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RESUMEN

Los linfocitos T reconocen antigenos proteicos en forma de péptidos
asociados a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) en la superficie de células presentadoras de antigenos (CPA).

Las moléculas clase I habitualmente captan péptidos derivados de proteinas
endégenas (intracelulares) y son reconocidas por los linfocitos T CDS',
mientras que la funcién principal de las moléculas clase 1l es la
presentacién de antigenos derivados de proteinas exdgenas que son
internalizadas, transportadas a compartimientos endociticos y presentados a
linfocitos T CD4". Sin embargo, un gran nimero de péptidos presentados
por moléculas clase I provienen de proteinas endégenas propias de la
células. Los mecanismos por los que un amtigeno enddgeno es presentado
por molécutas clase I del MHC y las diferencias con los péptidos
generados a partir del mismo antigeno de origen exégeno no estdn bien
establecidas. En este trabajo de tesis, se realizaron estudios para determinar
si, existen diferencias en el procesamiento de una proteina endogena
(lisozima de galling, LG) con dos localizaciones intracelulares distintas y se
compararon con la misma proteina adicionada al medio (exdgena). Se

utilizaron células trasfectadas con genes que codifican la LG, una con sefial



de retencién en reticulo endoplésmico (RE) y otra secretada. Con estas
¢élulas se realizaron estudios de presentacion de antigeno a un panel de
linfocitos T especificos contra distintos péptidos de LG. Todos los
determinantes fueron generados y presentados, independientemente de la
localizacién intracelular de la LG, pero su eficiencia fue variable. Las
mayores diferencias se observaron al comparar las formas endégenas con la
forma exégena de LG. Los resultados sugieren que la via presentacion de
antigenos endégenos por moléculas clase II difieren de la que _siguen los

antigenos-exdgenos.



INTRODUCCION

Tanto para ia induccién de una respuesta inmune como para la tolerancia
inmunoldgica se necesita del reconocimiento del antigeno por receptores
especificos expresados en la superficie de los linfocitos B y T. En los
linfocitos B el receptor es una forma trasmembranal de inmunoglobulina,
mientras que en los linfocitos T el receptor es un par de heterodimeros de
90 kD formado por una cadena a y una g unidas mediante un puente de
disulfuro.' Y un segundo receptor son v, que al igual a p ambos dependen
den de la coexpresién del complejo CD3 para llegar a la superficie celular.
Ambos receptores poseen dominios variables y constantes que surgen de
procesos de recombinacién genética semejantes. Sin er;:bargo, las formas en
que los linfocitos B y T reconocen antigeno son diferentes. El anticuerpo
(linfocitos B) reconoce antigenos solubles o sobre ta superficie celular pero
casi siempre en su conformacién nativa. Mientras que el RLT solo puede
reconocer antigenos en forma de péptidos asociados a moléculas propias del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) en la superficie de una

célula presentadora de antigenos (CPA).



El RLT solo puede reconocer antigenos después de que estos han sido
endécitados y procesados por una CPA.? El procesamiento de un antigeno
consiste en la digestion intracelular parcial del antigeno (proteico) a
péptidos y la unién de péptidos a estos a moléculas del MHC. En la

degradacion de los antigenos participan diversas proteasas intracelulares.**

Existen por lo menos dos vias de procesamiento de antigeno para su
presentacién por moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
que participan én Ia presentacion de antigenos a los linfocitos T.(figura 1)
Las moléculas clase I de]l MHC (HLA-A, BY C en humanos y H-2K, Dy L
en el ratén), presentan péptidos a los linfocitos T CD8' que son los
principales mediadores de la citotoxicidad mediada por células*®, En esta
via end6gena los antigenos son sintetizados en el interior de la célula, como
las proteinas virales y tumorales, pero también las proteinas propias
endégenas de ia célula. Estos antigenos son degradados en el citosol y son
predominantemente presentados por moléculas clase 1 del MHC. Por otro
lado, los péptidos unidos a las moléculas clase II del MHC (HLA-DR, DQ y
DP en humanos) son reconocidos por los linfocitos T CD4" responsable de
las funciones inductoras de la respuesta inmune. *%*!! Las moléculas clase

Il del ratén tienen caracteristicas y funciones muy similares a sus
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equivalentes humanas. El equivalente murino de HLA-DR es H-2E,
mientras que DQ corresponde a H-2A . La mayoria de los antigenos
presentados por moléculas clase II del MHC se originan fuera de la célula,
de donde son endocitados 6 fagocitados para ser degradados en los
lisosomas.® De acuerdo a lo anterior, existen por lo menos dos fuentes de
antigenos que pueden estar localizados en diferentes sitios de la célula y
para poder presentarse necesitan ser procesados a péptidos capaces de
encontrarse y unirse a dos clase distintas de moléculas MHC: moléculas
clase T y clase I ambos tipos de moléculas comparten algunas
caracteristicas estructurales® pero sus procesos de ensamblaje y transporte
intracelular, son distintos. Aén no estdn bien definidos los compartimentos
intracelulares donde ocurre la degradacién de los antigenos enddgenos para
1a unién a moléculas clase II. En este trabajo de tesis se plantea un modelo
experimental que permite evaluar las diferencias entre las presentacion de

antigenos endégenos y exégenos por moléculas clase I del MHC.%55



[}

ANTECEDENTES

3.1 MOLECULAS DEL MHC

Las moléculas del MHC son glucoproteinas presentes en la membrana
célular,codiﬁcadasenelcromosoma6_enhumanosyl?enratones.’
Existen dos clases de moléculas del MHC que participan en la
presentacién de antigeno a los linfocitos T, denominadas moléculas clases I
y II. Las moléculas clase I se expresan en la mayoria de las células
nucleadas, mientras que las moléculas clase II son predominante expresadas
por linfocitos B, células dendriticas y macréfagos, ademds de muchas
células epiteliales.'’ Las moléculas del MHC se caracterizan por un gran

polimorfismo.

3.2 ESTRUCTURA.

3.2.1 MHC CLASE1

Las moléculas clase I del MHC son glucoproteinas formadas por una
cadena o de 44 KD‘a, constituida por tres dominios extracelulares, una
regién transmembranal y una cola intracitoplasmética corta. La cadena o se
asocia de manera no covalente a una cadena de £2- microglobulina (42M),

de 12Kda . ®
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32.2MHC CLASE I

Las moléculas clase II del MHC son heterodimeros expresados en la
superficie celular y estdn formados por una cadena, a de (32-34 kDa)
asociada en forma no covalente a una cadena 8 (26-28 kDa).*'* Ambas
cadenas tiecnen dos dominios extracelulares, uno transmembranal y uno
intracitoplésmico.'>' En ratones existen dos isotipos de moléculas clase II;
IA e IE. Estudios cristalogrificos realizados con la molécula clase II
humana HLA-DRI indican que los dominios a1 y A1 forman la hendidura
de anclaje de los péptidos. A diferencia de las moléculas clase I, las
moléculas clase II tienen una estructura mas abierta en los extremos,
permitiendo que los péptidos se unan a ellas en conformacion extendida,
proyectandose en los extremos, debido a lo cual, los péptidos que se unen a
las moléculas clase II muestran una gran variabilidad en su tamafio que

pueden variar de 13 2 26 residuos de aminoacido."”
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3.3 Biosintesis, Ensamble y Transporte

33.1MHCclasel

Durante la biosintesis, la cadena & de la molécula clase I, S2M y péptido
son translocadas hacia el interior del RE,'® donde son ensambladas para
formar un dimero. El ensamble correcto y la adquisicién de una estructura
terciaria de las moléculas clase I dependen de la presencia de un péptido
capaz de unirse a elflas. Los péptidos que se unen a clase I tienen una
longitud de 8-11 aminodcidos.”®™® Un gran némero de antigenos
sintetizados en el citosol son presentados por las moléculas clase L. Su
procesamiento se lleva a cabo mediante un sistema multicatalitico conocido
como proteasoma que contiene 28 subunidades, cada una de
aproximadamente de 20-30 kDa. Los péptidos derivados de proteinas
citoplasmicas son presentados por las moléculas ciase I que se localizan en
el interior del RE. Por lo tanto, es indispensable la presencia de un
transportador que permita el paso de péptido del citosol al interior del RE,
donde se une a la molécula MHC clase I. El transportador es un
heterodimero compuesto por subunidades TAPl y TAP2 que se expresan en

la membrana del RE. %2
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3.3.2MHC ciase IL

Las cadenas @ y S de las moléculas clase II son sintetizadas en los
ribosomas asociados al RE ¥ y son translocadas cotraduccionalmente al
interior de éste, donde tres dimeros de cadenas ¢y § se asocian con un
homotrimero de una tercera proteina conocida como la cadena invariante
(Ti) para formar un nonimero.”® La cadena Ii se expresa en forma
constitutiva en CPA profesionales.” Esta molécula es una glucoproteina
tipo [ no polimorfica, codificada en el cromosoma 18 enel ratén y en el 5
en humano. El nonimero tiene la conformacion que le permite salir del RE
y viajar a través del aparato de Golgi hasta la red de trans-Golgi (TGN), de
donde es desviado a endosomas tempranos .>*” Las moléculas MHC clase
I permanecen en la via endocitica un minimo de 4 horas antes de ser
expresadas en la membrana celular.**?’ Entre otras funciones, la cadena i
constituye una sefial de trafico que dirige a las moléculas clase Il de la red

de trans-Golgi hacia compartimientos de la via endocitica.’>**(fig.1)

Por estudios de microscopia elétronica se determind que las moléculas clase
O y la cadena Ii pueden detectarse en endésomas tempranos.”” Sin

embargo, estudios posteriores demuestran que existen compartimientos en
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la via endocftica en los que las moléculas clase 11 son mas abundantes.”
Estos compartimientos son diferentes de los endosomas y de los lisosomas
clasicos. En ciertas células es un compartimiento endosdmice tardio,
mientras que en otras temprano, a los cuales las moléculas clase I llegan en
un tiempo variable después de su biosintesis. El compartimento tardio
especializado se denomina MIIC (compartimiento clase II), mientras que en
linfocitos B no hay un MIIC clisico, sino un compartimiento temprano

conocido como CITV (vesiculas ricas en moléculas clase IT).**

Para que los péptidos se unan a las moléculas clase I, la cadena Ii se
disocia del dimero clase II en forma gradual, lo cual ocurre al llegar a la via
endécitica. La participacién de diferentes proteasas 4cidas, en especial la
catepsina S, libera al heterodimero clase I de la cadena Ii, después de lo
cual, las moléculas clase I estdn en condiciones de umir péptidos. La
catepsina S es una cistein-proteasa clonada de macrofagos y es
abundantemente expresada en varias CPAs, incluyendo a los linfocitos B

su expresion es inducida por el interferon-o. (IFN).*
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El ultimo péptido derivado de la cadena Ii que permanece unido al dimero
clase 11 se denomina CLIP (péptido-Ii asociado a moléculas clase II), que
corresponde a los aminoécidos 81-104 de la cadena Ii. El CLIP permanece
unido a las moléculas clase I hasta el compartimiento MIIC (o CIIV),
donde los péptidos ahi presentes son intercambiados por el CLIP.® Las
moléculas clase Il no clisicas HLA-DM en humanos y H-2M en ratén
facilitan el intercambio del CLIP por péptidos antigenicos.’**® Después de
la unién del péptido, los dimeros clase Il adquieren una estructura estable
que les permite ser transportadas a la superficie célular.

Diversas proteasas participan en la generacion de péptidos capaces de
unirse a las moléculas clase I1.° Entre las mejor caracterizadas se encuentran
las que tienen actividad de cistein proteasas como las catepsinas A, B, L y

S. 39
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3.4 Procesamiento de antigenos endégenos para ser presentados por
moléculas clase 1L

Los antigenos end6genos derivados de proteinas propias de la célula pueden
dividirse en: proteinas citosélicas, proteinas mitocondriales y nucleares,
proteinas de la via exocitica las cuales pueden ser residentes de RE, Golgi y
proteinas de membrana y de secrecién. Es generalmente aceptado que las
moléculas clase II presentan péptidos derivados de proteinas degradadas en
compartimientos de la via endocitica. 4229347 Egtg by sido interpretado
erréneamente, en el sentido de que las moléculas clase I del MHC
presentarian predominantemente 6 exclusivamente péptidos de proteinas
exdgenas. Sin embargo en estudios de elusién de péptidos naturalmente
procesados, unidos a moléculas clase I humanas y murinas, se ha
encontrado que los péptidos predominantes en ellas son de proteinas
transmembranales “** especialmente moléculas relacionadas con el MHC
(hasta un 50 %). Asi solo el 16% de los péptidos proviel_len de proteinas
ex6genas’. A lo anterior debe agregarse el hecho de que el 5% de los
péptidos provienen de proteinas que normalmente no llegan a la via -
endocitica®, La presentacién de péptidos de proteinas endGgenas por las

moléculas clase I es de vital importancia en la génesis y prevencion de los
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fenémenos de autoinmunidad y las enfermedades autoinmunes. Es posible
que una misma proteina con diferentes rutas de acceso a los sitios de
procesamiento de antigeno genere repertorios distintos de péptidos. Los
péptidos generados con la forma més habitual de la proteina serian los mas
frecuentes y los que mayor posibilidad de inducir tolerancia inmunolégica
tendrian, mientras que los péptidos derivados de otras formas podrian
considerarse como determinantes cripticos y su aparicién, en un momento
dado, ante un sistema inmune normal, podrian dar como resultado la
activacion de linfocitos T autorreactivos y, consecuentemente, enfermedad
autoinmune. Por lo tanto, es relevante el estudio de los mecanismos por los
cuales una proteina enddgena es presentada preferentemente sobre otra por

las moléculas clase .

3.5 Estudios de presentacion de formas enddgenas de LG.

Los modélos de presentacion de antigeno de formas endégenas de lisozima
de gallina (LG), ha sido de gran utilidad para éonocer diversos aspectos
relacionados con las vias de procesamiento de antigenos endégenos. *°>
En estudios realizados por otros grupos, ut_ilizando celulas B como CPA, se

demostré que una forma soluble de LG, liberada al medio, sintetizada de

manera endégena, se comporta igual que la LG exdgena. Sin embargo, una
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CPA que codifica una forma de LG con secuencia de retencién en RE fue
incapaz de generar el epitdpo 112-124. Ademas, el uso de inhibidores de
proteasas impide la generacion de algunos epitopos pero no de otros.'® Esto
sugiere distintos tipos de procesamiento para formas endégenas de un
antigeno. En otros trabajos utilizando LG retenida en el RE se encontr6
inhibicién de presentacion de los epitopos evaluados, mediante
cloroquina.* Lo anterior indica la participacion de compartimientos 4cidos
en ¢l procesamiento del LG-KDEL. Sin eﬁ:lbargo, trabajos realizados por
nuestro grupo realizan estudios en CPA que expresan LG sintetizada de
manera endogena, demostrando que ciertos epitopos inhibidos con
cloroquina pudieron ser presentados aun en presencia de Ia cloroquina. Sin
embargo todos los epitopos fueron sensibles a Brefeldina A sin embargo la
presencia de monensina no determino inihibicién alguna para algunos

determinantes.

En estudios realizados por nuestro grupo se utilizaron diferentes CPA que
expresa diferentes formas de LG sintetizadas de manera endégena LK-LG-
TM, LK-KDEL y una forma de secrecion LK-LG. Se demostré que,
dependiendo de la localizacién del antipeno, la eficiencia de activacion de

hibridomas que reconocen el mismo epitopo pueden variar R



Diversos estudios han demostrado que el procesamiento de antigenos
exogenos para ser presentados por moléculas clase II es un proceso
complejo y con gran variabilidad que depende, tanto de las caracteristicas
de 1a molécula clase II estudiada, como de la proteina antigénica.'">** Asi,
no todos los alelos ciase IT tienen los mismos requerimientos para unir
péptidos o para adquirir una estructura estable.'"” Ademss, parece haber
diferencias en los sitios de procesamiento de distintos antigenos.

La mayoria de los estudios acerca del procesamiento de antigenos para ser
presentados por moléculas clase II han sido realizados con antigenos
exogenos. La funcién de estas moléculas es la presentacién de antigenos
que llegan a la via endocitica y, dentro de los antigenos no propios la
mayoria son exégenos a la célula, salvo excepciones como los antigenos
virales.®® Sin embargo, en diversos estudios se ha encontrado que los
péptidos naturalmente procesados eluidos de moléculas clase II, mas del
80% corresponden a proteinas endogenas.”’ La mayoria de ellas son
proteinas que ingresan al RE, ya sean transmembranales, de secrecion o
retenidas en el RE.*® Debido a ello, consideramos de importancia llevar a
cabo el presente estudio.

En estudios previos realizados con diversos antigenos endogenos, se ha

demostrado que muchos de ellos pueden ser presentados por moléculas
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clase I con eficiencia variable . Asi, mientras la presentacién de péptidos
derivados de proteinas citosélicas por moléculas clase I es excepcional, '™
pricticamente cualquier proteina transmembranal o secretoria puede ser
presentada por éstas, lo cual no es sorprendente, ya que dichas proteinas, en
un momento dado llegan a la via endocitica. Sin embargo, es notable el
hecho de que algunas proteinas con la sefial de retencién KDEL,
caracteristica de las proteinas residentes del RE,% también son presentadas
con gran eficiencia por las moléculas clase II. Aunque en un estudio se
encontrd que la presentacién de proteinas éon la sefial de retencién KDEL
es sensible a cloroquina®, no se ha determinado el sitio exacto de

procesamiento de dichas proteinas.
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Esquema de las vias de procesamiento de antigeno

presentacién por moléculas clase II (ver texto).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

;Las moléculas clase II del MHC presentan los diferentes determinantes
antigenicos derivados de proteinas enddgenas y exdgenas con la misma

eficiencia?



2%

HIPOTESIS
1. Existen diferencias en la eficiencia de presentacién de los péptidos
generados a partir de formas enddgenas de una proteina comparadas con la

misma proteina de origen exogeno.



OBJETIVO

1.-Evaluar las diferencias en los péptidos generados a partir de una proteina
con distintas localizaciones intracelulares, comparada con la misma

proteina de origen exdgeno.
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MODELO EXPERIMENTAL.

El antigeno utilizado fue LG, que tiene gran capacidad inmunogénica en
ratones H-2k. La CPA fue el hibridoma B LK-35.2.% Se utilizaron
diferentes transfectantes de células LK-35.2 con el objeto de contar con
diferentes formas endégenas de una misma proteina (tabla 1). Se realizaron
experimentos de presentacién de antigeno con las diferentes CPA y se
compararon siempre con la presentaciéon de LG exégena presentada por

células L. K-35.2 sin transfectar.



Figura 2. Representacién esquematica de la localizacién intracelular de las
distintas formas de .G en CPA utilizadas en este trabajo.
Linfoma de B LK35.2, lisozima de secrecion LKHEL, lisozima con sefial

de retencion en RE.




MATERIALES Y METODOS.

Lineas Celulares

6.1 Linfocitos B (CPA).

Como CPA (Tabla I se utilizé el hibridoma murino LK-35.2 (H-2“ de
la American Type Culture Collection (ATCC), que es derivado de la fusién
somética de una sublinea de A20 (derivada de ratones Balb/c, H-2%) con
esplenocitos de ratones B10.BR (H-2"). Se utilizaron ademds células LK-
35.2 transfectadas con diferentes formas de LG. La linea LKHEL que esta
transfectada con un plismido que contiene el DNA complementario
(cDNA) de LG soluble (secretoria) y la linea LK-KDEL que estd
transfectada con un plasmido que contiene el cDNA de LG que en el
extremo 5' (carboxilo terminal) a nucleotidos que codifican para el
tetrapeptido KDEL (lys-asp-glu-leu), (Frank Momburg, Adorini et al 1993)
que aportan para su retencién en el RE.  Ambos fueron donados por
(Frank‘Momburg). Los dos pldsmidos tienen el promotor B-actina humana,

lo cual les confiere expresidn constitutiva y ubicua .
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6.2Tabla L. Células Presentadoras de Antigeno.

Linea celular MHC clase IT Caracteristicas

LK35.2 I-A* Linfoma de B.

LKHEL I-A* Lisozima de secrecién
LK-KDEL I-A* Lisozima con sefal de

retencidn en RE.

6.3 Linfocitos T (Hibridomas). Se wutilizaron los siguientes hibridomas de

linfocitos T especificos para dierentes péptidos de LG (ver tabla II): C10,

A6B3 (Ambos obsequio de la de la Dra. Laurie Glimcher, Harvard), 2B6.3

(del Dr.Luciano Adorini), donde C10, IC5.1, A22B.2, 4G4.1, 3A9.A,

responde al péptido 46-61, AGB3 al péptido 3445, 2B6.3 al péptido 25-43,

2D4.1 al péptido 112-124, E.907D al péptido A1-80 (Moreno et. al., 1990)

asociados a la molécula clase I murina IA%; 4C1.6 al péptido 108-116,

2G7.1 al péptido (1-18 IEk).




6.4 Tabla IL. Hibridomas de Linfocitos T.

Linea célular. | Restriccién Especificidad | Referencia.

C10 AY LG 46-6% Allen et.al 1985
IC5.1 A* LG 46-61 Adorini 1993
A2.2B2 A¥ LG 46-61 Allen y Unanue, 1998
4G4.1 A LG 46-61 Allen et.al. 1985
3A9.A AY LG 46-61 Alllen y Unanue, 1998
A6.B3 AY LG 34-45 Adorini 1993

2B6.3 A* LG 2543 Adorini 1593

2D4.1 A* LG 112-124 Adorini 1993
E.907D A" LG A1-80 Moreno et al,1990
4C1.6 EF LG 108-116 [ Adorini 1993

2G7.1 E* LG 1-18 Adorini 1993

El receptor de IL-2

La IL-2 es una citocina derivada de LT y participa en la regulacion del
crecimiento y la diferenciacion de una variedad de células que expresan el
receptor de IL-2 (IL-2R), tales como LT, LB y macrdfagos. Las células
CTLL-2 Dependientes de IL-2. Son derivados de la cepa C57BL/6 (H-2b),

dependientes de IL-2.
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6.6 Reactivos.

La LG utilizada fue de Sigma Chemical Company. El medio de cultivo:
RPMI 1640 (GIBCO), suplementado con suero fetal bovino
descomplementado, con 2-mercapto-etanol 10-5 M, Hepes 25mM,
glutamina 2mM, piruvato de sodio, aminoédcidos no esenciales, gentamicina
50ug/ml, anfotericina B 2.5ug/ml. Solucién balanceada de fosfatos (PBS), a

pH 7.4. Marca radiactiva timidina tritiada (3H-TdR) de marca Amersham.

6.7 Metodologia.

6.8 Estudios de presentacién de antigeno,

Estos ensayos consistieron en poner en contacto la CPA en los diferentes
hibridomas de LT en la que se cultivaron 5x10* células de hibridoma T con
2.5x10* CPA (LK-35.2), .en placas de 96 pozos en un volumen final de
200pl, de RPMI suplementado con SFB al 10%. Las células fueron
contadas en una cidmara de Neubauer. Para poder contar exclusivamente las
células vivas se utilizé el colorante azul de tripano el cual tifie las células
muertas (dilucién 1:10). Una vez cosechadas las CPA y hibridomas se
incubaron durante 24h a 37°C en atmésfera de CO; al 5% y 95% de
humeda, en presencia de diferentes concentraciones de antigeno (0.03, 0.1,

0.3, 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 pg/m) esto fue para CPA LK-35.2. Se hizo
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lo mismo wtilizando como CPA LK-KDEL y LK-HEL con un ntmero
progresivo de células (387-100,000) por pozo sblo que a estas lineas

celulares se les omitié las concentraciones del antigeno .

6.9 Determinacion de la produccidn de IL-2.

La eficacia de la presentacién de antigeno se evalué por medio de la
cuantificacion de IL-2 ésta es liberada por el LT al activarse por la
interaccion de su TCR con las moléculas del MHC con ¢l péptido unido.
Para medir la cantidad de IL-2 secretada se utilizan, 100u! del sobrenadante
del ensayo de presentacién de antigeno y las células dWient% de IL-2
(CTLL-2), por lo tanto la actividad metabélica serd proporcional a la
cantidad de IL-2 y esta a su vez serd proporcional at grado de activacién del
LT durante el ensayo de presentacién de antigeno. La actividad metabdlica

se evalué por la incorporacién de > H-timidina .

6.10 Incorporacién de timidina.

Para realizar esta técnica se recolectaron 100u! del sobrenadante de las
placas de cultivo en donde se realizé el ensayo de presentacién de antigeno.
Las CTLL-2 se cosecharon, se resuspendicron en PBS y se lavaron tres

veces con la misma solucion. Después del uitimé lavado se resuspendieron
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en RPMI-1640 suplementado y se contaron las celulas en la camara de
Neubauer utilizando azul tripano. Después de esto se colocaron 10,000
c€lulas por cada 100yl de sobrenadante ajustando el volumen final a 200l
Jlos cuales se incubaron 20h a 37°C. Después de esto se afiadieron 20p! de 3
H-timidina (1uCi ) y se incubo 10 horas bajo las mismas condiciones.
Posteriormente las placas fueron cosechadas en un cosechador
semiautomético y medidas en cuentas por minuto (c.p.m) en un contador

de centelleo.



RESULTADOS

7.1 Respuesta de presentacién de LG Exégena LK-35.2 .

Inicialmente se determino la capacidad de presentacién de la CPA con
respecto a los hibridomas dentro de este estudio se utilizé como CPA LK-
35.2 para presentar concentraciones variables de LG, a los hibridomas
3.A9, 4C1.6, E.907D, 2D4.1, A6.B3, A2.2B2, IC5.1 6 C10. Como puede
verse en la figura 3 los hibridomas més sensibles son 3A9 (48-62), A6B3
(34-65) y A22B2 (4661) que responde a lug/ml. A continuacién se
encuentra E.907D (A1-80), 2D4.1 (114-126), C10 (48-62) y que responde a
3-10pg /ml. Finalmente, dos hibridomas 1C5.1 (48-62) y 4C1.6 (118-129 |
IE" ) requiere de 30 a 100 pg/ml Esto indica que la sensibilidad es

independiente de los determinantes antigenico,
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Figura 3.- Respuesta de ocho hibridomas de lintocitos T especificos, contra LG exdgena. Se cultivaron
5x10* celulas de hibridomas T con 2.5x10° células presentadoras de antigeno (LK35.2) en placas de 96
Pozos en un volumen final de 200, en presencia de las concentraciones de LG indicadas en cada linea.
Después de 24 horas se colectaron 100y, de sobrenadante, fos cuales se cultivaron 20 horas con células
dependientes de IL-2, CTLL-2. Durante las ultimas 10 horas se agregé 1uCi de "H-TdR por pozo,
después, las placas fueron cosechadas en un cosechador semiautomatico y medidas en un contador de

centellad, Los resultados son expresados en cuentas por minuto X10'*
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7.2 Presentacién de Antigeno Enddgeno de secrecién (LK-HEL).

A continuacién se probo la capacidad de las células LK-HEL (LG de
secrecion) de generar los determinantes reconocidos por los distintos
hibridomas. Para esto se cultivaron niimeros progresivos de células LK-
HEL con hibridomas . Como puede verse en la figura 4, la sensibilidad de
los hibridomas es C10=E.907D=A6B3=1C5.1 > 4G4.1=2G7.1=A2.2B2 >
2D4.1=4C1.6. Estos rsultados indican que el procesamiento de LG

endbgena, ain siendo de secrecién, difiere de la LG exogena.
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(cpm x 10°?)

Sintesis de DNA por Células CTLL-2

Nimero de Células por Pozo

=~IC5.1 #4G4.1 -=A5B83 ©2G7.1 +Ci0
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Figura 4.- Respuesta de nueve hibridomas T a LG endégena LK-HEL. Se cuitivaron en placas de cultivo
de 96 pozos, colocando 5 x 10* céiulas de hibridomas de linfocitos T con un nimero progresivo de LK-
HEL, en un volumen de 200, Los cultivos se realizaron en ausencia de antigeno exégeno. Despuss de 24
horas en cultivo, se tomaron 100 ul de so.brenadantc, los cuales se pasaron a una nueva placa de cultivo
con 10* células CTLL-2 en un volumen totat de 200 pi. Después de 20 horas se agregd | pCide JH-TdR y
las células fueron cultivadas durante 10 horas, fueron cosechadas y contadas mediante un contador de

centelleo. Los resultados son expresan en cuentas por minuto x 107
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Presentacién de un Antigeno Endégeno retenido en RE (LK-KDEL).

A continuacién se probé la capacidad de las células LK-KDEL (con sefial
de retencion en RE) de generar determinantes reconocido por los distintos
hibridomas. Para esto se cultivaron un nimero progresivo de células LK-
KDEL con hibridomas. Como puede verse en la figura 5, la sensibilidad de
los hibridomas es C10=A6.B3=1C5.1 >4G4.1=E.907D=A2.2B2=2(G7.1
>4C1.6=2D4.1. Los resultados de las dos formas de LG endbgena,
independientemente de su localizacion intracelular son procesadas en forma

similar, pero diferente de la LG exégena.



39

100
- [ _
S
% L o /_r_e——-—:_/ o
E & T
2 60 ././" o o
a b 4 /. // /,/
§. E // = /EI’ /“"*‘/\)//
10 - s = <
< E o . T o T
% = /ﬂ /'/'/}:’/- .:’,//"’",e,’
@ 20 |- S o
Z I
= 0 B ¥ d - » - »
pind w ~X — L7 o™ — ~ L7 —
w w® ~X w = ~ 1 h o o
-~ o th [ h th = = =
L th = [ = <>
(=] = (= 8
Namero de Células por Pozo

*IC51 D4G41 e ABB3 02G7.1 «Ci0
[4- E-007 # A2-2B2 v2D4.1 = 4C186

Figura 5 Respuesta de nueve hibridomas T contra a LG enddgena LK-KDEL. Se cultivaron 5 x 10*
cétutas de hibridomas de linfocitos T con el nimero progresivo de LK-KDEL, en microplacas de 96
pozos, en un volumen de 200 pl. Los cultivos se realizaron en ausencia de antigeno exdgeno. Después de
24 horas en cultivo, se tomaron 100 pl de sobrenadante, los cuales se pasaron & una placa de cultivo con

10,000 célutas CTLL-2 en un volumen final de 200 pl. A las 20 horas se agregd | uCi de *H-TdR por 10

horas mds y los resultados son expresados cpm.
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7.4 Reconocimiento de diferentes determinantes antigenicos a partir de
dos formas de lisozima endégena y [isozima exégena.

Para definir si la LG exégena y las dos formas de LG end6gena generan los
mismos determinantes, se realizaron experimentos similares a los descritos
pero en forma simultanea comparando las dos formas de LG endégena con
la LG exégena. En la figura 6 puede verse que los hibridomas E.907D (Al-
80), A6.B3 (34-45) y 2B6.3 (25-46), responden igual a LG end6gena vy LG
exdgena. Sin embargo C10 (48-62) responde mejor a la endégena, mientras
2D4.1 (114-128) responde solamente a la LG exdgena y paralelamente a
LK-HEL. Lo anterior confirma que los endégenos son procesados en una

forma similar y de diferente manera es procesada la LG exogena.



Sintesis de DNA por ¢élulas CTLL-2
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Respuesta de linfocitos T a dos formas de lisozima
endogena y a lisozima exogena

{cpm x 10%)

1000 ES07.D D41 A6.B3 2B8.3 c10
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Figura 6- Se realizaron ensayos de presentacion de antigeno utilizando SX10' de hibridomas T y un
nimero progresivo de la CPA (LK-KDEL, LK-HEL y LK35.2) de 0.0 2 1000 células por pozo. Para LG
exogena se utilizo una concentracién de 0.3 pug/mt del antigeno con un velumen de 200ul. Los resultados

son expresados en sintesis de DNA por celulas CTLL-2 (cpm x 10° ).
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7.5 Comparacién final de la geperacion de distintos determinantes de
LG a partir de dos formas endégenas comparadas entre si y

comparadas con LG exégena.

Finalmente, para establecer posibles diferencias en la generacion de
péptidos entre las dos formas endégenas y LG exdgena se promediaron los
resultados de tres experimentos independientes de presentacion de LG
exégena, LG-HEL y LG-DEL y se graficarén de acuerdo a su capacidad
de inducir respuesta para cada hibridoma. Para esto se tomo el nimero de
CPA y de indujo el 50% del optimo de respuesta para cada hibridoma;
divididos entre el méximo de respuesta para dichos hibridomas y
convertidos a valores inversos. En la figura 5 puede verse que las dos
formas de enddgenas la posibilidad en cuanto a la induccién de respuesta
para los hibridomas estudiados, mientras LG exdgena graficada contra cada
una de las formas enddgenas muestra una distribucion totalmente
descartada. Lo anterior demuestra que las dos formas endgenas son
procesadas en compartimientos similares pere ambos se dividen del

procesamiento de ia LG exogena
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Figura 7- Resumen de los resultados de presentacion de AG Se realizaron ensayos de presentacién de

antigeno utilizando 5X10° de hibridomas T y un nimero progresivo de CPA (LK-KDEL ¥ LK-HEL}

para LK35.2 fueron 2.5X10%, los resuttados, se expresan como la respuesta relativa de la dosis del

antigeno para 50 % de respuesta dptima /cpm {valores inversos). Estos resultades son ¢l promedio de tres

experimentos consecutivos realizados con los dos tipos de lisozima enddgena y LG exdgena.



DISCUSION.

Estos estudios se llevaron acabo con el fin de desarrollar un modelo
experimental que permitiera determinar posibles diferencias en la
presentacién, por moiéculas clase II, de un antigeno exégeno, comparado
con formas endégenas del mismo antfgeno. Se utilizaron CPA que expresan
la misma cantidad de LG sintetizadas de manera endbgena; LK-KDEL, que
se expresa de forma retenida en el RE y LK-HEL, que expresa una forma
de secrecién. En la primera parte de este trabajo se determinaron las
diferencias entre distintas CPA para estimular once diferentes hibridomas
de células T y se comparé con la estimulacién de los mismos hibridomas en -
respuesta a LG exdgena.

Los principales hallazgos derivados de este trabajo son: 1)} Todos los
epitopos estudiados fueron generados a partir de LG endégena pero con
eficiencia variables. 2) Existen diferencias entre los péptidos derivados de
las dos formas endégenas de una misma proteina, la cual sugiere que
posiblemente presente diferentes sitios de procesamiento.

Diversos estudios han demostrade que el procesamiento de antigenos
exdgenos, para su presentacién por moléculas clase II, es un proceso
complejo y con gran variabilidad que depende, de las caracteristicas de la

molécula clase I1, como de Ia proteina arigénica estudiada.
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Los resultad;)s presentados en esta tesis demuestran la sensibilidad de los
linfocitos T e independiente del determinante antigénico. Todos los
péptidos se presentan con diferente eficiencia como se muestra en la figura
3. En el caso de LG de secrecién reconocié distintos determinantes
antigenicos, determinando que la més sensible fue
CI0=E.907D=A6.B3=1C5.1 > 4G4.1=2G7.1=2.2B2 y los que no presentan
sensibilidad alguna son 2D4.1=4C1.6 . Trabajos realizados por Bonifaz. L.
etal y BrooKs ct.al demostraron que no todos los péptidos derivados de
antigenos endégenos son presentados con la misma eficiencia. Aunque las
proteinas de secrecién son liberadas al medio para posteriormente seguir la
via de endécitosis clisica, la LG de secrecidn, tienen diferentes
requerimientos de procesamiento cuando son comparados con formas
exdgenas de la misma proteina. Una posible explicacién de estas diferencias
seria si los péptidos derivados de estas proteinas fueran presentados por
moléculas clase II recicladas. La capacidad de LK-KDEL (con sefial de
retencion en el RE) de generar determinantes reconocidos por diferente
hibridomas, donde la sensibilidad es similar a la de LK-HEL (figura 5).
Una posible explicacion para las diferencias entre el procesamiento de
formas enddgenas y exégenas de la misma proteina, es la generacion y

union de péptidos a moléculas clase II pueden presentar distintos patrones



de péptidos. Es posible que estas diferencias se deban a su localizacién
intracelular ya que ambas formas de lisozima pudieron degradarse en
distintos sitios de Ia célula y asi generar diferentes perfiles de péptidos.™

Los resultados que comparan las dos formas endégenas con la exégena,
demuestran que las endégenas son procesadas en una forma similar, siendo
el hibridon'la C10 (48-62), responde mejor mientras que para exdgenas es
2D4.1 (114-129). Las posibles diferencias en la generacién de péptidos
entre la forma exdgena y el hecho que contra cada una de las formas
endégenas estimulan preferentemente a los hibridomas que reconocen un
péptido u otro es indicativo de que las diferencias observadas no reflejan
una menor tasa sintética de la proteina en estudio por la CPA
correspondiente. Asi, sl igual que como ha sido demostrado para los
antigenos exogenos, hay variabilidad en los requerimientos para la
generacién de péptidos inmunogénicos a partir d¢ LG end6gena. Estos
resultados sugieren que la via de presentacién de antigenos endégenos por

moléculas clase II difieren de la que siguen los antigenos ex6genos.



CONCLUSIONES

1.-Todos los epitopos estudiados fueron generados a partir de LG endégena

y exbgena pero con eficiencia variable.

2.-Se encontraron diferencias en la generacién de péptidos derivados de

formas enddgenas comparando con LG exégena.
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