencias no sélo se restringen al origen de
la proteina, sino también a su localizacién intracelular.

En este trabajo se encontré que todas las formas transfectadas (excepto
MIIC) generan y presentan péptidos de LG a hibridomas T anti-LG,
confirmando la expresion de los genes electroporados.

La generacion de los determinantes 46-61 y 34-45 parece ser
independiente de la localizacién intracelular, concordando con otros
estudios realizados por Unanue y colaboradores donde se encontré que el
epitopo inmunodominate 46-61 era generado en diversas formas
estructurales de LG y presentados con diferente eficiencia.

No obstante, la generaciéon de otros determinantes: A1-80 y 112-124, si
parece verse afectada por la localizacién ya que las formas com¢o de RE,
cito y liso lo generaron deficientemente. La generacion de los
determinantes inmuncdominantes 46-61 y 34-45 se vé aumentada en las

formas transmembranales y la soluble, sugiriendo que estas formas
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puedan estar llegando a compartimientos donde la generacion de estos
epitopos se vea favorecida. Sin embargo en estas formas también es
detectable la generacion de los epitopos A1-80 y 112-124 {lo que no
ocurre con las formas de RE, cito y liso), esto podria sugerir otra
posibilidad: que tal vez una sobreexpresion de las proteinas
transmembranales y soluble esté contribuyendo a que estos
determinantes sean detectados. Brooks y McCluskey reportaron en
formas de LG transmembranales y de secrecion de alta y baja expresion,
gue las formas de alta expresion mostraron la mejor generacion de
determinantes. Fue necesario hacer estudios para descartar ésta ultima
posibilidad, titulando la lisozima de gallina endégena y al igual que en los
resultados anteriores y en los reportados, se encontré nuevamente que
las proteinas de la via exocitica {(Tm y Soluble} son las que mejor se
presentan  por moléculas clase 11 del complejo principal de
histocompatibilidad, ya que se ha postulado que esta via podria

intersectar la endocitical®52,

El estudio del procesamiento y generacion de péptidos a partir de
proteinas residentes de RE ha dado lugar a controversias, pues mientras
algunos estudios muestran gran eficiencia, otros no lo han corroborado,
los resultados obtenidos en este trabajo indican que después de las
formas del Grupo I, la forma de RE fue la que ocasiond mayor eficiencia
de generacion de péptidos, y especificamente en el caso de la generacion
del determinante 46-61 mostré desencadenar una activacion comparable
con las formas del Grupo 1. Datos anteriores habian demostrado que este
compartimiento es inapropiado para la generacion y union de péptidos a
las moléculas clase 1. El mecanismo por el que se pueda estar

procesando esta proteina pedria depender de un sistema de transporte de
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degradaciéon hacia citosol®3, en donde los péptidos generados serian
traslocados al RE o Dbien viajar del citoplasma hacia los
cndosomas/lisosomas o bien que la sefial de retencion en RE no sea
suficiente y esté permitiendo la salida de proteinas del RE hacia una

interseccién con la via endocitica.

En cuanto a las proteinas citoplasmicas, las moléculas clase I sélo las
presentan en casos excepcionales. Lo anterior depende de la vida media
ademas de los niveles de expresion y posiblemente de otras
caracteristicas aun no definidas!s.

La forma de citoplasma estudiada en nuestro laboratorio tuvo baja
eficiencia de presentacion tal vez a que al igual que en los estudios
mencionados esta forma tenga una vida media muy corta en la que esté
siendo completamente degradada sin darle tiempo de llegar a
compartimentos de unién con las moléculas clase 11, o que los niveles de
expresion de las proteinas son muy bajos., el tipo de procesamiento de

estas proteinas podria seguir un mecanismo parecido a las proteinas del
RE.

La forma de expresién en lisosomas fué las mas ineficiente en generacion
de péptidos, ain los inmunodominantes {46-61,34-45). Esto podria
deberse nuevamente a una menor expresion de la lisozima de gallina o a
quc alternativamente los lisosomas no son un sitio adecuado para la
generacién determinantes. Es posible que los péptidos generados en este
compartimento estén siendo son degradados rapidamente. En el

momento actual no podemos distinguir entre estas dos posibilidades.
Todas las formas estudiadas generaron determinantes antigénicos en
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diferentes grados, excepto la forma MIIC. Tal vez aqui se pueda estar
observando un efecto de procesamiento que depende directamente de la
localizaci6n intracelular. Es posible que los compartimentos MIIC no sean
un lugar adecuado para el procesamiento de antigeno, a pesar de que
aparentemente son el sitio de unién. Esto indica que es posible que el
procesamiento dependa entonces de otros factores a lo largo de toda la
ruta endocitica. No obstante, no podemos descartar que esto sea
secundario a una baja expresiéon, lo que parece improbable, pues se
realizaron tres transfecciones independientes ¥ en ningin caso se

obtuvieron resultados.

También se encontré que el patron de procesamiento de las formas de LG
endogena varia del de la exdgena y al igual que en los estudios hechos
por Moreno et al,1991, lama la atencién que las formas del grupo I, que
en algin momento pueden endocitarse y seguir la via clasica de
endocitosis, son procesadas en forma distinta que la forma exogena. Una
posible explicacién para estas diferencias seria si los péptidos derivados
de estas proteinas fueran presentados por las moléculas clase II
recicladas$2. Esto implicaria que la unién de péptidos se esta dando en
un lugar que no intersecta con moléculas recién sintetizadas, es decir un
compartimento ajenc a la ruta exocitica.

En todas las CPA los péptidos 112-124 y 25-43 fueron generados
deficientemente, lo que podria sugerir que las formas endégenas de LG
no alcanzan los compartimentos donde estos péptidos son generados, En
la lisozima de gallina exdgena estos determinantes fueron generados
eficientemente, confirmando la diferencia que hay en el procesamiento de
la lisozima de gallina endégena y la exdgena.

Si bien las diferencias observadas en el procesamiento y presentacion de
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antigeno pudieran estar relacionadas con la localizaciéon celular, no se
puede ser totalmente concluyente ya que parece haber una variable mas
que es la concentracién de la lisozima de gallina endégena.

Lo que queda por realizar es escoger clonas de cada célula presentadora
de antigeno que expresen cantidades equimolares de la lisozima de
gallina para asi eliminar ésta variable y poder observar si la localizacién
intracelular afecta el procesamiento y presentacién de antigenos
endogenos por las moléculas clase 11 del complejo principal de
histocompatibilidad.

ESTA TESIS M) DEBE
SALR BE LA .. {BTECA
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10. CONCLUSIONES:

Las transfectantes presentaron constitutivamente determinantes

antigénicos de la lisozima de gallina endoégena excepto la forma
MIIC.

Parece no haber diferencias en la generacién de péptidos de las
formas estructurales de la lisozima de gallina transmembranal, la
lisozima de gallina transmembranal mutada (KK) vy la lisozima de
gallina soluble, pero éstas difieren de las otras formas con sefiales

de retenci6n en reticulo endoplasmico, citoplasma y lisosomas .

Hay claras diferencias entre el procesamiento de las formas de

lisozima de gallina endégenas y la exégena.

Lo anterior podria reflejar simplemente distintos niveles de
expresion de las proteinas codificadas por los genes transfectados o
que la generacién de los determinantes depende de la localizacion

intracelular.
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