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1.2.1. Les MHC de classe | uneixen péptids en el reticle endoplasmatic

La major part dels péptids presentats per les molécules de classe | es generen per la
degradacié de protei nes sintetitzades en el citoplasma i en el nucli cel.lular. Com que la sintesi
proteica es dbna en el citosol, totes les protei nes endogenes o els productes traduits de
manera incompleta, aixi com protei nes viriques, poden ser presentats units a MHC |
(Jaraquemada D i col., 1990; Malnati M i col., 1992; Reits EA i col., 2000; Schubert U i col.,
2000). Les protei nes de membrana o secretades que no superen el control de qualitat de 'ER,
son translocades al citosol on son degradades pel mecanisme anomenat ERAD per generar
lligands potencials per les MHC | (Kopito R i col., 1997; Gelman MS i col., 2001). La major part
de les protei nes citoplasmatiques son degradades per una estructura multicatalitica
anomenada proteasoma que presenta diferents activitats endoproteasa (Harding CV i col.,
1995; Dick TP i col., 1998). També s’han descrit altres proteases citoplasmatiques involucrades
en la generacié de lligands per a les MHC | (York IA i co.l, 1999). Els péptids generats al citosol
sén transportats a l'interior del ER pel transportador associat al processament antigenic (TAP).
Aguest és un heterodimer format per les subunitats TAP-1 i TAP-2, codificades per gens del
MHC. La deleccié de qualsevol de les dues subunitats, origina la inhibicié practicament total de
I'expressié de MHC | a la superficie cel.lular (de la Salle H i col., 1994), assenyalant-lo com el
complex subministrador de péptids per les MHC |. Arribats a I'ER, els péptids generats

s’uneixen al complex format per la cadena pesada i la b2m.
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Figura 4 Esquema de la via de processament d’antigen per MHC I. Les cadenes pesadesilab2m

recent sintetitzades es transloquen a I'ER, aixi com els péeptids generats al citosol pel proteasoma i
altres proteases. Les MHC de classe | s’associen a péptids antigenics presents en 'ER amb I'ajut de

la Tapasina. El complex trimolecular estable és exportat cap a la superficie cel.lular per la via de

secrecié constitutiva.



Les cadenes pesades de les MHC | s’associen a la b2-microglobulina de forma inestable, a
a

t” fisiologica en abséncia de péptid (Townsend A i col., 1989). Aquesta manca duna
conformacié estable entre la cadena pesada i la b2-m permet la retenci6 de les cadenes
pesades de MHC | en I'ER fins que es produeix la unié del péptid adequat. Una série de
protei nes residents al ER regulen I'ensamblatje del complexe trimolecular (van Endert PM i
col., 1999). Entre aquestes protei nes, la calnexina, la calreticulina i la ERp57 estan implicades
en la formacio i estabilitzacié dels complexes entre la cadena pesada i la b2m, mentre que la
tapasina esta implicada en l'associacio dels complexes de classe | i el transportador TAP,
facilitant i seleccionant la uni6 del peptid. Només quan esta totalment format el complex
cadena pesada-b2m-péptid, les protei nes auxiliars es dissocien i el complex s’exporta a la
superficie cel.lular.

També s’ha descrit la presentacié d’antigens exogens per les molécules MHC I, amb la
implicacié de diferents vies. Aquells antigens que sén internalitzats per endocitosi i degradats
en els compartiments endosomals, poden ser capturats per les MHC | que recirculen des de la
superficie (Grommé M i col.,, 1999). També s’ha descrit la translocacié a citosol d’antigens
exogens ja sigui per l'accid dels mateixos antigens, o bé mitjancant altres protei nes o
mecanismes especialitzats de transport (Heath WR i col., 2001). Aquesta translocacié permet

la seva degradacio pel proteasoma i per tant la seva entrada en la via classica d'unié al MHC | .

1.2.2. Les MHC de classe Il uneixen péptids en la via endocitica

Les molécules MHC de classe Il han evolucionat per a presentar péptids derivats de
protei nes que entren a la cel- lula des de I'exterior i per tant, presents en un lloc on resideixen
molts patogens: la via endocitica. A diferéncia de les MHC de classe |, les molécules MHC de
classe Il interaccionen amb chaperones especifiques que les dirigeixen als endosomes, una
localitzacié subcel.lular independent de la via constitutiva d’exocitosi, on uneixen el péptid
antigénic. Aixi doncs, els péptids presentats per les MHC Il es generen majoritariament per la
degradacié de protei nes que tenen accés a la via endocitica, on sén pocessades per proteases

lisosomals i altres hidrolases.
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La via endocitica esta formada per una complexa xarxa de compartiments de diversa
morfologia, propietats fisico-quimiques i contingut (Mellman | i col.,1996). Dins de la
complexitat perd es poden diferenciar tres regions principals reconegudes com:

1. Endosomes primerencs (EE): son els primers compartiments trobats pel material
endocitat, presenten un pH lleugerament acidic i s6n feblement proteolitics.

2. Endosomes tardans (ET): sén més acidics i de morfologia complexa i variable.
Contenen alguns dels components classicament usats com a marcadors de
lisosomes com sén algunes proteases i les glicoprotei nes lamp-1 i —2.

3. Lisosomes (L): presenten un pH baix i tenen un contingut ric en enzims
hidrolitics. Sén el darrer estadi de la via endocitica, esdevenint un dels “diposits”
cel.lulars principals de material de rebuig o en degradacié.

En molts treballs, i també en el present, s’ha usat el terme “compartiments de MHC II”
(MIIC), per designar els compartiments de la via endocitica de les APCs on una proporcio
important de les MHC Il s’'uneixen al péptid antigenic (Peters PJ i col., 1991; Amigorena S i col.,
1994; Tulp A i col, 1994). Aquesta nomenclatura perd, no implica I'existencia de
compartiments especifics, presents només en les APCs (Geuze H i col., 1998; Neefjes J i col.,
1999) sino que referencia el compartiment endocitic on es generen la majoria dels complexes
MHC-péptid.

1.2.2.1. La cadena invariant: Una chaperona especifica de la via endocitica.

Les cadenes de MHC Il recent sintetitzades, son translocades a I'ER, on s'associen a
la cadena invariant (li), una protei na transmembrana de tipus Il (Cresswell P i col., 1996), amb
'ajut de chaperones com la calnexina. En humans s’han descrit 4 isoformes de la cadena
invariant (p33, p35, p4l i p43) que es generen mitjancant splicing alternatiu o bé llocs
alternatius d'inici de traduccié. La forma majoritaria és la p33 (p31 a ratoli) de 206 aminoacids
(Strubin M i col.,, 1986a; Strubin M i col.,, 1986b). La li conté en la regi6 C-terminal una
seqliéncia involucrada en la formacié d’un homotrimer que serveix d'esquelet per a la uni6 de
tres dimers ab (Roche PA i col., 1991). De manera semblant a la interaccié del peptid amb les
MHC |, la unié amb la li estabilitza el plegament de les MHC Il en 'ER. En cél.lules deficients
per li, els dimers ab de MHC Il no s’ensamblen correctament, i formen homoagregats (Bikoff EK
i col., 1993; Elliott EA i col., 1994) que romanen retinguts a 'ER, associats a chaperones com
la BIP, la grp94 ila p72 (Bonnerot C i col., 1994; Schaiff WT i col., 1992). La interacci6 entre el
dimer MHC 1l i la li es dbna principalment per la insercié de la regi6 anomenada CLIP de la li
en el solc d'unié a péptid (Ghosh P i col., 1995). D’aquesta manera, la regié CLIP estabilitza la
conformacioé del dimer ab, impedint la unié d'aquest amb altres proteines residents en 'ER o
amb polipéptids translocats des del citosol, i mantenint aixi, la dicotomia entre les molécules de
MHC de classe | i de classe Il respecte a I'origen cel.lular dels péptids que uneixen (Roche PA i
col., 1990; Teyton L i col., 1990; Busch R i col., 1996). Altres regions de la li contribueixen a

estabilitzar la interacci6 amb el dimer ab, establint contactes amb arees no polimorfiques



adjacents al solc d’'uni6é a antigen i dins del segment transmembrana (Stumptner P i col., 1997;
Jasanoff A i col., 1999; Castellino F i col., 2001).
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Els nonamers (ab)slis, travessen I'aparell de Golgi per arribar a la xarxa del trans-Golgi, on
sén segregats de la via secretora constitutiva i dirigits a la via endocitica (Peters PJ i col.,
1991). En la cua citoplasmatica de la li es troben dos motius basats en Leu que sén els
responsables de dirigir les MHC Il cap a la via endocitica (Bakke O i col., 1990; Lotteau V i col.,
1990; Wolf PR i col., 1995). Aquest mecanisme de transport no és 100% eficient i, en funci6 del
tipus cel.lular, una fraccié variable dels macrocomplexes MHC Il-li segueixen la via constitutiva
cap a la superficie cel.lular (Wraight CJ i col., 1990; Koch N i col., 1991; Saudrais C i col.,
1998). Els complexes MHC II-li que arriben a la superficie cellular sén rapidament
internalitzats ja que la cadena invariant també conté una senyal d'internalitzacié en la seva cua
citoplasmatica (Roche PA i col., 1993; Bremnes B i col., 1994).

El desti dels complexes MHC II-li que surten de la xarxa del trans-Golgi encara és un tema
de debat. La visi6 més acceptada és que la majoria de complexes entren en la via endocitica a
nivell ’EE o bé en la transici6 EE /ET (Geuze H i col., 1998; Villadangos JA i col., 2000b;
Watts C, 2001).

Recentment, s’ha descrit l'associacié d'li amb altres molécules involucrades en la
presentacié antigénica, com HLA-DM i CD1d (Jayawardena-Wolf J i col., 2001; Kang SJ i col.,
2002), suggerint un rol d’'li més ampli com a chaperona de les molécules implicades en la

presentacié d’antigens generats en la via endosomal.

1.2.2.2. Generant MHC Il “receptives” per a la unié a antigen.

Quan els complexes MHC II-li arriben a la via endocitica, la li és degradada per aspartic i
cistein proteases en un procés sequencial que genera les formes intermediaries lip22, lip10 i
finalment CLIP (Villadangos JA i col., 1999). El nonamer MHC II-li és molt compacte i la resta

de la cadena invariant no esdevé accessible a les proteases fins que no s’ha eliminat el domini
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de trimeritzacio, donant lloc a tres complexes MHC II-lip22. A continuacié es talla I'extrem C-
terminal de [I'lip22 que conté un carbohidrat, donant lloc al complex MHC II-lip10. Amb
I'eliminacié del carbohidrat probablement es deixa al descobert el proper lloc de tall en I'extrem
N-ter de CLIP que donara lloc al complexe final MHC [I-CLIP (Neumann J i col., 2001). Dels
tres processos proteolitics que es doénen durant la degradacié de la li, només la degradacié
d’lip10 s’ha pogut atribui r a un enzim particular. S’han identificat tres proteases de cisteines,
amb un patré d'expressié diferencial en les APCs, que presenten la capacitat de tallar lip10.
Les céel.lules B i les cél.lules dendritiques utilitzen la Cat S (Riese RS i col., 1996; Villadangos
JA i col., 1997; Nakagawa TY i col., 1999; Shi GP i col., 1999), les cél.lules epitelials timiques
usen la Cat L en aquest pas (Nakagawa TY i col., 1998) i els macrofags el poden realitzar
mitjancant la Cat S, la Cat L i també la Cat F (Shi GP i col., 2000). Avui en dia encara no esta
clar si les diferéncies (i redundancies) en I'Us d’aquestes proteases en les diferents APCs té
una funcié biologica especifica o bé si és només una consequéncia de les caracteristiques del
llinatge cel.lular o teixit.

La conversi6 d'lipl0 a CLIP és crucial per la biologia de les MHC Il per dues raons:

a) Dona lloc al precursor immediat del complex MHC Il-péptid.

b) S’elimina la senyal de localitzaci6 endosomal de la cua citoplasmatica de la li nativa,
també present en els intermediaris 1ip22 i lip10, que actua com a motiu de retencid,
impedint la sortida cap a la superficie cel.lular de les MHC II.

Aixi doncs, el complexe MHC [I-CLIP és lliure de sortir cap a la superficie i per aixo la
degradacié d’lipl0 ha d’anar temporal i espaialment seguida del la substitucié de CLIP per un
péptid antigenic.

Hi ha diferents factors que contribueixen a I'eliminacié de CLIP del solc de MHC Il per a
que aquestes quedin receptives per unir el peptid antigenic. El solc de les MHC Il és flexible i
pot presentar una conformacié “oberta” que permet l'alliberaci6 de CLIP i la uni6 daltres
péptids amb la seqiiéncia correcta. Un dels factors que indueix la conformacié oberta de les
MHC 11 es el pH baix (Jensen PE i col., 1990; Mouritsen S i col., 1992; Sette A i col., 1992;
Kropshofer H i col., 1995; Runnels HA i col., 1996; Reich Z i col.,1997), perd el més important
és la intervencié d’'una altra chaperona d’estructura similar a les propies molécules MHC II:
HLA-DM. HLA-DM estabilitza la conformacié oberta del solc de les MHC IlI, augmentant el
temps durant el qual aquestes poden completar la unié del péptid antigenic (Sanderson F i col.,
1994; Kropshofer H i col., 1999) i editant el repertori peptidic que s'associara de forma estable
a les MHC Il (Kropshofer H i col., 1996). En algunes APCs professionals, com en les cél.lules
B, s’ha descrit I'expressié constitutiva d’HLA-DO, una segona chaperona que interacciona amb
el complexe MHC II/DM en els endosomes i modula l'accié6 d’HLA-DM (Liljedahl M i col., 1996;
Brocke P i col., 2002). Quan les MHC Il ja s’han unit a un péptid antigénic, els complexes

s’exporten des de la via endocitica a la membrana plasmatica mitjangant transport vesicular.



Com la majoria de protei nes de membrana residents a la superficie cel.lular, els
complexes MHC Il-péptid s’eliminen per endocitosi seguida de la seva destruccid en els
compartiments lisosomals. Quan aquests complexes sén internalitzats, les MHC Il poden
intercanviar el péptid i recircular cap a la superficie de nou (Pinet V i col., 1995; Cella M i col.,
1997; Askew D i col., 2000).

Tot i que la majoria de peéptids antigénics presentats per MHC Il es generen per la
degradacié de protei nes en la via endocitica, s’han descrit dues vies alternatives. En la
primera, les protei nes extracel.lulars sén degradades en I'exterior de les cel.lules per proteases
solubles o ectoproteases de membrana (Larsen SL i col., 1996; Santambrogio L i col., 1999;
Dong X i col., 2000). Els péptids generats per aquesta via poden unir-se directament a les MHC
Il de la superficie cel.lular, desplagant altres péeptids de menor afinitat, o bé ser internalitzats
per endocitosi incorporant-se a la via classica d'uni6 a antigen de les MHC II. Laltra via
descrita es dona en el citosol i sembla que el proteasoma i les calpaines son les proteases
responsables de produir els péptids antigenics en el citosol que seran translocats cap a la via
endocitica mitjangant un mecanisme molt poc conegut (Lich JD i col., 2000). També es poden
translocar als endosomes algunes protei nes per a la seva degradacié. S’han descrit alguns
exemples de peptids derivats de protei nes citosoliques presentats per MHC Il (Jin Y i col.,
1988; Jacobson S i col., 1989; Jaraquemada D i col., 1990; Nuchtern JG i col., 1990; Malnati
MS i col., 1992; Oxenius A i col., 1995; 1997), i alguns dels péptids eluits de classe Il en B-
LCLs deriven de protei nes citosoliques (Rudensky Y i col., 1991; Chicz RM i col., 1993; Dongre
AE i col., 2001).
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