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1.1. EL SISTEMA PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

ElSistemaPrincipaldeHistocompatibilidad(MHC) estaconstituidoporun conjuntodeloci,

estrechamenteligados,codificantesdeun grupode moléculasquecontribuyenal reconocimiento

de antígenospor los linfocitos T (1,2).El término histocompatibilidadhacereferenciaa que

estasmoléculasson las responsablesdel rechazode los transpantesde tejidos, debido a la

generación,por partedel huésped,de respuestasde linfocitos B y T dirigidas contra los

antígenosMHC no propios(3). Estecomplejopareceestarpresenteen todoslos Vertebrados,

aunquela mayorpartede los estudiossehancentradoen los sitemasmurino (H-2) y humano

(HLA). Entrelas proteínascodificadasporel MHC seincluyendos tipos de moléculas:las de

Clase 1 y las de Clase II, que difieren en sus característicasfuncionales,serológicasy

estructurales,así como en su distribución tisular. Los antígenosde Clase1 estánconstituidos

por dos cadenaspolipeptídicas,unidas no covalentemente:la cadenapesada,que es una

glicoproteinade unos350 aminoácidos,con un PM de 44 Kd y la cadenaligera, denominada

132-microglobulina(82m), que constade 100 aminoácidosy poseeun PM de 12 Kd (4,5). La

cadenapesadaesaltamentepoliniórfica, mientrasquela ligera es invarianteen humanos.La

cadenapesadase divide en tres regiones:extracelularque incluye 280 aminoácidos(aa),

transmembrana(25 aa) e intracitoplásmica(30 aa). La porción extracelularconstade tres

dominios: a1, 2 y a3, cadauno de los cualesestáconstituidopor 90 aaaproximadamente(6).

El dominio a1 seencuentraen la región N-terminaly poseeuna porción glicídica de 3,3 Kd,

unida por un enlace N-glicosídico a la Asn 86 (7). En ratón existe un sitio adicional de

glicosilaciónen el residuoN176, y en algunoscasosun tercero en N256 (8). Los dominiosa2

y a3 contienen un puente disulfuro intracatenarioentre las Cys 101-164 y 203-259,

respectivamente(9). Los dominiosa1 y a2poseenuna débil homologíaentresí perono con a3.

A suvez,a3 esconsiderablementehomólogoalos dominiosconstantesdelasinmunoglobulinas.

La región transmembranaesde naturalezaapolary abarcalos residuos281-307.La región

intracitoplásmicaseextiendeentrelos residuos309-340,aunquesu logitud puedevariar en

diferentesantígenos,y estáconstituidamayoritariamentepor aminoácidoshidrofllicos (10).

En su región C-terminal posee un grupo de aminoácidos básicos que probablemente

interaccionancon los gruposfosfato de los fosfolipidos de membrana.Esta región contiene

residuos,como la Seren posición335, susceptiblesde fosforilación (11,12)y seha implicado

en la interaccióncon el citoesqueleto(13) y en la internalizaciénde la molécula(14).



2

La B,m presentauna considerablehomología con a3 y los dominios constantesde las

inmunoglobulinas(15,16).La asociaciónentrela cadenapesaday la 132rnesindispensablepara

la expresiónde la moléculaen la superficiecelular(17).

Existen 3 loci quecodifican ántigenosde Clase1, denominadosA, E y C en humanosy D,

K y L en ratón (18). Sehan desaitootros loci, cuyosproductospuedenasociarsecon la B,m,

denominadosE, F y O en humanos(19) y Qay TLa en ratón (20),aunqueno estáclarosi son

moléculasequivalentesen ambasespecies.Los antígenosHLA-A,B,C estánpresentesen todas

las célulassomáticasy constituyenmenosdel 1% de las proteínasde membrana,existiendo

diferenciascuantitativasdependiendodel tejido. En fibroblastosy célulasdel sistemanervioso

seencuentranen bajaproporción,mientrassu concentraciónesrelativamentealta en células

pertenecientesal sistemainmune (linfocitos B y T, y macrófagos).

Los antígenosde ClaseII constandedoscadenas:acon un PM de 33-35Kd y 13 dePM 26-

29 Kd (21).Ambasestáninsertadasenla membranacelulary presentanun sitio de glicosilación

enunaposiciónequivalente.Cadaunade ellasconstade dosdominiosextracelulares(a1 y a,

o 13, y 13,), una región transmembrana,conectadaalos anteriorespor un péptido hidrofffico, y

unsegmentointracitoplásmico,queterminaen ungrupodeaminoácidoscargadopositivamente.

I3~ poseeun puentedisulfuro intracatenarioentre los residuos15 y 79, mientrasque a1 no

contiene Cys. Los dominios a, y 13, tienen una fuerte homología de secuenciacon las

inmunoglobulinas.En ratónexistendossubregionesde Clase 11: 1-A e 1-E, mientrasque en

humanosse han definido tres: DR, DP y DQ (22). Las cadenas13 de estosantígenosson

polimórficas,mientrasquelas a poseenun gradode polimorfismovariable.La distribuciónde

estasmoléculasesmásrestringidaquelas de Clase1, expresándoseen macrófagos,linfocitos

B y linfocitos T activadosen algunasespecies,aunquesu expresiónpuede inducirse por

interferon-r (IFA- r) en muchosotrostipos celulares.En general,no seharáulterior mención

a los antígenosdeclaseII ya quelos objetivos de estatesissehan centradoen el estudiode

los antígenosde clase1.

1.2.ORGANIZACION GENETICADEL MHC Y ESTRUCTURA GENERAL DE LOS GENES

DE CLASE 1

El complejoMHC estálocalizadoen el brazocortodel cromosoma6 en humanosy en el

cromosoma17 en ratón. El gen que codifica la B,m seencuentraen el cromosoma15 en

humanosy en el 2 en ratón. El MHC humanocomprendeun segmentocromosómicode
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aproximadamente3500 Kb, incluyendo 1600 Kb la región de Clase1, 900 Kb la de claseII y

1200Kb el segmentocomprendidoentreambas(23,24).Existen de 17 a 20 loci de Clase1 y

al menos15 genesde las cadenasa y 13 de ClaseII (25). En cuantoa su disposición,seha

determinadomedianteanálisisdehaplotiposHLA recombinantesquelos loci de Clase1 (HLA-

A, B y C) estánsituadosen unaregiónmáscercanaal telómeroquelos de ClaseII. La región

queseextiendeentrelos genesHLA-DR y HLA-B abarcaun conjuntodegenes,queincluyen

los que codifican ciertas proteínasdel Sistema del Complemento(también denominados

antígenosde Clase III): C4A, C4B, Bf y C2, y los genesde la 21-hidroxilasa(21-OUA y 21-

OHB), TNFa y 13, B144, HSP7O(“heat shockprotein”), RD y BAT 1-9 (transcritosasociados

al locusHLA-B) (23,24,26,27).La disposiciónde estosgenessemuestraen la Fig. 1. Los loci

B y C estánseparadospor 130 Kb y los loci A y C por 600 Kb, aproximadamente(23).

Medianteanálisisde ligamientosedeterminóun mapafísico deestaregiónqueproponíauna

distanciade 3.2 cM entreHLA-A y HLA-DP. HLA-A, B y C estáncontenidosen un segmento

de 1cM, siendola distanciade B a C de 0,2 cM y la de C a A de 0,8 (19).

Los genesquecodificanlos antígenosdeclase1 constande 8 exones(en algunosantígenos

7) separadospor 7 intrones(28,29).El primer exón codifica una región 5’ de 18 nucleátidos,

aproximadamente,que no se traduce en los geneshumanos,seguidade los codonesque

codifican los 24 aminoácidosdel péptido señal.Los exones2 (270 nucleótidos),3 y 4 (276

nucleótidos)codifican los dominios a1, a, y a3, respectivamente.El exón 5 (117 nucleótidos)

codificael segmentotransmembranay las regionesquelo flanquean,incluyendo5 aminoácidos

hidrofilicos que formanpartedel segmentointracitoplásmico.Los exones6 (33 nucleátidos)

y 7 (48 nucleótidos)codifican el restode los aminoácidosintracitoplasmáticos.El exón8 esel

de mayor tamaño(cerca de 400 nuclcótidos)pero sólo contienedosnucleótidoscodificantes

en su extremo 5’, quejunto con el último nucleótidodel exón 7 formanel codón del último

aminoácidode la molécula.A continuación,presentala señalde terminación,codificando el

resto del exón el segmento3’ no traducidoqueincluye la señalde poliadenilaciónAATAAA

(30). En algunosantígenos,como B7, B27 y Bw58 el codónde terminaciónsehalla en el exón

7 (29,31,32).Lacomparacióndedistintassecuenciasmuestraunaaltavariabilidaden elextremo

5’ delgen(exones1 a3)y unarelativaconservaciónenel extremo3’. Los intronesdediferentes

genes exhiben una baja homología, sobre todo cuando se comparandistintas especies,

constituyendouna posibleexcepciónlos extremos5’ de los intrones1, 3 y 4 (29).
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Las secuenciasde iniciación de la transcripción“CAT box” y “TATA box” seencuentrana

una distanciadel extremo 5’ del primer exón de 80 y 55 pb, respectivamente(33). Los genes

niunnospresentanla secuenciaTATAAA clásica,al igual que el antígenoHLA-E (34). Sin

embargo,los otrosgeneshumanos,incluyendolos antígenosHLA-F y G, poseenen su lugar

la secuenciaTCTAAA (29,34).En Cw3 la primeraA deestasecuenciasehalla sustituidopor

una O. La transcripción de los genes de Clase 1 está controlada por varios elementos

reguladores,situadosen la región promotora:ICS (“IFN consensussequence”),descritaen

algunosgenesdeClase1 y ClaseII, así como en el gen deB2m, controla la inducciónde genes

declase1 en respuestaa IFN (35); “enhancerA” o CRE (“Class 1 regulatoryelement”) (36-38)

y “enhancerB”, descritoen el sistemamurino (39).CRE unedos factoresnuclearesque están

involucradosen el aumentodela transcripción:H2TFl y KBF1 (40).Estaactividad“enhancer”

se observaen células que expresanaltos niveles de genesde Clase 1. Existen datos que

muestranla existenciade regulación génica de los genesde Clase 1 duranteel desarrollo

embrionario,en distintostejidos y en respuestasa variaslinfocinasy virus.

1.3. ESTRUCTURATRIDIMENSIONAL DE LOSANTíGENOSHLA

13.1.HLA-A2

Bjorkmanet al. (41,42)determinaronla estructuratridimensionalde la porciónextracelular

(dominiosa1, a» a3y B2m) delantígenoHLA-A2 procedentedela línealinfoblástica(LCL) JY

(HLA-A2, B7), pordifracciónde rayosX. Los resultadosmostraronquelos dominiosa3y 132m

estanpróximosa la membranacelular,probablementecon unaorientaciónhorizontal.Ambos

tienenunaestructurasimilar y constandedosláminasfi antiparalelas,conectadasporpuentes

disulfuro, una compuestapor 4 cadenasfi y la otra por 3 (Fig. 2A). Aunquesu estructuraes

semejantea la delos dominiosde inmunoglobulinas(Ig) presentanun apareamientodiferente.

a3 y fi2m estánconectadosatravésde la lámina13 de 4 cadenaspero sedisponenformandoun

ángulode 1460,con un desplazamientoadicionaldela fi2m, haciaa,y a»de 13 A. Sin embargo,

los dominios constantesde Ig forman un ángulo de 1800. a, y a2 poseenuna estructura

prácticamenteidénticay sehallan relacionadasporun eje de simetríabinario. Su región N-

terminalestáplegadaformandounaláminafi antiparalela,constituidapor4 cadenasfi, mientras

que la C-terminaltiene una configuraciónde hélice a (Fig. 2A). En a, la región helicoidal

constade una hélice pequeña(residuos50-55),seguidapor una hélice a curvadade mayor
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tamaño(58-84), dispuestascon un ángulo de 1100. En a2 tambiénhay una hélice de menor

tamaño(138-148)queprecedea la mayor (151-173), formandoun ángulode 130~. La hélice

principal estagirada en el residuo 162. Este dominio posee,además,otra hélice corta(177-

180) en la zonade conexióncon a3 (Fig.2B). El residuo 101, localizado en la cadenafi N-

terminalde a2, estáconectadoporun puentedisulfuro con el residuo164, situadoen la hélice

a de mayortamaño.Las 8 cadenasfi de los dominiosa, y a, estánagrupadassimétricamente

formandouna únicalámina13 antiparalela.Las doshélicesa atraviesanestaplataformaporsu

partesuperiory estánseparadasen supartecentralporuna distanciade 18 A (Fig. 2C y D).

Estos dos dominios estánconectadospor puentesde hidrógeno entre las cadenasfi N-

terminales,situadasen el centrode la lámina, y por contactosentrela región C-terminal de

cadahélice a y residuosde la lámina 13 delotro dominio, a1y a,estándispuestosen la región

distala la membranacelular,porencimadea3 y 13,m.La B,m interaccionacon los tresdominios

de la cadenapesada,estableciendocontactoscon las cadenas13 centralesde a, y a2 y con los

segmentosqueconectanla lámina13. Estoexplicael papelesencialdela B,m en la estabilización

de la conformaciónde la cadenapesada.La Asn26, a la que estáunido el carbohidrato,está

situadaen un buclequeconectaa, y a,, en uno de los extremosde la cavidadexistenteentre

las doshélicea.

Una de las característicasmás importantesde la estructuratridimensionalde HLA-A2 es

la presenciadeunahendiduraentrelas doshélicesa, cuyasparedesestánconstituidaspor las

cadenaslateralesde algunosde los residuosquecomponendichashélices y su basepor las

pertenecientesa las cadenas13 centrales.Las característicasde estacavidad, junto con su

localizaciónen la superficiede la molécula,sugierenqueesla estructuraencargadade unir el

antígenoextrañoparasu posteriorreconocimientopor el receptorde la célulaT (TCR). Sus

dimensiones,aproximadamente25 A de largo, 10 A de anchoy 11 A de profundidad, son

compatiblescon la presentaciónde una forma procesadadel antígeno, probablementeun

péptido.Estahipótesisestácorroboradapor la presenciaen estesitio de un materialdensoa

los electrones,que no pertenecea la cadenapeptídica de HLA-A2. La densidadde este

materialsugierequeesde naturalezaproteica,probablementeun péptidoo mezcladepéptidos,

peroel nivel de resolucióny suprobableheterogeneidad,no permitendeterminarsu estructura.
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1.3.2. HLA-Aw6S

Posteriormentesedeterminóla estructurade HLA-Awb8 porcristalografíade rayosX, con

una resoluciónde 2,6 A (43). Esteantígenodifiere de HLA-A2 en 13 posiciones,10 de las

cualessehallan en el sitio de reconocimientodel antígeno.A pesarde estasdiferenciasla

estructurageneral de las dos moléculas es similar, aunque ambas moléculas difieren

significativamenteen la estructurafina y en la cargadel sitio de unión. La característicamás

sobresalientede Awé8 esla presenciadeunacavidadcargadanegativamente,queseextiende

por debajode la hélicea del dominio a5, originadaporla sustitucióndeun residuodeHis por

uno de Asp en posición74. Estacavidadpodría serun subsitioparael reconocimientode una

cadenacargadapositivamenteo delextremoN-terminaldelpéptido.Lahendiduraentrelas dos

hélices a de HLA-Aw68 está ocupada,como en HLA-A2, por un material denso a los

electronesqueen estecasoseextiendehastala cavidadcargadanegativamente.Los datosde

secuenciadeotrosantígenosHLA indicanlaprobableexistenciadeunacavidadsimilarenotras

moléculaslILA-A y B. Otrascaracterísticasdiferencialesde HLA-Aw68 son la presenciade

otracavidaden la lámina13 del dominio a,, provocadaporun cambiodeAsp a Tyr en posicion

116, y deuna elevaciónqueatraviesala basedelsitio en supartecentral.HLA-AW68 y HLA-

Al tienenen comúnla presenciadeuna cavidadprominente,denaturalezahidrofóbica,que

seextiendedebajode la hélice a del dominio a, y tienepor baseel residuoM45.

Brown et al (44) determinaronel patrón de residuosconservadosy polimórficos de 26

secuenciasde antigenosde Clase¡ y 54 de ClaseII. Medianteestacomparación,y basándose

en la estructuratridimensionaldel antígenoHLA-A2, construyeronun modelo hipotético del

plegamientode los antígenosde ClaseII. Estemodelo proponíala existenciade un sitio de

unión del antígenocon característicasestructuralessimilares, en general,al sitio de unión

presenteen los antígenosde clase1. Los dominiosa2 y fi2 podríanadoptaruna estructura

similar a a3 y 132m en los antígenosde Clase 1.

1.4. POLIMORFISMO DE LOS ANTIGENOS DE CLASE 1

Los antígenoslILA de Clase1 presentanun gran polimorfismo,cuyo patrónescomplejoy

difiere considerablementedel que muestranotras familias de proteínaspolimórficas. Estas

familiaspresentanhabitualmenteun limitado númerodevariantesquedifieren de un subtipo

predominanteen uno o dosaminoácidos.Sin embargo,los loci HLA-A, B y C no presentan,en
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general,alelaspredominantes,con la excepciónde HLA-A2, y sus secuenciasdifierenunasde

otrasen múltiplesdiferencias.Hastael momentosehan detectado20 antígenoslILA-A, 40

HLA-B y 10 HLA-C, expresadosa frecuenciassignificativasen la poblaciónhumana(45). Sin

embargo,estascifrassubestimanprobablementeelnúmerototal deantígenoslILA presentes

en la población,ya que continuamentese detectannuevosalelasa medidaque se aplican

métodosmás sensiblespara el tipaje HLA. Las primerassecuenciasse determinaronpor

secuenciaciónproteicade la cadenapesada,obtenidatrasla solubilizacióndelas moléculascon

papaína.Así, seobtuvo la secuenciade los dominiosa1, a, y a, de 137 (6), B27 (46), A2 (47),

A28 (48) y Bw6O (49). Posteriormente,se determinaronlas secuenciasde otros antígenos

utilizando técnicasbioquímicasdiferenteso por la secuenciacióndel DNA que las codifica.

Hastaelmomentoseconocen25 secuenciasde antígenosHLA-A, 35 HLA-B y 18 HLA-C (Fig.

3), cuya comparaciónha permitido asociaralgunasde sus característicasestructuralesy

funcionales.

La comparaciónde las secuenciasde los antígenosMHC ha mostradola existenciade 31

residuosespecíficosde locus, 22 de los cualesse hallan en los dominios transmembranae

intracitoplásmico.Los antígenosHLA-A, B y C difieren también en el tamaño de estos

dominios.Un análisisde las diferenciasde aminoácidosentreparesde secuenciasHLA ha

mostrado una mayor semejanzaentre productos de un mismo locus que entre los

correspondientesa loci distintos.El loci C presentaun mayor parecidoal 13 que al A (50).

El polimorfismoseextiendea lo largode todala moléculaperoseconcentraprincipalmente

en los dominios a, y a,. La variabilidad en el dominio a, es menor, especialmenteel los

productosdel locus 13, de forma que 26 de las 35 secuenciasconocidasson idénticasen este

dominio. Las moléculasA y C poseenun grado de variación mayor. Un análisis de la

variabilidadporel métodode Wu & Kabathapermitidodetectaralgunosresiduoscon un alto

índice de variabilidad (50). Estos residuos exhiben de 3 a 6 aminoácidosdistintos y

correspondengeneralmenteacambiosdrásticos,mientrasque,en la mayorpartedelos debaja

variabilidadsolo sehandetectadodosaminoácidosy los cambiossonmásconservativos.Sehan

detectadoregionesde alta variabilidaden secuenciaspertenecientesa los tresloci aunquesu

númeroy distribuciónesdiferente(Fig. 4). Las20 posicionescon mayor gradode diversidad

se encuentranen el sitio de unión del antígenoy, por su disposición, 16 de ellaspodrían

interaccionarcon el péptido,doscon el TCR y dos sehallan en posicionesintermedias,de



10

0
<

!
‘!

~

2
fl2

2

¡
~

t-.
tIt1—t•1¡

~
~

.4
~

II

O
e

—
o

-.IlI
o>

C
o

,O
~

E
o,

~
u

ca>
L

6
F

~
s
W

~
d

~
~

2

a
>

S
.fl

a>
.~

U
~

oI~e
-o

a
>

•;~
—

Z
0

o
o,.—

e
o

~
.E

ea

~4C

t.
‘4>

=
q>

-t
O

-
o

a
>

o
c
~

O
-

U
‘O

~o,
.5

.-

o,
~

E

1.-
a>
~

0

e
I~

ea

o
¿E—

e
-D

ea
—a>

x
‘ea

a>
O

o
,O

~

i
&

>~a
‘-o

,
4>

u’
—

O
-

O

c
ea

a>
o,

O
~

~
ó

.2
~

E
E

~
~iZ

ti



11

8

11kji-hE
,1211

orti
2

.
t”Y

I

~
.1

.4

o
~2

i!1r!o¡ r

irir-411 r

E

1

2
T

i8¡
2

12

2
’

LS
1

2
11¡5

—
1

2
ti

—
—

—
—

2
1~

u
—

¡
¡d

~
!4

~
;

‘le“0

b.1.

2

E
’

u



12

20 40 60 80 a

A

B

‘00 IZO ‘40 160 lIC U
2

7

-v -, -,
200 220 =40 260 a3

Figura 4.. Comparaciónde la variabiiidad en la sec’uenciade aminoácidosde los dominios
extracelularesde los antígenosFILA de clase 1 - Los parámetrosde variabilidad se
calcularon,segúnel método de Wu y Kabat, en tres gruposde secuencias:25 HLA-A, 35
lILA-E y 18 HLA-C. Los sombreadosrepresentan:aposicionesde alta variabilidad (V =
4,0); posicionesde variabilidad intermedia (3,0 < V < 4 0);n posicionescon baja
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Tabla 1. Posicionesde altavariabilidadde las moléculasHLA-A, B y C

Posición
Variabilidad8

ContactoPotencialbHLA-A HLA-B HLA-C

a,
9
24
45

9,1 4,8
7,0
10,0

10,0 Péptido
Péptido
Péptido

62
63
67
69
70
77
80
81
82

13,9
4,2

13,5
4,8
6,4
6,2
7,0
5,0
5,5

TCR + Péptido
Péptido
Péptido
TCR
Péptido
Péptido
Péptido
Péptido
TCR

95
97
99
114
116

5,4
5,8

8,3
6,3

5,0
14,0

6,2
15,9

5,2

10,2

Péptido
Péptido
Péptido
Péptido
Péptido

152
156
163

5,9
8,3 5,6

8,1

5,5
10,3

Péptido
Péptido
TCR + Péptido

VariabilidaddeterminadaporBjorkmany Parhammedianteelmétodode Wu y Kabat(50).
Sehanconsideradocomoposicionesde alta variabilidadaquellasquetienenun indice mayor
de 4,0.
b Contactopotencialde acuerdocon su localizaciónen la estructuratridimensional(41,42)
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formaquepuedenserrelevantesenlos dossentidos(Tabla1). La posición45, queesaltamente

polimórfica, constituyela basede una cavidad queesuna continuacióndel sitio deunión del

péptidoy podría serimportanteparaqueéstetengalugar. La comparaciónde las secuencias

lILA indica la conservaciónde estacavidaden todoslos antígenoslILA-A, con excepciónde

Al, mientrasque en los B habríasufridounadiversificaciónconsiderable(43). Las estructuras

de Aw68 y A2 demuestranel efectodel polimorfismo en la formay en la distribuciónde las

cargasen el sitio de unión del antígeno (41-43). De estaforma, se crearían o alterarían

subsitiosque podríanservir parala unión decadenaslateralesdelpéptido. Esto sugiereque

los cambiosestructuralesson los responsablesde la especificidadde los antígenosHLA por

péptidosantigénicos.

Aunque muchos residuosdel sitio de unión del antígeno muestranalgún grado de

diversidad,una seriede residuos(MS, F22, G26en todoslos antígenose Y? y A24 en los A),

localizadosen las láminasfi del dominio a1 estáncompletamenteconservados.Estocontrasta

con quelos residuospertenecientesa a2 que forman partede la basedel sitio seencuentran

entrelos de mayorvariabilidad.Tambiénsehan detectadodiferenciassignificativasentrelos

productosde los tres loci lILA en cuantoa la distribuciónde la diversidaden las hélicesa. La

hélice a del dominio a, presentauna gran diversidaden los productosdel locusB, pero está

altamenteconservadaen los antígenosC, y en los A presentaunavariabilidad intermedia.Sin

embargo,la hélice a del dominio a2 esmásvariable en las moléculasA queen las B y C’

Destacala conservaciónde variosresiduosaromáticos,entrelos que seincluyen un grupo

detirosinas,cuyasituaciónpermitiríasuinteracciónconpéptidosantigénicos.Otrapeculiaridad

del sitio de unión del antígenode las moléculasde Clase1 esun puentesalino queenlazael

extremoN-terminalde la hélice a, y el extremoC-terminalde la hélice a2. Los residuosque

formanesteenlace(E55 y R170) estanconservadasen todaslas secuenciasde Clase 1, con

excepciónde Cw3, E y G. Además,esteextremo se encuentrarelativamentecerradopor la

presenciadeunaseriede residuosaromáticos,conservadosen su mayoría.El extremoopuesto

del sitio sehalla parcialmentebloqueadopor una Tyr conservadaen posición84.

Las sustitucionesde los antígenosde Clase1 puedenalterarel repertoriodepéptidosy de

TCR que interaccionanfuncionalmentecon estasmoléculas.Muchasde las posicionesde a1,

a2 y a, que no están en el sitio de unión del péptido muestranbaja variabilidad. Este

polimorfismopodríaafectar,medianteinfluenciasindirectassobreel sitio de unión, la afinidad
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por péptidosy/o TCR. El hechode que el polimorfismo de los antígenosHLA-A, B y C sea

diferentesugierela existenciade una posiblediversificaciónfuncional entrelos productosde

estosíd.

1.5. SUBTIPOSNATURALES DELOS ANTíGENOSHLA

Los distintosantígenosHLA sehandetectadoprincipalmenteporsu reactividaddiferencial

con los antisuerosde serología clásica, procedentesde mujeres multíparasy de sujetos

politransfundidos.Medianteestosantisuerossehandefinidoun grannúmerode especificidades

lILA. Sin embargo,el análisis de la reactividadde estosantígenoscon CTL alogénicoso

restrmgidos,con Acm, así como la utilización de técnicas bioquímicas, tales como el

electroenfoque,ha reveladola existenciade una diversidadadicional. Por ejemplo, se han

detectadovariantesde los antígenosHLA-A2, A3, Ah, Aw68, B7, B13, B27, B44, B51, Cw2y

Cw6 (50). La mayoría de ellos difieren en un número reducido de sustitucionesque

generalmenteseencuentranlocalizadasenel sitio de unión delantígeno.El análisismolecular

de estossubtiposhapermitidoestableceruna correlaciónentrealgunoscambiosdeaminoácido

y el comportamientofuncional de determinadosantígenos.

Entre los subtiposmejor estudiadosse encuentranlos del antígeno HLA-A2. Hasta el

momentosehancaracterizado,porsecuenciaciónproteicao deDNA, 10 subtiposdel antígeno

HLA-A2, quedifierenentresí en 1 a 6 residuos(51 y R. Castaño,manuscritoen preparación).

El antígenoHLA-B27 presenta6 subtiposy en el restode los antígenossólo sehan detectado

dos subtipos.

1.6. DETERMINANTES SEROLOGICOSDE LOS ANTíGENOS HLA

La comparaciónde secuenciasde antígenoslILA que son reconocidospor un Acm

determinadoha permitidocorrelacionaralgunospatronesde posicionespolimórficascon la

distribución de un epítopo particular (52). No obstante,esteanálisis presentauna serie de

limitaciones debido a que la mayoría de las especificidadesRLA difieren en múltiples

sustituciones, repartidasen distintos segmentosde la molécula y que posiblementeno

contribuyende la mismaformaal reconocimiento.Además,un epítopodadopuederesultarde

unacombinaciónúnicade residuosvariables,cadauno de elloscomúna otrosantígenos.Esto

ha conducidoa la aplicacióndeotrasaproximacionesexperimentales,encaminadasa delimitar

las áreasde la moléculainvolucradasen los epítoposserológicos,entrelas queseencuentran
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la utilización depéptidossintéticosy el análisisde la reactividadde variantesy mutantes.

1.6.1.Caracterizaciónde determinantesserológicosmediantepéptidossintéticos

Otra aproximación utilizada para definir las regionesimplicadasen el reconocimiento

serológicoha sido la generaciónde anticuerposcontrapéptidossintéticos, derivadosde la

secuenciade una proteína.La principal limitación de estatécnicaesque la mayoría de los

anticuerposreconocenepítopos formados por regionesque, a pesar de su proximidad

conformacional,puedenserdiscontinuasen la secuencialineal. Aunqueno se conocencon

precisiónlas basesdel reconocimientodeproteínasnativaspor estetipo de anticuerpos(53),

estaaproximaciónhasido útil parala obtencióndeantisuerosde especificidadpredeterminada

y parael mapeode epitoposde relevanciafuncional en algunasantígenosMHC (54-59).

Así, segeneraronanticuemoscontra un péptido, que comprendíalos residuos39-50de

lILA-B7, capacesde reaccionarcon las cadenaspesadasdeantígenosHLA-A y B en ensayos

de transferenciaa membranasde nitrocelulosa.Sin embargo,no inmunoprecipitabanel

complejo HLA/132m de lisados celulares(55). Posteriormente,se detectó que un péptido

derivadode la secuencia61-83de B7 inducia anticuerposque reconocíanespecíficamentela

cadenapesadade HLA-B7 sóla o acopladacon la 82m (56).Estasobservacionessugeríanque

el péptidomimetizabaun sitio aloantigénicoexpresadoen B7 que era independientede 132m.

Un Acm generadocontrael péptidoquereproducíala secuenciade un antígenode Clase1 de

conejoen el segmento61-73, reaccionabaespecíficamentecon células que expresabandicho

antígeno(57). Recientemente,Bouillot et al.(58) han generado9 antisuerosespecificosde

péptidossintéticosquemimetizanlas regionescon mayor índice de polimorfismo e hidrofilia

de los antígenoslILA-Al y B7. Determinaronla especifidadde estosantisuerosfrentea las

moléculaslILA-Al, Al, A3, B7 y B27 purificadas,en ensayosde ELISA. Dosde ellos (A2.170-

185 y B7.99-118)reconocíanal péptidoinmunizanteperono a la moléculalILA. Los péptidos

Al.139-159y B7.65-82eranlos quemostrabanmayorespecificidadfrentea lasmoléculasHLA

de las queprocedíasu secuencia.El último habíasido obtenidocon anterioridady mostraba

reaccióncruzadacon Bw6O (59).El péptidoB7.164-187aunquereaccionabapreferencialmente

con B7, reconocíaparcialmentea B27 y A3. Los antisuerosgeneradoscontrael restode los

péptidos(A2.56-69,A2.68-85,A2.98-113y B7.138-157)reaccionabancruzadamentecon varias

moléculaslILA.
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1.62.Reactlvidad de anticuerpos antí-HILA con variantes naturales y niutantes

El análisis de la reactividadde Acm con variantesnaturalesha permitido delimitar con

mayor precisión algunasregiones de la molécula que intervienenen los determinantes

serológicos,debidoal limitado númerode sustitucionesquepresentan.

La contribuciónde segmentoscortos de la moléculay de posicionesindividuales a los

epítoposreconocidosporAcm seha definidomediantela construccióndemutantes,generados

por mutagénesisdirigida, y de moléculasrecombinantesde distintos antígenosliLA. En la

mayoríade estosestudioslas mutacionessehanintroducidoenposicionespolimórficas,algunas

delas cualesvaríanendiferentessubtipos.Medianteestaaproximaciónsehanidentificadotres

epítoposserológicosno solapantesen HLA-A2, uno de los cualesestá localizado entrelos

residuos62 y 67, el segundoimplicaríaal residuo107 y el tercerono sealteraporsustituciones

en las posicionesanteriores(60). Esta última región podría incluir el segmento140-150,

previamentedefinidaporcomparacióndesecuencias(52).El examendemutantesenposiciones

individualesha reveladoque la posición 149 de HLA-Al estáimplicadaen los determinantes

reconocidosporalgunosAcm, mientrasquela contribuciónde las posiciones152 y 156 deeste

antígenoseríaconsiderablementemenor (61,62).La región 70-80 tambiénposeerelevancia

serológica,ya quela sustituciónde los residuosdeA2 en estesegmentopor los quepresenta

B7, generael determinanteserológicosupertipico Bw6 (60). Aunquela región 62-80 está

implicadaen los determinantesreconocidosporalgunosAcm, la mayoría de las sustituciones

en estesegmentono ejercenun gran efectoen la especificidadserológicade la molécula.

El estudio de las posiciones involucradas en los epitopos serológicos, mediante la

construcciónde moléculashíbridasA2/A3 (63),hamostradoquelas posiciones142 y/ó 145 y

la 152contribuyena los determinantesserológicosreconocidosporalgunosAcm específicosde

Al. Los residuos127, 152y 161 formanpartelos epítoposreconocidosporAcm específicosde

A3. La utilizaciónde moléculashíbridasB7/B27 mostróquela mayoríade los determinantes

antigénicosde B7 estabanlocalizadosen el dominio a1 de la molécula. En esteestudiose

defmieron4 áreasimportantes:residuos82 y 83, asociadoscon eldeterminanteBw6; posiciones

63, 67 y 70; segmento177-180y posición9, definidamedianteun aloantisuerohumano(64).

La comparaciónde secuenciasy los estudios realizadoscon variantesy mutantes,han

mostradoque la mayoría de los residuosimplicados en el reconocimientopor Acm están

localizadosen las hélicesa de los dominiosa, y a2. En cadaepitopo, al menosuno de los
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residuosque lo constituyen se encuentraexpuestohacia el solvente, lo que explica su

accesibilidad.No obstante,no sepuedeexcluir quealgunassustitucionesprovoquencambios

conformacionalesenotrosresiduosqueafectenala unión delAc. Generalemente,los residuos

localizadosen la basedel sitio de reconocimientodel antígenono parecensercríticos parael

reconocimientode las moléculasde Clase1 porAc (42).La mayorpartede los determinantes

serológicosimplican posicionesde un solo dominio, a5 o a,, lo quecontrastacon los epitopos

reconocidospor dL, quegeneralmenterequierenaminoácidosde los dos dominios (65,66).

1.7.RESIDUOSIMPLICADOS EN EL RECONOCIMIENTOPOR«It

1.7.1.Variantesnaturales

La mayoría de los cambiosocurridosen los subtiposseencuentranlocalizadosen el sitio

de unión del antígeno,lo que explica su reconocimientodiferencial por CTL y muestrasu

relevanciafuncional. En algunoscasosun único cambiopuedealterarcríticamenteel epítopo

reconocidopor la célula T, variandola especificidadantigénciadel subtipo.Las sustituciones

de los subtiposse puedenenglobaren tres categoriaspor su localización en la estructura

tridimensional(41,42): 1) residuosorientadoshaciael sitio de unióndelantígeno,situadosen

las hélices a y en las láminas fi. Estos residuosestaríanparcial o totalmentetapados,

especialmentelos que seencuentranen las láminas13, por la unión del antígeno.Suefectoen

el reconocimientopor CTL se debería, fundamentalmente,a su efectosobre la unión de

péptidosantigénicos;2) residuoslocalizadosen el sitio de reconocimientoqueapuntanhacia

su exterior.La sustitucióndeestasposicionespodríaafectar,principalmente,la interaccióncon

elTCR; 3) residuossituadosfueradelsitio. Algunosde ellospodríaninteraccionarconelTCR

y otros,por el contrario,podríanno serrelevantesparael reconocimiento.La mayoría de las

variantesqueposeenestetipode sustituciones,presentangeneralementeal menosotrocambio

en el sitio de unión.

La mayor partede los datosde reconocimientode variantespor CTL provienende los

estudiosrealizadosenAl, A3, B7 y B27. Todoslos subtiposdel antígenoHLA-A2, incluyendo

aquellosquepresentanuna únicasustitución,comola varianteA2-OZB cuyo único cambio se

encuentraen el domino a3, son reconocidosde forma diferencialpor CTL alorreactivos.El

polimorfismoen los subtiposdeAl alteratambiénlos determinantesderestriccióndeantígenos

virales o antígenosmenoresde histocompatibiidad(rey, en 51). Del mismo modo, los dos
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subtipos del antígeno HLA-A3, que difieren en las posiciones 152 y 156, tienen un

comportamientodistinto frentea CTL alogénicos(67) y restringidos(68).

El análisisde la reactividadde subtiposcon CII. ha mostradoquelos residuosincluidos en

los segmentos77-80y 146-160seencuentranentrelosdemayorrelevanciaenel reconocimiento

porOIL. Estosresultadosconcuerdancon los obtenidoscon los mutantesde H-2 (69).

1.71.Mutantes

Mediantela construcciónde mutantesseobtuvo una informaciónmásprecisaacercade la

relevanciade posicionespolimórficasen los epítoposreconocidospor OIL alorreactivos.Un

gran número de estos estudios se han centradoen el antígeno lILA-A2. Las principales

característicasdel reconocimientoporGIL alorreactivos,determinadasmediantemutantesde

esteantígenolILA, son:

1.-La contribuciónde las posicioneslocalizadasen las hélicesa del sitio de reconocimiento

del antígeno.Entreéstasdestacanla 152 y la 156 (61,62,70).Aunqueel efectoocasionado

por una sustitucióndependedelaminoácidointroducido,la posición 152 parececrítica en

todoslos casos,mientrasquela 156 tieneefectosvariables(61).La construcciónde mutantes

de HLA-A3 hamostrado,también,queel residuo152esesencialparael reconocimientode

esteantígenopor CTL alogénicasy restringidas(71,72).Las posicionesdel segmento62-

83, en a1, juegantambiénun papelimportante(66). Algunasposiciones,como la 66 y 62-

63, son másrelevantesqueotras, comola 70 y 74.

2.- El TOR no reconocenecesariamentela superficietotal de las dos hélices a, segúnsugiere

el que ciertas posicionesque apuntanhacia el TCR, como la 65 y 76, no afecten a la

reactividadde todos los CTL (66).

3.- La importancia de posicionessituadasen la lámina 13 que forma la base del sitio de

reconocimientodel antígeno,entrelas que seencuentranla 9 y la 95 (66,70).Estosedebe

probablementea la modulaciónde la unión de péptidosantigénicos.Las sustituciones

individualesen los residuos43 y 107, queseencuentranen un buclefueradelsitio de unión

del antígeno, no tienen ningún efecto en el reconocimientopor OIL alogénicos o

restringidos(66,71,72)

4.- Los CTL puedenreconocerunagrandiversidadde epftopos,muchosde los cualesimplican

posicionesdistantesen la molécula(66,70).
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5 - Los determinantesserológicosy los reconocidospor CTL no implican necesariamentelos

mismosresiduos.Así, la posición 149, queesimportanteen los determinantesserológicos,

tiene una contribuciónmenor en los epítoposreconocidospor CTL (61,62). La mayor

transcendenciade las posiciones152 y 156 puededebersea quesehallan orientadashacia

el interior del sitio, mientrasque la 149 seextiendefuerade él (42).

Existe un claro paralelismoentrelas posicionesrelevantesen el reconocimientoalogénico

y en el restringido,ya que ambosinvolucranposicionesque estánorientadashaciael interior

del sitio de unión (73-76).El reconocimientoporCTL especificasde determinadospéptidos

virales,en el contextodemutantesde lILA-Al, ha destacadola importanciadelas posiciones

152y 156 y la intrascendenciadel residuo149 (75). Estosestudioshan mostradotambiénuna

contribucióndiferencialde distintosresiduos,dependiendodel péptidocontrael queva dirigida

la respuesta(74,76).Estosugierequela localizaciónexactade distintospéptidosen el sitio de

unión del antígenono esla misma en todoslos casos.

El análisis de los epítoposreconocidospor células T mediantemutagénesisdirigida de

antígenosdeclasefl humanos(77,78),así como de antígenosH-2 (65,79-81),hanconducido

a unasconclusionessimilaresa las obtenidascon los mutantesde HLA-A2.

1.8.EVOLUCION DE LOS ANTIGENOS MHC

La relaciónestructuraly funcional de los antígenosMHO de Clase1 y II sugieresuorigen

porduplicaciónde una secuenciaancestralcomún.El antecesorcomúnestaríaconstituidopor

una solacadenapolipeptídica,semejantea las de los antígenosde ClaseII actuales(82). Los

distintosloci habríansurgido por duplicacionesposteriores.

El polimorfismo MHO es peculiar ya que la variabilidad no está repartida de forma

homogéneaa lo largode la molécula,concentrándoseprincipalmenteen los dominiosa, y a2

(83).La mayorpartede las sustitucionesen los exonescodificantesdeestosdominiossuponen

un cambiode aminoácido,lo quecontrastacon la situaciónen el otro extremodel gen, en el

quepredominanlas mutacionessilenciosas(84).El extremo5’ delgenposee,además,unaalta

frecuenciadeldinucleótidoCpU, mientrasqueen el extremo3’ esteseencuentraenla misma

proporciónqueen el restode los genesencariotas(85). Seha sugeridoquelos fenómenosde

conversióngénicapodríanocurriresencialmenteenestaregiónrica enOp
0(86),contribuyendo

estedinucleótidoa la delimitación de los eventosde conversión(84). Estascaracterísticas
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sugierenla actuaciónde un procesodeselecciónpositivaen la generaciónde la variabilidadde

los antígenosdeClase1, probablementecorrelacionadocon la función deestasmoléculas.Los

dominiosa1 y a2 constituyenel sitio de unión depéptidosantigénicos(42),por lo queun alto

grado de diversidaden estaregión sería ventajosopara hacerfrentea la gran variedadde

patógenosexistentes.El mantenimientodel polimorfismo en una poblaciónpodría debersea

una ventajade la heterocigosis(87). Dada la función de los antígenosMHO, los individuos

heterocigotosseríanventajososdebidoa quela expresióndediferentesmoléculasmultiplicaría

su capacidadpresentadorade péptidos(82). La selecciónde un nuevoalelo tendría lugarsi

supusierauna mejorade la respuestainmunefrentea un antígenoo patógenoprevalecienteen

esemomentoen la población.

Una de las principalescuestionessin resolveren la evoluciónde los antígenosMHO esla

tasaen la queel polimorfismo entraen la población.El puntodevistatradicionalsostieneque

el polimorfismo seadquierepor divergenciade la proteína original, duranteel periodode

tiempo en el que existe la especie(88). Las especiesnuevasseoriginarían a partir de un

pequeñonúmerode individuosque expresanunadeterminadavariantequeposteriormentese

convertiría en mayoritariaen la población.La extensiónde estateoría a los antígenosMHO

supondríalos siguientespuntos:1) la mayoría dela variabilidadencontradaenunaespeciese

habría generado en individuos de esa especie; 2) distintas especiesno compartirían

generalmenteel mismopolimorfismo;3) la actuaciónde mecanismosmutacionalesespecíficos

sobrelos genesMHO.

Klein et al. (88,89) han propuestoun modelo de evolucióntransespeciesque contradice

muchosde los puntosasumidosen el punto de vista tradicional.Estemodelo sebasaen las

siguientesconsideraciones:1) unaespecienuevaheredaríade susantecesoresun conjunto de

alelos MHO; 2) diferentesespeciescompartiríanmuchosde los elementosde variabilidad

encontradosenlas moléculasMHO; 3) la acumulacióndenuevadiversidaden los alelosMHO

sería lentay no sedeberíaa mecanismoshipennutacionalesdirigidosespecíficamentecontra

ellos.

Una de las evidenciasmas fuertesa favor de la evolucióntransespecieses la homología

existenteentrealgunosantígenosde Clase1 humanosy de chimpancés.La secuenciaciónde 9

cDNA, correspondientesa cadenaspesadasde antígenosde Olase 1 de chimpancé(Pan

troglodites) (ChLA), mostróun patrónde sustitucionesespecíficasde locus, semejanteal que
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presentanlos loci HLA (90,91).Así, 5 de ellassepodíanencuadraren el locusChLA-B, tres

en el ChLA-A, una en el ChLA-C y una en el ChLA-F. No se han detectadosecuencias

característicasdeespeciequepermitandistinguirlos antígenosHLA delos ChLA; sin embargo,

ambossepuedendiferenciarde alelosde otrasespeciesmásalejadasevolutivamente.Estos

resultados,junto con los obtenidosen ensayosde “Southernblot”, sugierenuna organizacióny

un númerode genesMHO similar en las dos especies.El hechode quedeterminadosalelos

humanosesténmásrelacionadosconalgunosde chimpancéquecon otrosdela mismaespecie,

sugiereque las basesestructuralesdeestafamilia de alelosse establecieronen un antecesor

común a humanosy chimpancés,de forma que la evoluciónposteriorsólo añadiríapequeñas

modificaciones(84,90,91).Enestesentido,mediantecomparacióndesecuencias,sehaestimado,

asumiendoun origencomúndesustitucionesidénticas,que menosdel20% de las sustituciones

quepresentanlos antígenosde Clase1 contemporáneossonposterioresa la divergenciaentre

ambasespecies(84).

En primatesmenosevolucionados,como los del Nuevo Mundo (Sanguinusoedzpus),los

antígenosMHO presentanun escasopolimorfismo, detectándose11 genesde Clase1 en un

panelde 79 individuos no relacionados.La secuenciaciónde estosgenesreveló su estrecha

relacióncon antígenosde Clase1 no clásicos,10 de elloscon HLA-O, y el restantecon lILA-

F (92).

La comparacióndealelosde claseII deprimatesy de roedoressugiereque la evoluciónes

lenta y que el polimorfismo se ha acumuladopor diversificacióndentro de cadaespeciey

transmisiónala siguientedurantela especiación(93,94).

Sehan propuestodiferentesmecanismosparala generaciónde diversidaden los antígenos

MHO. La conversióngénica es el mecanismoque ha operarado,probablemente,en la

generaciónde la mayoría de los mutantesde H-2K» (69). La comparaciónde la secuenciade

nucleótidosde estosmutantessugierela transferenciano recíprocade fragmentoscortosde

DNA de otrosgenesdeclase1, incluyendoalgunosno clásicos,al gen de H.2Kb. En la especie

humanatambiénactuanestosmecanismos,pero la transferenciaentrealelosdel mismolocus

esmás frecuentequeentreloci distintos(84,95),como ocurreen ratón.

Entre los mecanismosque puedencontribuir a la generacióndel polimorfismo de los

antígenosde Clase1 seencuentran(82):

1.- Recombinaciónhomóloga.Por ejemplo,la generacióndel antígenoHLA-Bw42, detectado
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en Negrosafricanos,ha podido ocurrirporun procesode recombinaciónentreB7 y B8 ya

queesidénticoal primeroen los exones1 y 2 y al segundoen los exones3-8. Unasituación

similar se da en HLA-AwÓ9, proviniendosusexones1 y 2 de HTLA-Aw68.l y 3-8 de lILA-

A2.l.

2.- Conversióngénicaentrealelos.Así sehabríaoriginado,porejemplo,el subtipomongoloide

HiLA-B13.1 quedifiere en3 residuos(94, 95 y 97) del subtipocaucasoideB13.2,provocados

por 6 sustitucionesde nucleótidos.Las secuenciasde estossubtipossonsimilaresa otros

alelosdel locusB en estaregión, lo que sugieresu generaciónpor conversiónalélica. Del

mismomodoel subtipomongoloideHLA-A2.3 sehabríaoriginadoporuna donacióndelos

codones149 a 156 de HLA-AlO a HLA-A2.1.

3.-Conversióngénicaentreloci. Un mecanismodeestetipo explicaríaque ciertosalelosHLA-

A y B compartanla secuencia79-83, quedeterminael epítoposerológicoBw4. Del mismo

modo, seha detectadoque el segmentoque codifica los residuos53-96 del dominio a, de

HLA-Bw46 derivaclaramentede HLA-Cwll.

4.- Mutaciónpuntual. Por ejemplo,}ILA-B14 presentauna únicasustitución en el codón 11

respectode Bwé5,probablementeprovocadaporun mecanismodeestetipo. En el casode

los subtiposde Al, las sustitucionesen las posiciones43, 95 y 156 de los subtiposAl.2F,

A2.2’Y y Al.4C, respectivamente,podríanhabersegeneradopormutacionespuntuales.Este

podría serel casotambién de los cambiosen la posicición99 deAl.4b, 66 deA2,4c y 236

deAl-OZB.

5.- La generacióndela mayoríade los antígenosprobablementerequiereunacombinaciónde

varios eventosgenéticos.Por ejemplo,HLA-Bw4l es idéntico a Bw6O en el dominio a1,

mientrasque enel dominio a2 difiere de B8 endossustitucionescontiguasen los residuos

95 y 97. Su origenseexplicaríapor una recombinaciónentreBw6O y B8, seguidaporuna

transferenciade un segmentocorto de DNA o poruna doble mutaciónpuntual.

1.9.HLA-B27

La especificidadserológicaHLA-B27 poseeuna relevanciaespecialdebido a su fuerte

asociacióncon la espondilitisanquilosante,el sindromede Reitery otrasespondiloartropatias

(96,97),una de las mayoresdetectadasentreun antígenoHLA y una enfermedad.El análisis

de la reactividad de esteantígeno con Acm, de su movilidad en elec-toenfoquey de su
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reconocimientopor CTL alogénicosy restringidos,puso de manifiesto la existenciade un

conjunto de moléculas diferentes englobadasdentro de lo que anteriormentese había

consideradocomo una especificidadHLA única.

1.9.1.Detecciónde los subtiposde RLA-B27

1.9.1.1.Subdivisiónde B27 con Acm

Grumetet al generaronun Acm frentea B27 denominadoB27M2 (98), cuyo determinante

sólo estabapresenteen un 87% de los individuos B27+. Medianteestudiosde familia se

comprobóquelasmoléculasB27M2+ y B27M2- constituíanvariantesdeesteantígeno,ya que

su reactividadno estabaasociadaaningún otro antígenoHLA. Posteriormente,sedetectóla

existenciade un tercergrupode célulasB27 quepresentabanuna reactividadintermediacon

esteAcm (99,100).

1.9.1.2. Reactividadde B27 con CTL alo~énicos

La generaciónde CTL alogénicosen sistemasen los que las células estimuladorasy

respondedoraseranambasB27+,peropertenecientesadistintosindividuos,pusode manifiesto

la existenciadedosvariantesdeesteantígeno:W y K (101).Un estudioposteriormostróque

los OIL generadosfrentea estossubtipossedirigían contra dos tipos de determinantes,uno

comúna ambosy otro especificode subtipo (102).Con un panelde individuosmás amplio se

demostróla existenciade un tercer subtipo al que se denominó O y que se encontraba

predominantementeen individuos orientales(103).AlgunascélulasB27 + no eranlisadaspor

OTL específicosdecadauno de estostressubtipos,permitiendodefmirunacuartavariantede

esteantígeno,B27D (104).

Otrosestudiosmostrarontambiénel comportamientodiferencialde estossubtiposfrente

a clonesde CTL. Así, un clon de CTL especificodeRl presentabacapacidadUtica frentea

dianasB27K perono frentea las B27W (105).Tambiénsedescribióun clon anti-B27quesólo

reconocíaa las célulasB27+M2+ (106).

1.9.1.3. Comportamientode B27 en sistemasde restricción

Variosestudioshananalizadoel comportamientode B27 en respuestasantivirales.Toubert

et al (100)generaronCTL, restringidaspor B27, especificasdelvirus A de la influenzay del

virus de Epstein-Barr(EBV). Deacuerdocon la reactividadde los CTL anti-EBV, definieron

tressubgruposdeB27.El subgrupo1 estabaconstituidoporlas moléculasB27 quereaccionaban

con el Acm M2 y parecíacorrelacionarsecon lavarianteW, definida porOTL alogénicos.El
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subgrupo2 incluía las célulasB27+ M2- y era equivalenteal K. El subgrupo3 correspondíaa

las célulasB27+ con reactividadintermediacon el Acm M2, hallándosepredominantemente

en individuos orientales,lo que hacía suponerque equivalia al O. Sólo pudierongenerar

respuestasanti-influenzaA restringidaspor B27 en el 35% de los individuosy, debidoa este

bajonivel derespuesta,únicamenteseobtuvieronCfI. frentea los grupos1 y 2, perono frente

al 3.

1.9.1.4.Patrónde los subtiposde B27 en electroenfoque

Mólderset al (107)analizaronla movilidadde los subtiposW y K engelesbidimensionales,

observandoque el pI del subtipoK era masbásicoque eldel W. Un estudioposteriormostró

que los subtiposW, 1<., 0 y D eran distinguiblespor electroenfoque(108), siendoel pI de O

semejanteal de W, mientrasque el D poseíaun pI másácido.

El examenporelectroenfoquede las moléculasHLA-B27 de 68 individuos no relacionados

(109) reveló la existenciade seis variantesde B27. Estossubtipossedenominaron:a, b, c, d,

e y f. Tresde ellos (a, b y c) teníanun pi semejante,mientrasqueel restoeranmasbásicos.

Los subtipose y d diferían aproximadamenteen unaunidaddecargarespectodela, yf en dos.

Medianteestudiosde familia seestablecióque los subtiposb, e y f estabandeterminados

genéticamente.Estossubtiposteníanunareactividaddistinta frentea un paneldeantisueros

y Acm quereconocíanepitoposasociadosa B27, y presentabanunadistribuciónétnicadistinta

(Tabla II). La reactividadcon el Acm M2, la frecuenciay el patrón de movilidad en IEF

sugeríanqueel subtipoa correspondíaal W, e al K y b y c al 0, constituyendoel d y elf dos

nuevossubtipos.

Posteriormentese unificó la nomenclaturade los subtiposde B27 denominándosecomo

B*2701 aB*2706 segúnsupI (110) (TablaIII). Estanomenclaturaesla queutilizaremosen la

exposiciónde estetrabajo.

1.92.Frecuenciade los subtiposde B27 y distribuciónétnica

La frecuenciadelantígenoHLA-B27esaproximadamentedel3,4%encaucasoides,del 1,9%

ennegrosamericanosy del 1,6% en orientales.En algunaspoblacionescomo negrosafricanos

suproporciónesmuybaja,mientrasqueenotras,comoindiosamericanosy esquimales,esmuy

alta (111). Existe, además,una distribucióndiferencial de los subtiposde B27 en distintos

gruposétnicos(103,104,109).En la poblacióncaucasiana,el 90% de los individuos B27+



26

Tabla II. Reactividadserológkade los subtiposde B2’7m

Subtipob Patrónen IEF Acm
B27M2

Aloantisuero
KC-MJAP7.l B27M1P56.l

B27a 0~ + + + + +

B27b O + + — ~1- +

B27c O + + — ~1— +

B27d +1 + + + +

B27e +2 + + +

B27f +2 + + + +

• Los datosde estaTabla sehan extraído de Choo et al (109).
Paranomenclaturaactualde los subtiposde HLA-B27 ver Tabla IV
El númerode cargasestáreferidoal subtipoB27a.
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Tabla III. Nomenclaturasde los subtiposde HLA-B27

Acm M2 CTL alogénicos CTI. restringidos IEF

B*270P B27f

B*2702 B27M2- B27K B27.2 B27e

B*2703 B27d

B*2705 B27M2+ B27W B27.l B27a

B*2704 B27M2+/- B27C B27.3 B27b,c

B*2706 B27D

a Nomenclaturaadoptadaen el 10~ “Workshop” de Histocompatibilidad(110).
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pertenecenal subtipo B*2705. Los subtiposB*2701 y B*2702 parecenexclusivos de esta

población,el primero de los cualessólo seha detectadoen dos individuos, mientrasque el

segundose presentacon una frecuenciadel 10% entre los B27+. B*2704 es un subtipo

minoritario en caucasianos,siendosu frecuenciamenordel 1%. Sin embargo,en la población

oriental predomina el subtipo W2704 (55%) aunque W2705 está presenteen una alta

proporción(45%). B*2706 pareceun subtipominoritario, detectadoúnicamenteen individuos

orientales,pero no hayestudiosde poblaciónfiables.Los dosúnicosrepresentantesdelsubtipo

B*2703 pertenecena Negros americanos.Recientemente,mediante la técnica de PCR

(“polymerase chain reaction”), utilizando una sonda específica de B27 que incluía los

nucleótidoscodificantesde los aminoácidos66-71, seha detectadoque 11 de 18 individuos

B27+ de una poblacióndel Oestede Africa (Gambia)pertenecíanla subtipoB*2703. Estos

resultadosindican que estesubtipo,extremadamenteraro o ausenteen otrosgruposétnicos,

escomúnen los individuosB27+ del Oestede Africa (112).

1.9.3.Análisisestructuralde los subtiposde B27

Mediantesecuenciaciónproteicasedeterminóla secuenciade aminoácidosde la porción

extracelular de HLA.B*2705, subtipo mayoritario en la población (46). Posteriomentese

determinóla secuenciade nucleótidosdel gen codificantede estamolécula(31,113,114).La

secuenciade los subtiposB*2702 (115), B*2704 (116)y B*2706 (117) sedeterminómediante

la realización de mapas peptidicos comparativoscon W2705 y análisis de secuencia

radioquímica.B*2702 difiere en tresaminoácidosdeB*2705 quecorrespondenaun cambiode

Asp porAsn en posición77, uno de Thr por Ile en el residuo80 y uno de Leu porAla en el

residuo81. Posteriormentela secuenciade nucleótidosdel gen de W2702 confirmó que no

existíaningunasustituciónadicional(31). B*2704 difiere deB*2705 en los residuos77 y 152 en

los que seha reemplazadoun Asp poruna Sery una Val por Glu, respectivamente.B*2706

poseelos mismoscambiosqueB2704y dossustitucionesadicionalesenlos residuos114y 116.

La primeracorrespondea un cambio de lis a Mp y la segundaa uno de Asp por Tyr. Por

comparacióncon la estructuratridimensionalde HtA-A2, todos los residuosen que varían

estos subtiposestán situadosen el sitio de unión del péptido, con sus cadenaslaterales

orientadashaciala cavidad (41,42).Los residuos77, 80 y 81 seencuentranen la hélice a del

dominio a1, 152 seencuentraen la de a2 y 114 y 116 estansituadasen las láminasfi del
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dominio a2, que constituyenla basedel sitio.

1.9.4.Localizaciónde los determinantesserológicosde HLA-B27

Sehandescritociertosaloantisuerosquedistinguenalgunosdelos subtiposde B27, aunque

la mayoríade ellos no poseenestacapacidaddiscriminatoria.Uno de ellos,el KC-MJA (109)

puededistinguir a B*2702 y W2703 del resto de los subtipos.El estudiode una serie de

aloantisueros,procedentesde mujeresembarazadas,ha mostradola existenciade múltiples

epítoposserológicosen el segmento77-81 (118). La reactividadde algunosde ellos depende

delpolimorfismoen el residuo77, mientrasqueenotroscasossoncríticas las posiciones86 y

81. Mediante ensayosde absorciónde un aloantisuerohumano, especifico de B27, con

transfectantesque expresabanmoléculashíbridasB7/B27,seha determinadoque el dominio

a1 seria el responsablede la aloespecificidadserológicade B27 (64). Estos estudios han

permitidodistinguir dosepitoposen estedominio, uno asociadoa los residuos82 y 83 y otro

al residuo9.

Sehanutilizado variasaproximacionesparaestablecerla localizaciónde los determinantes

de B27 reconocidosporAcm. La correlaciónde la estructuradelos subtiposW2702y B*2704

con la reactividaddel Acm M2 ha sugeridoqueel residuo77 escrítico parael reconocimiento

por esteAcm (115,116).El análisisde la reactividadde híbridos B7/B27con el Acm TMI ha

demostradola contribuciónde los residuos77 y 80 en el determinantereconocidopor dicho

Acm (64).Estetipode ensayoshanpermitidodefinir tambiénunaasociacióndel determinante

Bw4/Bw6 con los residuosR82 y/o 083. La reactividaddeuna seriede mutantes,en los que

sereemplazóel residuode Cys en posición67, con losAcm ME 1, OS145.2 y OSP5.3guardaba

unarelacióndirectacon el tamañodelacadenalatera]delaminoácidointroducido(119).Estos

Acm reaccionancon B27 y con otrasespecificidadesB queno compartenel mismoaminoácido

en estaposición,por lo queno parecequela Cys 67 participeen los epítoposreconocidospor

estosAcm, aunqueesprobablesu poximidadespacialaellos.La comparaciónde lassecuencias

de las especificidadesHI.A reconocidaspor el Acm MEl (B27, B7, Bw42 y Bw22) sugierela

participaciónde los residuos69 y 71 enel determinantereconocidopor esteAcm (52).

1.93.Epitoposde RLA-B27 reconocidosporCTL

La primera evidenciadel reconocimientodiferencial de los subtipos de B27 por OTL

alogénicosprocededelos trabajosinicialesen los quesedistinguieronestossubtipospor líneas
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policlonalesde C~L (100,104,105).Medianteestosestudiossedetectóla existenciade varias

moléculasB27 diferentesincluidas dentrode lo que sehabíaconsideradouna especificidad

serológicaúnica.Sin embargo,no permitíandefinir laheterogenidadni la especificidadfma de

las respuestasalorreactivasanti-B27. Poteriormente,varios trabajosrealizadosen nuestro

laboratorio han analizadola reactividad frente a estos subtiposde un conjunto de CTI.

monoclonales,obtenidospor estimulaciónde linfocitos de sangreperiférica(PBL) B27-, con

célulasB*2705+. En un primerestudioseaisló un clon que diferenciabalos subtiposW2702,

B*2704 y B*2705 y presentabauna reactividaddébil con Bwó0 (120). La correlaciónde su

patróndereaccióncon la estructurade los subtiposrevelólas principalescaracterísticasdelos

epítoposdeCII. específicosde B27: 1) la complejidadestructural;2) el efectomoduladordel

polirnorfisnio en el segmento74-81 y 3) la importanciacrítica del residuo 152. Estudios

posterioresdela reactividadde 18 clones,generadoscontraW2705en un mismorespondedor,

pusieron de manifiesto una considerableheterogeneidadclonal, detectándoseal menos7

patronesde reaccióndiferentesfrente a los subtiposde B27 (121,122).Las características

generalesde estos clones fueron: 1) algunos epítopos eran particularesde B*2705; 2)

inesperadamente,algunosclonespresentabanreaccióncruzadacon un subgrupode antígenos

HLA-DR2. También,sedetectaronalgunosclonesquereconocíana B4O (B*4002);3) algunos

clonespresentabanunareactividaddiferencialconlos subtiposW2701y B*2703, indicandopor

primeravezla relevanciafuncionalde estossubtipos;4) B*2702 era reconocidopor todoslos

clonescon menoreficienciaque B*2705; 5) ningunode los clonesgeneradosteníacapacidad

lítica frente a dianas que expresabanlos subtiposB*2704 o W2706, que compartenlas

sustitucionesen los residuos77 y 152. Esto sugeríaqueestosresiduosformabanpartede una

estructurainmunodominanteenel antígenolILA~B*2705. La bajarespuestadeCTL obtenida

cuandoseutilizó el subtipoB*2704 como estimuladorapoyabaestaobservación(123).En estos

ensayos,sólo sepudoobtenerun clon frentea B*2704, que secaracterizabapor reconocera

todos los subtiposde B27, con excepciónde W2703.

Existenpocosdatosreferentesal comportamientode B27 como elementode restricción,

aunqueseha descritoqueesteantígenoactúacomoun elementode restricciónespecialmente

eficienteen respuestasantivirales(124).W2702, B*2704 y B*2705 tienenun comportamiento

diferencialen las respuestascitotóxicasfrenteal virus de la influenzay deEBV (100). Además,

B*2702 y B*2705 sondistinguiblespor«rL anti-virales(influenzaA y Sendai),restringidaspor
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B27, procedentesde ratonestransgénicos(125). No seha examinadoelpapelcomo elemento

de restriccióndelos subtiposB*2701, B*2703 y B*2706. Sehanidentificadodospéptidosvirales

que puedenser presentadospor HLA-B27, siendo reconocidaestacombinaciónpor OT’I.

específicos.Uno correspondea los residuos265-279de la proteínagag delvirus HIV-1 (126)

y otro que incluye los residuos384-394de la nucleoproteinadel virus A de la gripe (127).

1.9.6.AsociaciónentreHLA-B27 y la espondilitisanquilosante

El 96% de los individuos que padecenespondiitis anquilosante(AS) en la población

caucasianason B27+. Sin embargo,sólo un 2% de los B27, aproximadamente,padecenla

enfermedadcuando no existe un historial familiar. En estos casos, la incidencia de la

enfermedadpuedesersuperioral 20% (96).Existe unavariabilidaden la susceptibilidadaesta

enfermedaden distintaspoblaciones,de formaqueen negrosnorteamericanossólo el 50% de

los individuos espondilíticosposeenel gen de B27 (128). No seconocenlas causasde esta

asociación,aunquesedescartaque seadebidaa cambiosestructuralesentrelas moléculasB27

de individuossanosy enfermos,puestoqueéstasno presentanningunadiferenciaa estenivel

(114,129).Sehan sugeridovariashipótesispara explicar estaasociación.

Sehapropuestoquela susceptibilidada la enfermedadpodríaestarocasionadaporun gen

endesequilibriodeligamientocon elde B27 (128).Sin embargo,nosehadetectadoningúngen

de susceptibilidad distinto a B27 en diversos estudiosgenéticos(130) y en estudios de

polimorfismo de fragmentosde restricción (RFLP)(131). Además, esta hipótesisparece

improbablea la vista de resultadosrecientesque han mostradouna relacióndirectaentrela

expresiónde HLA-B27 en ratastransgénicasy el desarrollode transtornosinflamatorioscon

característicassemejantesa las enfermedadesasociadasa HLA B27 (132).

Geczyet al propusieronque la AS podría estardeterminadapor un factor proteicode

origenbacterianoquemodificaraespecíficamentea B27 (133).Entrelasprincipalesevidencias

experimentalesque sustentanestahipótesisse encuentran:1) la reactividad cruzadaque

presentanalgunosAcm generadosfrentea bacteriasentéricas,como Klebsiella, con células

B27+ deindividuosenfermos;2) la adquisicióndelascaracteristicasdelascélulasdeindividuos

con AS, tras la incubaciónde célulasde individuossanoscon filtradosprocedentesde cultivos

bacterianos;3) la generaciónde una respuestade OIL por estimulaciónde célulasB27 + de

individuossanoscon célulasprocedentesde espondilíticos,HLA idénticos(134). No obstante,
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estoshallazgossonpolémicosya que no hanpodido reproducirseen otros laboratorios.

La hipótesisdel mimetismo molecularproponeque determinadosantígenosbacterianos

compartiríanalgunacaracterísticaestructuralcon B27, de forma que la respuestagenerada

frente a una mfección bacterianapodría diigirse contra B27, causandodaño tisular. Esta

hipótesis se basa en la reactividad de algunos antisuerosgeneradoscontra Klebsiella

pneumoniae,Yersinia pseudotuberculos¿so Shigeila psudotubercutostv con B27 (135-137).

Mediantecomparaciónde secuenciasseha detectadola existenciade regionesde homología

entrealgunosantígenosbacterianosy varios segmentoscomprendidosentrelos residuos61-

84 de B27, situadosen la regiónde hélice a del dominio a1 (138). El hechode que antisueros

generadoscontra péptidossintéticos,que reproducendeterminadassecuenciasbacterianas,

reaccionencon B27 sugierela existenciade epítoposcomunesen ambostipos deproteínas.

Toubertet al (139)handetectadoqueel Acm Ye-3, quereconoceun determinanteen la región

77-81 de B27, reaccionacon unaproteínade Ypseudotuberculosis.Recientemente,Ewing et al

(140) han descrito la existencia de anticuerpos en sueros procedentesde individuos

espondilíticosB27+ que seunena péptidosprocedentesde HLA-B27 y de la nitrogenasade

K pneumoniae.EstosAc reconocendosepítopos(1 y II) en el segmento68-82de B27. Los

autoressugierenquela reaccióncruzadaentreB27 y K¡ebsiellapodríadeberseal segmentoque

defineel epítopo 1 (residuos68-75).

Los subtiposmayoritariosde B27 (B*2702, 04, 05 y 06) secorrelacionande forma similar

conlaAS (141),lo quesugierequela asociacióncon estaenfermedadpodríaestardeterminada

porunacaracterísticaestructuralcomúna todosellosy específicade B27. Benjaminy Parham

(142) proponenquela susceptibilidada la enfermedadpodríaserel resultadodeunareacción

decélulasT dirigida contraun péptidoespecífico,generadoen el transcursode la enfermedad,

con capacidadde unión a B27. Proponenqueuna cavidadproximaal residuo45 (“pocket45”),

descrito en las estructurastridimensionalesde los antígenosHLA (43), jugaría un papel

importanteen la unión de este péptido, ya que presentauna combinación de residuos

característicade B27, que estáconservadaen todoslos subtipos.Además,uno de los residuos

quelo componen,la Oys 67, podríaproporcionarun punto decontactocon el péptido,por la

formaciónde un enlacecovalentea travésde su grupo-SH. El hechodequela enfermedadse

restrinja a unos órganosdeterminadospodría explicarsepor la unión a B27 de un péptido



33

específicode tejido.

1.10. PAPEL DE LOS ANTIGENOS MHC EN EL RECONOCIMIENTO POR LA CELULA T

1.10.1.Receptor del antígenode la célula T

El TCR esla estructuraencargadadelreconocimientodel complejoMHO/péptido.Se han

descritodos tiposde receptores,cadauno de ellos formadospor doscadenasunidas por un

puentedisulfuro: a/fi y r/6 (143,144).Estascadenasposeenregionesconstantesy variables

como las inmunoglobulinasy su región citoplasmáticaesta cargadapositivamente.Ambos

receptoresestánasociadosno covalentementecon el complejo0D3 que constaal menosde

cuatro cadenasno poliniórficas: 7, 6, e y , cargadasnegativamenteen su región

intracitoplasmática.Recientemente,seha descritoquedoscadenasmáscoprecipitancon CD3

en célulastratadascon digoxina (145).Todaslas cadenasde0D3 pertenecena la superfamilia

de las inmunoglobulinas,presentanuna alta homología y contienen puentesdisulfuro

intracatenarios.Las cargaspositivasde las cadenasdel TCR podríanserimportantesparala

interaccióncon CD3. Las cadenasa y 13 (o r y 6) forman la estructurade reconocimientodel

antígeno, mientras que el complejo CD3 está implicado en la transmisión de señales

intracelulares.

El tipo de receptormásestudiado,y del quemejorseconocesu función, esel constituido

por las cadenasa y fi. Estascontienensecuenciasy, D (cadenafi) y J, homólogasa las que

constituyenel dominio variable de las Ig. Estossegmentosse reordenanen el procesode

maduraciónformandola regióny, adyacentea unaregión constante(O) particular.Los genes

quecodifican el receptorr /6, cuya función esdesconocida,poseentambiénsecuenciasV, D

(en el caso de 6), J y C (144). En las Ig los puntos principalesde contactocon el antígeno

(regionesdeterminantesde la complementariedado COR) estánconstituidaspor las tres

regioneshipervariables(146). El TCR presentauna alta variabilidad en las tres regiones

equivalentesalasdeIg, peroseconcentrasobretodoen la correspondientea CDR3 (147).En

elTCR, comoenIg, las regionesequivalentesaCORI y CDR2estáncodificadaspor el genV,

mientrasque CDR3estaformadopor la asociacióndeV y J (ena y r) y de V, D y J (en 13 y

6). Dadala similitud entreambosgruposde moléculas,esprobablequelasregionesconstantes

de las cadenasde TCR esténplegadasen dominios como las de Ig. No obstante,existen

característicasdiferencialesentreestosdosreceptores.El TOR generalmenteutiliza un número
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menordesegmentosV quelas Ig, aunquepresentauna mayordiversidaden la región V-J. La

diversidaden estaregión del TCR esdebidaa varios factores:diversificaciónen las regiones

N, mayor númerode segmentosJ, flexibilidad en el punto de unión en el extremo3’ de las

cadenasy y traducciónde las regionesD en las tresfasesde lecturaposibles.Sin embargo,los

efectosdehipermutaciónsomáticaparecenserespecíficosde Ig (147).

1.102. Reconocimientodel complejoMHC/péptidoporel TCR

En las Ig las regionesvariablesde las cadenaspesaday ligera estánapareadasde forma

quelas tresregionesCDRdecadadominioestánagrupadasen los extremosde los brazosFab

de la molécula,generandoel sitio de unión del antígeno(146). El sitio combinantede las Ig,

visto desdela direccióndel antígeno,estádispuestode forma quelas regionesODR1 y CDR2

de ~L estanseparadasde las de ~ alojándoselas regionesCDR3 de los dosdominiosen el

espaciocentral (147). El análisis de complejosFab/antígenoha mostradoque las cadenas

lateralesde las seis regionesCDR interaccionaríancon el antígeno,consistiendola interfase

de unión en una superficie plana con depresionesy protuberanciasque se acoplaríana la

superficiedel antígeno(148).Los datosde secuencia,la predicciónde la estructuradelTCR

y la conservaciónde algunosresiduosclave, sugierenque los dominiosV del TCR y de las Ig

estánplegadasde forma semejante.Así, los sitios combinantesde Va/VB y Vr/VS del TOR

seríansimilaresa los de ~N/~L en Ig (149). En basea esto,se ha propuestoun modelo de

reconocimientodel complejo MIHC/péptido por el TCR (147,149,150).La estructuradel

complejoMHO con un péptidounido en su superficieseríarelativamenteplana.Las hélicesa

deMHO estánseparadasporuna distanciaequivalente(18k) ala existenteentrelas regiones

CDRl y CDR2 de ~H y ~ Así, si las estructurasdel TCR e Ig fueransimilares,las regiones

equivalentesa CORi y CDR2 de Va y VB interaccionaríancon las cadenaslateralesde las

hélicesade MHO, permitiendoquela regióncentraldelTOR, equivalentea CDR3,contactara

con el péptido.Esta región estáconstituidapor los segmentosde mayor variabilidadde la

molécula(V/J y V/D/J), lo queexplicaríala capacidadde reconocimientoporpartedelTOR

de una gran variedadde péptidos, incluidos en una estructurade mayor tamaño y menor

diversidad,comoesel MHO. Podríanexistir otrasformasdeinteracciónalternativas,peroesta

parece la mas probablea la vista de la correlacióndetectada,en algunossistemas,entre

secuenciasy y determinadosantígenosMHO (151).No obstante,no esesperablequeen todos
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los casoshayauna correlaciónentrelos residuosJ y ]a restricciónde un péptidoparticular,ya

que los cambiosde residuosdel MHO puedenafectarla conformacióndel péptido unido y,

posiblemente,su orientación en el sitio. Además, la superficie del complejo MillO es

suficientementegrandeparapermitir la interaccióndel TCR con una disposicióndiferentea

lo largo de las hélicesa. Así, los segmentosVa y VB utilizadospor las célulasT restringidas

por la misma moléculaMHO podríanserdiferentes.

1.103.Reconocimientorestringido:presentaciónde péptidos

Las células1 reconocenalos antígenosextrañosen el contextode moléculasMMC propias,

fenómenoquesedenominarestricción(152).Engeneral,aunquehayexcepciones,las moléculas

de ClaseII actúancomoelementode restricciónen lasrespuestasde linfocitosT cooperadores

(153), mientrasque las de Clase1 restringenlas respuestasde linfocitos T citolíticos (154).

Las proteínasantigénicasson degradadasen el interior de la célula, presentandolas

moléculasMHO los péptidosresultantesa las célulasT (154).El procesamientode antígenos

puedesersuplantadopor incubaciónde las células dianacon péptidossintéticoso fragmentos

de proteínasobtenidospor digestióncon CNIBr. Medianteensayosin vitro, seha demostrado

la unión directadepéptidossintéticosa moléculasdeClaseII solubilizadas(155, 156)y seha

detectadouna correlaciónentre dicha unión y la especificidadde las células T frente al

complejo. No obstante, se ha observado unión de algunos péptidos a determinadas

especificidadesMHO, aunquesu combinaciónno era reconocidapor OIL (157).

Las primerasevidenciasdirectasde unión de péptidosa antígenosde Clase1 in vitro fueron

proporcionadaspor Cheny Parham(158)y Bouillot et al. (159). Comoenel casode ClaseII,

los péptidosseunían con mayor afinidad a sus elementosde restriccióncorrespondientes,

aunquepuedanunirsea otrasespecificidadeslILA. El estudiode Chenestimabaquemenos

del 0,3% de las moléculaslILA expresadasen la membranapodían asociarsea péptidos.

Recientemente,mediantela aplicacióndel sitemadescritoporBouillot (159),seha analizado

lacapacidadde unión devariasseriesdepéptidosa distintosantígenosde Clase1(160-162).

En estosensayos,seha estimadoque del 10 al 25% de las moléculaslILA unirían péptidos.

Los resultadoshanmostradoquela mayoríadelos péptidospuedenunirsea variosantígenos

lILA de Clase 1, aunquela combinaciónresultanteno seareconocidapor CTL específicos.

Estos datossugierenque la unión de péptidosseria permisiva y que la restricción en el
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reconocimientopor CTL se debería,probablemente,a que algunosde estospéptidosno se

generaríanpor los mecanismosde procesamientonaturalesde la célula o a los procesosde

seleccióndel repertoriode célulasT.

La constantede asociacióndepéptidosa antígenosMIllO, tantode Clase1 como de Clase

II, esbaja, pero unavez que se ha formado el complejo MHC/péptidoestese disociacon

dificultad. Esto contrastacon la capacidadde presentaciónde un gran númerode péptidos

distintosporlas moléculasMHO. Sehaestimado(163)queessuficientecon 210-240complejos

Claseil/péptidoenla superficiedeunacélulapresentadorade antígeno(APC), paraquetenga

lugar la activación de célulasT, lo que suponeun 0,1% de las moléculasde ClaseII que

restringenla respuesta.Estoindica queunacélulapuedepresentarun grannúmerodepéptidos

distintossimultanéamente.

Numerososestudioshanmostradoquela longitud mínima de los péptidosreconocidospor

OTL estaríaen un rangode 5-20aminoácidos(155,156,164-166).Las dimensionesdel sitio de

unión podríanacomodarun péptidoena-hélicede 20 residuos,o uno de 8 si su conformación

fueraextendida(42). Uno de los extremosdel surco(cercadel residuo77) estáabierto, lo que

permitiría que péptidosde mayor tamaño se extendieranfuera de él. Probablementees

necesarioqueelpéptidotengaunalongitud mínimaqueproporcionela conformaciónrequerida

parala interacción.Recientemente,sehanaisladolos péptidosasociadosa antígenosdeClase

1 murinosen célulasinfectadascon virus (167,168).Estospéptidosnaturalessecorresponden

con los defmidospreviamentecomo mayoritariosporanálisiscon péptidossintéticos,aunque

su tamañoesmenor,8 residuosen un caso(167)y 9 en otro (168).La longitud similar de estos

dos péptidospodría reflejar las dimensionesdel sitio de unión del antígenoy sugiereque su

conformaciónseríaextendida.Además,dichospéptidoseranespecíficosdealelo,deformaque

sólo seaislaronen célulasqueexpresanel elementode restriccióncorrespondiente.Dadoque

un antígenoMHO puedeacomodarpéptidosdistintosen el mismo sitio de unión, esposible

que la mayoría de ellos compartanalgunascaracterísticasestructurales.Se han propuesto

distintosmétodosdeprediccióndedeterminantesantigénicos,asociándoseenalgunoscasoscon

motivosestructuralesen la secuencia(169) y en otroscon la capacidadde los péptidospara

adquirirunaconformacióndea-héliceanfipática(170). Sin embargo,lascaracteristicasdelsitio

de reconocimientoindican que no se requiere una estructuraanfipática, ya que contiene

residuospolaresy cargados,así como aminoácidosno polares,y su forma permitiría la



37

interaccióndel péptidotantocon las hélicesa, comocon las láminasfi de la basey no con una

solasuperficie(42). La aplicaciónde modelosinformáticosha mostradoque esdifícil acoplar

péptidoscon unaconformaciónhelicoidalen el sitio de unión del antígeno(150). En cuantoa

los motivoslinealespropuestos,seha observadoquepéptidosqueno los contienenpuedenser

reconocidospor célulasT (171).

El repertoriode las células T frente a muchasproteínasva dirigido contra un número

limitado de sitios dominantesy no contratodos los segmentosde la cadenapolipeptídica.En

general,el númerodeepitoposreconocidosen el contextodeClase1 esmenorqueenel caso

deClaseII. La homologíaestructuralentrelos antígenosde Clase1 y 11(44),y el hechodeque

son reconocidospor lCR similares (147), sugiere que los mecanismosde presentaciónde

antígenosonequivalentesen ambossistemas.Además,sehanidentificadomotivosestructurales

comunesen péptidosrestringidosporClase1 y 11(172).

Otrosestudiossehanencaminadoadefinir las posicionesdelpéptidoqueinteraccionancon

el MHO y con el TOR, mediantela sustituciónsistemáticade aminoácidosa lo largo de un

péptidodeterminado.Los efectosdelassustitucionessonvariablesy en muchoscasosdependen

del aminoácidointroducido y de la especificidadfina del clon de OIL particular (154). En

algunasocasionesse ha analizadola presentaciónde estasseriesde péptidosanálogospor

moléculasMHO con sustitucionesconcretasenlos dominiosa, y a2. Generalmentelos residuos

localizadosen el sitio de unión del antígeno,o que son accesiblesal TOR, resultanen una

pérdidao alteracióndel reconocimientodel péptido.Muchosde estoscambiostienenefectos

diferencialesen clonesde CTL individuales(74,76).

Otra cuestiónsin resolveres donde y cuandose forman los complejos MHO/péptido.

Generalmentelos péptidosprocedentesdeproteínassolublesextracelularesseunenaantígenos

de ClaseII, mientrasquelos procedentesde proteínassintetizadasen el interior de la célula,

como las expresadasen la infección por virus o las codificadaspor antígenosmenoresde

histocompatibiidad,se unena los de Clase1(154).No parecenecesariala expresiónde las

proteínasantigénicas,reconocidasen el contextode Clase1, en la superficiecelular (173),

existiendosin embargo,una correlaciónentresu tasade degradaciónen el citoplasmade la

célulainfectaday el reconocimientode epítoposporcélulasT (174).Lasvías deprocesamiento

y presentaciónde los antígenosreconocidosen el contextode Clase 1 y II son distintas. Las

proteínasextracelularesseríancaptadaspor la célula y transportadasa un compartimento
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endosomalperiférico,dondetendríalugarsu procesamiento(175,176).Los antígenosde Clase

II alcanzaríanestecompartimentodesdeel retículo endoplásmico(RE) (176),y seunirían a

los péptidos generadosen el procesamiento.Durante el trayecto desdeel RE hasta la

membranacelular, las moléculasMHC estánasociadastransitoriamentecon una proteína

denominadacadenainvariante(177).La cadenainvarianteprevienela asosciaciónde péptidos

en el RE y el Golgi y dirige el transporteintracelularde los antígenosde claseII hastael

compartimentoendosómico,dondesedisocia y degrada,posibilitandola unión depéptidosa

clase11(178,179).Noobstante,en situacionesexcepcionalespodríahaberunaunióndepéptidos

a Clase II enel RE (180). Los péptidosque seasociancon moléculasde Clase 1 procederían

de proteínasprocesadasen el citoplasmacelular, aunqueen algunoscasosla degradación

podríaocurrir enel RE (181).Los péptidosseríantransportadoshastael RE, dondeseunirían

a las moléculasde Clase1, siendotransportadoslos complejosresultantesa la superficiecelular.

Recientementesehansecuenciadounaseriede genes,localizadosen la región MHC deratón

(182,183), rata (184) y humanos(185) que podrían ser los responsablesdel transportede

péptidos desde el citoplasma hasta el RE. Estos genes parecen codificar proteínas

pertenecientesa la superfamilia“ABC (ATP-binding-cassette),que incluye una serie de

proteínasencargadasdel transportede iones,moléculasdepequeñotamañoy péptidosa través

de membranas.Seha propuestola existenciade unaproteínaen el REcon capacidadde unión

a moléculasde Clase1, de forma semejantea la cadenainvariante,cuyafunción fuera retener

a dichasmoléculashastaque estuvieranasociadascon péptidos(186). Recientemente,se ha

observadoque la asociacióncon péptidoses necesariapara el plegamientocorrectode las

moléculasdeClase1, suasociacióncon la fi2m y su transportea la membranacelular (187).

El ensamblajedemoléculasMHC de Clase1 en lisadosdecélulassolubilizadaspordetergentes

dependede las concentracionesdepéptidoy de fi2m (188). Además,seha demostradoque la

asociacióndel antígenoHLA-B27 con la B2m, en sistemasde traducciónde mRNA libres de

células, dependede un péptido específico, siendo necesariala presenciade vesículas

microsomalesque mimeticenlas membranasdel RE (189). No obstante,podría haberun

transportede moléculasde Clase1, libres de péptido,hasta la superficiecelular, si bin estas

son degradadasrápidamentea la temperaturafisiológica (190). Estas moléculaspueden

estabilizarsepor la adición depéptidosexógenos.
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1.10.4. ReconocImientoalorreactivo

La estimulaciónde linfocitos con célulasqueexpresanantígenosMHO diferentesprovoca

unarespuestadecélulasT, tantocooperadorascomocitotóxicas,dirigida contraestosantígenos

extraños,quesedenominaalorreactividad.No seconocenlasbasesmolecularesquedeterminan

estasrespuestas,aunqueseha propuestoque podríanimplicarel reconocimientode motivos

polimórficosenelaloantígenointacto.Enestecasoel reconocimientopodríaserindependiente

de los péptidosunidos, o podría implicar moléculasMHO “vacias” (191).Otrahipótesissugiere

quelasrespuestasalorreactivasestaríanmediadas,análogamentealas restringidas,porpéptidos

unidos al aloantígeno(192,193).Estos péptidosprocederíande proteínasdegradadasen el

metabolismocelular.La presenciade una gran variedaddepéptidosdiferentes,asociadoscon

el aloantígeno,explicaría la alta frecuenciade precursoresde células T activadosen las

respuestasalorreactivas(194), en contraposicióncon lo que ocurreen las restringidas,en las

que la frecuenciade precursorescontra un antígenodado es menor.La teoría alternativa

proponequela alta frecuenciade precursoresalorreactivossedeberíaa queun gran número

de clonesdeCTL poseeríanTCR con capacidadparaunirsedébilmenteatodaslas moléculas

de Clase 1, independientementede si estáno no asociadascon péptidos.EstosCTL lisarían

eficientementea lascélulasdianadebidoaquela alta densidaddelligandocompensaríala baja

afinidad del TCR (195).

Existeevidenciade unión depéptidospropiosa moléculasMHO (196), lo que indicaque,

probablemente,no existenmecanismosparadistinguir lo propio de lo no propio a nivel de

unión de péptidosa moléculasMHO. Esta discriminaciónocurriría en el timo mediantela

seleccióndel repertoriode TCR mediadapor los antígenosMHO, con péptidosendógenos

unidosconstitutivamentea ellos.

Un gran númerode estudiossugierenque el reconocimientoalogénicoestámediadopor

péptidos:

1.-La preincubacióndeOTL especificosdeA2 con péptidosderivadosde la secuenciadeeste

antígeno,correspondientesa los residuos98-113del dominio a2 (197) y del segmento56-

59 eneldominoa1 (198),inhibían el reconocimientodedianasA2+. Además,célulasdiana

Aw69+ sesensibilizabana la lisis poruno delos clonescuandoseincubabancon el péptido

A2~, sugeriendoquela combinaciónAw69-péptidoreconstituíael epítoporeconocidopor

el clon en A2. El péptido incluía tres de los seis residuosde diferenciaentreA2 y Aw69,
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todos ellos localizadosen el dominio a1. El péptidopodría adoptaruna estructuraen a-

hélice,semejantea la adoptadapor dicha secuenciaen la proteína nativa, resultandosu

unióncon Awé9 en la yuxtaposicióndedoshélicesa equivalentesa los dominiosa1 y a2 de

A2. Los trabajosde Songet al. (199)y Olsonet al. (200)en ratónllegana unasconclusiones

semejantes.Esteconjuntode datospuedeinterpretarsecomo evidenciasde que péptidos

derivadosde antígenosHLA mimetizarían la región del antígenoHLA intacto que es

reconocidapor el TCR. Sin embargo,la interpretaci6nalternativaa estosresultadossería

que,al menosen algunoscasos,el reconocimientopor CTL alorreactivospodríaconstituir

un caso especialde restricciónporMHO en el que las moléculasdegradadasdeantígenos

de Clase 1 asumirían el papel de antígeno extraño y las intactas el de elementode

restricción.

2.- Maryanskiet al. (201) generaronrespues~asespecíficasde HLA-Cw3 y A24, restringidas

por el antígenomurino H~2Kb, por estimi~xlación con células PSiStransfectadascon estos

antígenos.EstosCTL teníancapacidadlíti}a frentea célulasPSiSsin transfectar,incubadas

con péptidossintéticos,correspondientes extremoO-terminaldel dominio a2 (202,203).

Aunqueestesistemaconstituyeun casode~econocimientorestringido,muestraquepéptidos

derivadosdeantígenosMHO puedenser resentadosporotrosantígenosMHO y sugieren

queen algunoscasosestospéptidospodría estarimplicadosen las respuestasalorreactivas.

3.-Algunospéptidos,derivadosdeantígenos eClaseII, tienencapacidadparaunirseal mismo

antígenoMHO del queprocedesu secuecia y a otra moléculade ClaseII distinta (204).

En ocasiones,se han detectadoclonesd células T alogénicosque reconocenpéptidos

derivadosde antígenosde Clase1 en el c ntexto de Clase II (205).

4.-Arnold et al (206)realizaronuna seriede studiosen ratonestransgénicosqueexpresaban

una moléculade H~2Kk queera secretad. Sus resultadosimplicabanla presenciade dos

poblacionesdeCTL alorreactivas,unapecijueñafracciónreconoceríanalaloantigenocomo

un péptidoantigénicopresentadopor otra~moléculasde Clase 1, mientrasque la mayoría

de ellas requeriríanla expresióndel aíoa4igenointacto.

5.-AlgunascélulasT alogénicasparecenrecor~ocerpéptidosespecíficosde tejido, derivadosde

una proteínaparticularo de un procesamientodiferencial(207-209).Shermanet al (210)

proporcionaronuna evidenciadirectade4eel reconocimientoporpartede algunosclones

deCTL alogénicosimplicaríapéptidosderi$adosdeproteínascitoplasmáticas.Estospéptidos
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parecíanespecíficosde ciertas lineas celularesy su tamaño aproximadoera de 10-15

aminoácidos.Buus et al (211) aislaronun material de bajo peso molecularasociadoa

complejos de Clase II murinos (la), que era de naturalezapeptídica y podía inhibir

específicamentela unióndepéptidosa antígenosla. La granheterogeneidaden el tamaño

e hidrofilia de estospéptidosendógenossugeríasu procedenciade múltiples proteínas

diferentes.

111. MOLECULAS DE ADHESION

La interaccióndelos linfocitos T con las célulasdianarequiere,ademásdel reconocimiento

del complejoMHC/péptidoporel TCR específico,la participaciónde unaseriede moléculas

de adhesión.Los experimentosrealizadosporSpitset al (212)sugierenqueen unaetapaprevia

a la interaccióndelTCR seestablecencontactosinespecíficosentreOTL y diana.Dichaetapa

puedetenerlugaren ausenciadelantígenorelevante,esdependientede Mg2 y se inhibe por

Acm dirigidoscontraunaseriede moléculasexpresadasen la superficiedel CTL: LFA-i, HLA

de Clase1, CD8 y CD2 (212-214).La fuerzade estaadhesióninicial dependedel númerode

moléculasexpresadasen la célula diana y del estadode activaciónde las célulasT. En una

segundaetapaseestabilizanlos conjugadosmediantela interaccióndel TOR con el complejo

MIIO/péptido.Estafaseesdependientede Oa2~ y se inhibeporAcm dirigidoscontrael TOP.,

0D3, lILA de Clase 1, CD8 y CD4 (212,215,216).La interacción del TOR conducea la

generacióndeunaseriedeseñalesque desencadenanla liberaciónde los mediadoresde la lisis

celular.La señallitica requierela ocupacióncon el antígenoespecificodeun númerosuficiente

de receptores,aunqueésta no es la única condición necesariapara la activación. Si la

concentracióndeantígenoeslimitante,seprecisaríael estímuloadicionaldeotrasinteracciones

quepodría serproporcionadopor las mismasmoléculasquemedianel procesode adhesión

(217).

Estudiosposterioresidentificaronlos ligandosde estasmoléculasdeadhesiónen la célula

diana.LEA- 1 sepuedeunir a dosmoléculasdistintas: ICAM-l e IOAM-2 (218,219),mientras

el único ligandodescritopara0D2 esLFA-3 (220).El TOR seuneal complejoMHC/péptido

y 0D8 y CD4 se unen a zonas constantesde los antígenosMHO de Clase 1 y II,

respectivamente(221). Las moléculasdeadhesiónpodríanjugar tambiénun papelimportante

en la transmisiónde señales,ya quelos Acm dirigidoscontraeilaspuedenmodularla función
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de los linfocitos T (217,221,222).

LFA- 1 pertenecea la familia de las integrmnas,mientrasque el restode las moléculasde

adhesiónpertenecena la superfamiiade las inmunoglobulinas(223). Constadedoscadenas:

a (ODIE), de 180 Kd y B (ODila), de 95 lCd. ODila tiene un dominio de 200 aa que no

comparteconotrasintegrinasy poseetressitiosde unión paracationesdivalentes.CD18posee

un dominio extracelularrico en Cys.LFA-I seencuentraenleucocitosy parecejugarun papel

critico en la activaciónde linfocitosT (224).

IOAM-i (0D54) consta de cinco dominiosy su PM oscila entre 90 a 114 Kd. Es una

proteínamuy glicosilada(tiene 7 sitios de N-glicosilación) y presentauna heterogeneidadde

glicosilaciónen distintostiposcelulares.Seha detectadoen unaampliagamade tipos celulares

y su expresiónesmayor en determinadosestadosdediferenciacióno despuésde la exposición

de las célulasa mediadoresde la inflamación.Es induciblepor IL-1, IFN-r y TNF (224,225).

La expresión de ICAM-1 es de crucial importancia para la activación de células T, en

condicioneslimitantesde expresióndeantigenosMHO (226).ICAM-2 constadedosdominios

homólogosa los dos dominiosN-terminalesde ICAM-1, queparecenserlos responsablesde

su unión a LFA-l. Tiene un PM de 28 lCd y posee6 sitios de N-glicosilación.Seencuentraen

diversostiposcelularesy suexpresiónno esinducibleporcitoquinas.El modo de actuaciónde

ICAM-1 e IOAM-2 esdiferente en cuantoa sus sitios de acción y su forma de regulación

(217,219).

0D2 tiene un PM de 40-45 Kd y presenta3 sitios de N-glicosi]ación. Su porción

intracitoplásmicaeslargay contieneuna región rica enPro y en residuosbásicos,altamente

conservadaentredistintasespecies,lo que sugiereque podríaserimportanteparasu función

(217,221,223).Se ha detectadoen timocitos, linfocitos T y en la mayoría de las célulasNK

(“naturalki.ller”). 0D2 puedetransmitirunaseñalque aumentao actúasinérgicamentecon las

señalesdel TCR. Lascombinacionesde algunosAcm dirigidoscontradeterminadosepítopos

de estamolécula,o de uno de estosanticuerposy LFA-3, provocanla activaciónde célulasT.

Sin embargola interaccióndeCD2 y LFA-3 no pareceejerceresteefecto(223,224).

LFA-3 (0D58) esunaproteínamuy glicosilada,dc 55-70Kd queseexpresaprácticamente

en todaslas células (221). Se han descritodos formas de estamolécula,generadaspor un

procesamientoalternativo de su mRNA. Una está anclada a la célula por una región

transmembranaconvencionaly poseeun segmentocitoplásmicode 12 aa,mientrasquela otra
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estaría unida mediante un enlace fosfatidil-inositol. Ambas formas median la adhesión

dependientede 0D2 y estánimplicadasen el funcionamientode la célulaT (223).

La interacciónentreLFA-1 e IOAM-1 es dependientede la temperaturay de Mt y

requierequeel citoesqueletoeste intacto,mientrasque la de 0D2 y LFA-3 no dependede

estosfactores(217). Las característicasdiferencialesentreestosdos tipos de interacciones

sugiereque, aunqueambospuedenocurrir simultanéamente,la contribucióndecadauno de

ellos puedevariar según las circunstancias.Estasmoléculascontribuyena la formación de

conjugadose incrementanla capacidadde las células activadaspara interaccionarlii vivo,

aunquetambiénpodrían contribuir a la generaciónde una señalde transducciónpara la

activacióncelular.

Recientementeseha descritoque la estimulaciónde célulasT con ésteresde forbol, o con

Acm dirigidoscontrael TOR (227), CD2 o 0D3 (228)provocala transformaciónde LFA-1 a

un estadode alta avidez, que no implica un aumentode la densidadde estamoléculaen la

superficiecelular.EsteestadodeactivacióndeLFA-I estransitorio,exceptocuandoel estímulo

se debe a Acm anti-CD2, en cuyo caso es permanente.Esto sugiere que en ausenciade

antígeno,el equilibrio favorecequelos linfocitos esténlibresy móviles. El contactodel TCR

con el antígenogeneraríaseñalesintracelularesque inducirían un estadode alta avidezen

LFA-1, incrementandoespecíficamentesu interaccióncon ICAM-1. Así, sedesencadenaríaun

mecanismode amplificación de la adhesiónque podría incrementar la avidez de las

interaccionescelulares,requiiéndoseun númeromenorde interaccionesTCR-antígeno.El

hecho de que este estado sea transitorio proporcionaríaun mecanismopara regular la

deadhesiónde los linfocitos. Como los ésteresde forbol, los Acm anti-0D2y 0D3 inducenla

activación de la protein-quinasaC (PKO)(229,230),por lo que se ha propuestoque estas

moléculaspodríanserlas responsablesdela generacióndelaseñalrequeridaparala activación

de LFA-1, mediantela fosforilaciónde la cadenafi deLFA-i (231) o de algunaproteínadel

citoesqueleto,como la talma (232).

CD8sedescribióinicialinentecomo un homomultímerodeunasubunidadde34 Kd (cadena

a), identificándose posteriormenteuna segunda cadena (fi) que parece expresarse

simultáneamentecon la a en célulasde sangreperiférica(233).No seconocela proporciónde

homomultímeros o heteromultímerosde CD8 en la superficie celular, no obstantela

transfeccióndelacadenaCD8aseríasuficienteparala actividadbiológicadela molécula(234).
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0D8 y 0D4 poseendominios N-terminalessemejantesa las regionesvariables (V) de las

cadenasligeras de inmunoglobulinasy contienenun segmentocitoplásmicobásico. Estas

proteínasno son polimórficas y su función parece similar, diferenciándoseen que 0D4

interaccionacon moléculasMHO deClaseII y CD8 con MHO de Clase1 (235). 0D8 contada

con el dominio cx3 de estosantígenos,siendocríticas las posiciones227 (236) y 245 (237)de

este.Salteret al (238) han definidotres regionesdea3, comprendidasentrelos residuos223-

229, 233-235,245-247, relevantesen la unión CD8. La primera de ellas jugaría un papel

dominantey correspondea un segmentoaltamenteconservadoen los antígenosHLA, quese

halla expuestoen la moléculay estácargadonegativamente.

Los Acm anti-CDSbloqueanla fasede adhesiónde la reaccióncitolitica, pero susefectos

son generalmentedébilesy variables.Esto ha llevado a considerara CDS, al igual que CD4,

como moléculasdeadhesiónmenoresen comparacióncon CD2y LFA-1. Sehadetectadoque

la susceptibilidada la inhibición porAcm anti-CDSdependeinversamentede la densidadde

su ligando (MHO de Clase1) (239),y de la concentracióny estructuraprimaria del péptido

antigénico(240). EstosdatossugierenqueCD8contribuyea la avidezde la interacciónentre

el OTL y la céluladianaen situacionesen lasquela afinidadentreel TCRy el antígenoesbaja

o en los casosen los que hay una concentraciónbajade antígeno.Además,estacapacidad

inhibitoria diferencialdependeríadela afinidaddeunión deCD8ala moléculaMHO de Clase

1 (238). Los Acm anti-ODSinhiben tambiénla faselítica del procesode citotoxicidad,lo que

indica una posibleparticipaciónde estamoléculaen la activacióndel OIL (216). Numerosos

experimentoshan sugerido que 0D8 podría estar implicado en la transmisión de señales

intracelularesque actuen, bien sinérgicamentecon las proporcionadaspor el complejo

TCR/0D3,o biendeformanegativa(221,222,235).Además,sehaobservadoqueel tratamiento

de CTL con Acm anti-TCR solubles activa la adhesiónde CD8 a antígenosde Clase 1,

resultandoen la generaciónde unaseñalnecesariaparainiciar la respuestacuandolos niveles

de ocupacióndel TOP. son bajos (241). Estos procesospodrían estar reguladospor la

fosforilación de 0D8 (242) y por su asociacióncon la protein-quinasaP56¡á(243). Múltiples

evidenciassugierenqueCD8 seune al mismo complejoMHC/péptidoqueel TCR formando

un complejotrirnolecular que seria crítico parala activaciónde la célula T (244,245).0D8

podría proporcionaruna señalque contribuyeraa la activación o podría funcionarcomo
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elementode asociaciónparaestabilizarla interaccióndel TOR y MIHO/péptido.

1.12. RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS MHC EN TRANSFEC~ANTES MURINOS

En muchasocasionessehan tratadodeestudiarlos requerimientosparae] reconocimiento

decélulasdianaporlinfocitos T mediantela transfeccióndegenesHLA en célulasmurinas.Sin

embargo,en general,las lineascelularesempleadasen estosestudiosno eransusceptiblesa la

lisis porCTL humanos.Así, en la mayoríadelos casoslos transfectantesen célulasL murinas

no sonsensiblesa lisis (246-248)o sonUsadoscon una eficienciabaja(249), inclusocuandoel

grado de expresióndel antígeno HLA es alto o estáncotransfectadoscon 132m humana

(247,248).Sólo seha descritoun casoen el que la citotoxicidadera eficiente(67). La línea

celularP815-HTR,seleccionadaa partir del mastocitomamurinoP815,por su alta eficiencia

de transfección(250), muestraunamayorsensibilidada la lisis porCTL humanos.Así, células

P815 transfectadascon diferentesantígenosHLA son reconocidaseficientemente,tantopor

Oil. alogénicos (249, 251) como restringidos (252). No obstante, se ha observadouna

heterogeneidadconsiderableen la capacidadde clonesde CTL alogénicosparalisar células

P815transfectadascon HLA-A2 (253). La falta de reconocimientode estostransfectantesse

ha correlacionadocon una interacción menoseficiente entrelas moléculasde adhesiónde

ambasespecieso con la ausenciade algunadeellas.Del mismomodo,seha correlacionadola

incapacidadparaUsar transfectantesen otros tipos celularesmurinos con la avidezdel clon

(254).

Varios estudiossugierenque la línea PSIS expresaun ligando para LFA-1, como son la

inhibición por Acm anti-LFA-1 de la formación de conjugadosinespecíficos(212) o de la

citotoxicidadde transfectantesen P815 por OTL humanos(253). Esteligando podría serel

homólogomurino de ICAM-1, ya quesehaobservadoreactividadde célulasPSiScon un Acm

dirigido contraestamolécula(255). Además,IOAM-I murino puedeinteraccionarcon LFA-

1 humano(256). No seha detectadoinhibición de la lisis de transfectantesmurinosporAcm

anti-CD2, lo quehacesuponerqueno existeun ligando paraestasmoléculasen las célulasde

ratón (253,254).

Bernhardet al (257) observaronuna correlaciónentrela capacidadlítica de una seriede

clonesde OTL anti-HLA-A2 o B7 frente a célulasEL-4, transfectadascon estosantígenos,y

la especificidaddel clon. Los resultadossugeríanque en algunostransfectantessehabrían
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alteradoo perdido,trassu expresiónen la célulamurina,los epitoposreconocidosporel clon.

En algunos casos esta falta de reconocimiento xenogénico podría motivada por el

reconocimientopor partedel clon de un péptidoespecificode tejido (210).



2.- OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

1.- Análisis de la contribucióndela regiónhipervariable63-84enla aloespecificidadserológica

del antígenoHLA-B27. Este segmentoesuno de los de mayor hidrofilia de la moléculay

estáexpuestoen la superficiede ésta,formandopartede una de las hélicesa. Esteestudio

serealizómediantela generacióndeantisuerosdirigidoscontrael péptido 63-84,derivado

de la secuenciade W2705, y el examenposteriorde su reactividadfrente a un panelde

lineascelularesB27- y B27+, expresandolos distintossubtiposde esteantígeno.

2.- Caracterizaciónestructuraldelos subtiposB*2701 (827fl y W2703(B27d)mediantemapas

peptídicoscomparativosy análisisde secuenciaradioquimica.Estossubtipossedistinguen

funcionalmentede B*2705, ya que son reconocidosde forma diferencial por algunos

anticuerposespecificasde B27y porOTL alogénicos.La determinacióndelas posicionesen

que difieren los subtiposnos permite definir qué regionesde la moléculade B27 son

funcionainienterelevantes.Además,nosaportainformaciónacercade los mecanismosde

diversificaciónquehan actuadoen su generación,y sobrela importanciainmunológicadel

polimorfismo de subtipos.

3.- Análisis de la contribuciónde la avidezde OTL humanosen el reconocimientoy lisis de

célulasmurinasque expresanel antígenoHLA.B*2705. Se realizó medianteel análisisde

la reactividad de sieteCTL monoclonalesanti~B*2705 frente a la línea murina PSiS,

cotransfectadacon los genesde B*2705 y 132m humana,en función de la especificidadfina

y de la avidezde dichosCTL.

4.- Análisis de la relevanciadecadauna de lasposicionespoliniórficasde los subtiposde B27

en el reconocimientoporCTL. Paraello seanalizóel patrónde reactividadde21 clonesde

CTL alorreactivosespecíficosdeB27 frentea unaseriedetransfectantesenla línea humana

HMy2.CIR,queexpresabandistintosmutantesdedichoantígeno.Los mutantesreproducían,

individualmente o en algunascombinaciones,los cambiosde los subtiposde B27. Este

estudiosecentróendeterminartres puntosconcernientesa la respuestaalorreactivaanti-

B27: A) la diversidaddelas especificidadesclonotípicas;B) las característicasestructurales
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delos epítoposreconocidospordichosclones;O) el papelde las posicionesindividualesen

el reconocimientodiferencialde los subtiposde B27.

5.- Examende la conservacióny alteraciónde los epítoposreconocidospor OTL específicos

de B27, trasla expresiónde esteantígenoen célulasmutas.Se llevó a cabomediantela

comparaciónde la reactividad de cinco clones de CTL anti-B27 con dos series de

transfectantes,enla línea humanaHMy2.OIR y en lamurinaP815,queexpresabandistintos

mutantesde HLA-B27. El propósito de este estudio fue: A) determinarqué grado de

variaciónenlaestructuradelos epitoposeracompatibleconel reconocimientodeantígenos

lILA expresadosen células murinasy B) determinarsi dichos epítopos implicaban la

presenciadepéptidosunidos a HLA-B27.



3.- MATERIALES Y METODOS
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. LINEAS CELULARES

Parala determinacióndelaespecificidaddeantisuerosgeneradoscontraun péptidosintético

seutilizó un amplio panelde líneaslinfoblásticas(LOL) que incluía lineas B27- y B27+ que

expresabanlos distintossubtiposdeesteantígeno.El tipajeHI.A de dichasLOL sedetallaen

la Tabla IV.

Como fuentede material parala purificación radioquimica de HLA-W2701, B*2703 y

B*2705, seutilizaron las LOL LII (A24,24; B*2701,8), CH (A31,32; B*2703,18)y L02 (A2,2;

W2705, *2705) respectivamente.

La lineascelularesempleadasparatransfeccionesfueron HMy2 OIR (258) y P815-HTR

(250).Laprimeraesde origenhumanoy procedede la línea LICR.LON.HMy2 trasirradiación

gammay seleccióncon Acm anti-HLA de Olase1 y complemento.Debido a estaselección,

presentaun bajonivel de antígenosHLA de Clase1 endógenos,motivo porel cualfue elegida

para nuestrosensayos.P815-HTR es una línea, seleccionadapor su alta eficiencia de

transfección,procedentedel mastocitomamurino P815.

Todaslas LOL secultivaron en RPMI 1640 conteniendo10% (y/y) de suerode ternera

fetal, cuyocomplementohabíasidoinactivadoporcalentamientoa 5600durante30 mixx (STFi),

glutamina2 mM, 5 UI/mí de Penicilina y 20 ¡ig/ml de Estreptomicina(Flow Laboratories).

Tantolas lineas empleadasparala transfección,como los transfectantesposteriores,fueron

mantenidosen cultivo en “Dulbecco’sModification of Eagle’sMedium” (DMEM) (Flow Lab.)

suplementadocon 10% de STFi y Glutamina2 mM. Duranteelperiodode selección,el medio

de cultivo sesuplementótambiéncon 1,5 mg/ml de 0418 (Gibco). Los pocillos seleccionados

paralos ensayossemantuvieronun mesmásen medio selectivo,cultivándoseposteriormente

en medionormal.Todaslas líneassemantuvieronen estufaa 3700 y 5% 002.

3.2. LINFOCITOST CITOLITICOS ANTI-HLA-B27

En esteestudioseha utilizado un conjuntodeclonesde linfocitosT citolíticos alorreactivos

anti-HLA-B27. Partede ellos habíansido caracterizadoscon anterioridady fuerongenerados

porestimulaciónde célulasB27- con la línea linfoblásticaLO15, queexpresael subtipoB*2705

(121,122),o biencon la LOL KNE, queexpresael subtipoB*2704 (123).Otrogrupodeclones,

recientementecaracterizado,fueronobtenidosporestimulacióndedistintosrespondedoresB27-
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con las líneasB*2705+, LOiS y R69 (D. López, resultadosno publicados).La especificidad

de los clonesestá detalladaen las TablasV y VI. Los clonesse crecieronen RPMII 1640

suplementadocon 10% de suero humanodel grupo AB y 20 131/ml de interleukina-2

recombinante(Hoffman-La Roche). Se mantuvieronen estufa a 3700 y 5% de CO, y se

reestimnularonperiódicamentecon LCL B*2705+ y PBLB27- (comocélulas“feeder”) irradiadas

a 6000 y 4000Rads, respectivamente.

3.3. ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los Acm empleadosfueron: WÓ/32, dirigido contra un determinantemonomórficode los

antígenosHLA de Clase1(259),MEI (anti-HLA-B7+B27+B22)(260),PA2.l (antiHLA-A2)

(261),B2.62.2(262)y BBM.1 (263)(anti-fi,m humana),SPV-T3b(anti-0D3)(264),Bear-1(anti-

CDllb) (265)y B9/4 (anti-CDS) (266). Se utilizó tambiénun antisuerodeconejoanti-cadena

pesadade HLA de Clase 1 (anti-H) (267).

Los Acm W6/32 y BBM.í, utilizados en los ensayosde citotoxicidad mediada por

complementoy encitometríadeflujo, respectivamente,procedíandesobrenandantesdecultivo

de las célulasdel hibridoma.En el restode los ensayostodoslos Acm seusarona diluciones

apropiadasde liquido ascítico. El Acm PA2.1 se purificó por precipitación de la fracción

gamma-globulinadel líquido ascítico con (NH4),S04 2M. Su concentración,determinada

espectrofotométricamente,erade 14,6 mg/ml. El antisueroanti-H seempleósin diluir.

3.4. CITOTOXICIDAD MEDIADA POR COMPLEMENTO

Parala realizaciónde estosensayos,se marcaronlas distintas LOL, a una concentración

dede 2-3 x 106 célulasen 100 ¿il de STFi, con 100 gCi de cromatosódico(‘Or) (Arnersham).

Despuésde lh, las célulasmarcadasselavaron4 vecescon RPMI 1640 suplementadocon 5%

de STFi y unacon mediosolo, resuspendiéndoseposteriormenteen medio de cultivo + 10%

STFi a unaconcentraciónde 3 x 10~ célulasen 40 ¿¿1. Los ensayosserealizaronenplacasde96

pocillosdefondoplano(Sterilin), añadiendoen cadapocillo 40 ~ildela suspensióncelularjunto

con 20 ¿tI de distintasdilucionesde los antisueros,cuyo complementohabía sido inactivado

previamente(5600,30 min). Trasunaincubaciónde 30 mm a temperaturaambiente(TA) con

el antisuero,seañadieron20 ¿tI decomplementodeconejo(Behring)diluido 1/2 (y/y), quese

dejó actuardurante1 h alA. Transcurridoestetiemposeañadieron120 ¿tI deRPMI en cada

pocillo y secentrifugaronlas placasa 120x g durante5 mm. El nivel de lisis sedeterminópor
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contajedela radiactividadliberadaen 100 ¿tI del sobrenadante,correspondientea cadapocillo,

en un contadormini gamma 1275 de PackardInstrumentsCo, Inc. Todos los ensayosse

realizaronportriplicado,incluyéndosesiemprecomocontrolesnegativoy positivola reactividad

de las célulascon un suerode conejo no inmuney con el Acm W6/32, respectivamente.El

porcentajede lisis mediadaporcomplementosedeterminócomo:

LE (cpm) - CO (cpm)

% de lisis específica — ___________________ x 100

LM (cpm) -CC (cpm)

dondeLE es la liberación experimentalde 510r; CO representala radiactividadliberadaen

presenciade complementoúnicamentey LM esla liberaciónmáximaobtenidaportratamiento

de las célulascon HOI 10 mM.

La lisis de las célulasdianaporsuerono inmuney porW6/32 fue siempremenordel 10%

y mayor del 75%, respectivamente.

34.1. Inhibición delacitotoxicidadporpéptidoslibres o conjugadospéptido-proteina portadora

Previamentea los ensayosde citotoxicidad,seincubaronvariaspreparacionesdel antisuero

con distintas cantidadesde los conjugadospépido-proteinaportadora,de péptido libre o de

proteínaportadora.El factor de dilución del antisueroal añadirel competidorera de 1/10

(y/y). Estas solucionesse incubaron2h a 3700 y lh a 400. Transcurridoeste tiempo se

realizaronlos ensayosde citotoxicidadcon 20 ¿tI delantisuerotratado.Laconcentraciónfinal

de los distintos competidoresestabaincluida en un rango de 10’u y 102 M.

3.42. Inhibición de la citotoxicidadporAcm

Las células dianamarcadasse incubaronantesdel ensayode citotoxicidadcon distintas

diluciones(1/5 a 1/500) de liquido ascítico del Acm ME-1 (anti-B27)y de unapreparación

purificadadel Acm PA2.1 (como controlnegativo).Estapreincubaciónerade 30 min a TA,

realizándosea continuaciónel ensayode citotoxicidad.La concentraciónde Acm ME-1 en la

ascitis seestimó en 9,5 mg/ni] y la de PAli en la preparaciónpurificadade 14,6 mg/ml.

3.5. CITOTOXICIDAD MEDIADA PORCTL

Parasu realizaciónsemarcaron5x105 célulasdianacon 50 pOi de 51Cr, en 100 pl de STFi,

durante1 h a 3700.Tras5 lavadoscon RPMI 1640 + 5%deSTFi, las célulasseresuspendieron
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aunaconcentraciónde2-3x10’ célulasen 50 ¿tI deRPMI+ 10%STFi. El númerodecélulaspor

pocillo estabasiempreen esterangoy dependíade la eficiencia de marcajede las célulasen

cadaexperimento,de forma quesiemprehubieracomo mínimo 500 cpm encadapocillo. Los

ensayosserealizaronporduplicadoen placasde 96 pocillos de fondo en “V” (Costar) en un

volumen de 150 pl, por incubaciónde las células efectorascon las dianasmarcadas,a las

relacionesefector:dianade 0,5:1, 1:1 y 2:1. Las placasseincubarona 3700 durante4 h y, tras

una centrifugaciónde 5 min a 120 x g, serecogieron100 pl del sobrenadante,contándosesu

radioactividaden un contadorgamma.El porcentajede lisis específicaseobtuvo por:

LEx-LEs

% de citotoxicidad = x 100

LM-LEs

dondeLEx esla radiactividadliberadapor las célulasdianaincubadascon las efectoras;LEs

esla liberaciónespontáneaen presenciade medio de cultivo y LM son las cpm totalesal

incubarlas dianascon 100 pl de HOI 10 mM. La LEs nuncafue superioral 20% de la LM.

3.5.1. Inhibición de la citotoxicidadpor Acm

Seefectuaronporuna incubación,previaal ensayode citotoxicidad,de las célulasefectoras

con unadilución 1/250de liquido ascíticode los Acm anti-CD3,-0D8y -CD11b.Despuésde

30 min a TA, el ensayocontinuónormalmentepor la adición de las célulasdiana.

3.6. PAPEL DE LA REGION HIPERVARL4BLE 63-84 EN LA ALOESPECIFICIDAD
SEROLOGICA DEHLA-B27: GENERACION DE ANTICUERPOS CONTRA EL PEPTIDO
SINTETICO 63-84

3.6.lu Síntesis de péptidos

Los péptidosse sintetizaronmanualmenteen nuestro laboratoriosegúnel método de

Merrifield (268). Despuésde la síntesis, los péptidosse purificaron por filtración en una

columnade Sephadex0-25(100x 2,5cm), equilibradacon NIH4HCO3 lOmM. MedianteUPLO

y análisisde aminoácidossedeterminósu pureza,presentandotodos ellosunacomposiciónde

aminoácidosquese ajustabaa al esperada(±5%). En algunoscasos,duranteel procesode

síntesis,seacoplóal péptidoácidop-amino-fenil-acético(PAPA).

3.62.AcoplamIento péptido-proteina portadora

El acoplamientoa laproteínaportadoraserealizósiguiendotresprocedimientosdistintos:
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1.- Los péptidosa los que sehabíaacopladoPAPA sedisolvieron en HOI 2N frío y, tras la

adiciónde unamezclaacuosade NaNO,0,1M, mantenidaen hielo, seañadieronsobreuna

solucióndehemocianinadelapa(KLH-Keyhole linipet hemocianin)o dealbúminadesuero

bovino (BSA) disueltasen NaHCO3 0,SM. El pH semantuvoa 8,5 a lo largodel proceso

mediantela adición deNa,C030,1M. La relación molar péptido:proteínaestabaincluida

en el rangode 20:1 a 140:1 paraBSA y de 2500:1 a 5000:1 paraKLH. Trasuna incubación

durantetodala nochea 400, la muestrasedializó frentea NItHCO, 10 mM y seliofilizó.

2.- Semezclaron6 mg de ¡CLII, disueltosen 375 pl de tampónNa,HPO410 mM, pH 7,2, con

1 mg de éstermaleimido-benzoyl-N-hydroxy-succininiida(MBS) en dimetil formamida

(DMF). Esta operaciónse realizó por adición del MBS gotaa gota, paraevitar que la

concentraciónlocal de DMF fuera demasiadoalta, ya que la KLH es insoluble a una

concentracióndeestecompuestosuperioral 30%.La mezclaseagitó durante30 mm aTA.

Paraeliminar el MBS libre, el producto de reacciónKLH-MB sepasóa travésde una

columnade Sephadex0-25,equilibradacon tampónNa,11P0450 mM, pH 6. Al complejo

KLH-MB purificado sele acoplaron7,5 mg de péptidodisueltosen imí de PBS, ajustando

el pH a 7-7,5 y agitandola mezcladurante3h a TA. Posteriormente,los conjugadosse

dializaronfrentea NH4HOO3 10 mM y seliofilizaron.

3.- La KLH seresuspendióen PBS y se mezciócon un excesomolar de péptidodisuelto en

aguadestilada.La reacciónde acoplamientocomenzópor la adiciónde 1-etil-3 (3-dimetil-

aminopropil)carbodilmidaa una concentraciónmolar5 vecessuperiora la delpéptido.La

mezclade reacciónseagitó durantetoda la noche a TA, sedializó frentea NJ-14H00310

mMy seliofilizó.

El rendimientode los acoplamientosfue generalmentedel 80%, y la cantidadde péptido

presenteen los conjugados,determinadaporanálisisde aminoácidos,fué generalmentede 25

molesdepéptido(en un rangode 17 a 35) pormol de BSA y de 1600 a2700pormol de KLH.

3.63.Análisis de aminoácidos

Parasu realizaciónel péptidoseliofilizó y sehidrolizó durante24 h a 11000 en HOI 5,7 N

(Pierce),enpresenciade2% de2-mercaptoetanoly 0,1 % de fenol. Los análisisserealizaron

en un analizadorDurrum D50.
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3.6.4. Inniun¡zack$n de animales

Con el fin de generaranticuerposdirigidos contrael péptido sintético se inmunizaron

conejos por inyección iníradénnica,en distintos puntos del lomo del animal, de lmg de

conjugadoen adyuvantecompletode Freund.Los animalesse inmunizaronmensualmente,

sangrándosepor primeravezdossemanasdespuésde la segundainyeccióny, posteriormente,

a intervalosde un mes.

3.65. Detecciónde anticuerpos

La detecciónde anticuerposenel suerode los animalesinmunizadosse realizómediante

enzimoinmunoensayo(ELISA). Esteserealizóen placasdepoliestirenode96 pocillos (Costar),

incubadaspreviamentecon 100 ¿tI/pocillo de Na20030,1 M, pH 9,5, conteniendo0,05% de

glutaraldehido,durante2h a56~C.Lapresenciade glutaraldehidofacilitabala unión delpéptido

a la placa, dificultada por el pequeñotamañodel mismo. Despuésde tres lavadoscon agua

destilada,las placassemantuvierontoda la nochea 400 con 1 pg de péptido,disuelto en 100

pl deNa20030,1M, pH 9,5,porpocillo. El péptidonounidoala placaseeliminó mediantetres

lavadoscon PBS (NaMPO410 mM, NaCí 150 mM, pH 7,2) conteniendo0,075% de Tween20

(y/y) y un lavadoadicionalcon aguadestilada.Posteriormente,seañadieron200 ¿tI de gelatina

al 0,2% encadapocillo, con el fin debloquearlos sitios libresde la placay evitar la adsorción

inespecífica.Trasunaincubaciónde lh a3700 las placassesometierona treslavadoscon PBS

conteniendogelatinaal 0,05%y una con agua destilada.A continuación,se analizaronlos

antisuerosmediantela adición de 100 pl/pocillo de variasdilucionesseriadasdecadauno de

ellos.Los anticuerpossedejaronreaccionarcon el péptidoacopladoala placa,durante90 min

a 3700, ehrninándoseel exceso de anticuerpo mediante un nuevo ciclo de lavados (3x

PBS+Tween20, lx 1120 destilada).Los complejospéptido-anticuerpo,unidos a la placa, se

detectaronpor incubación,durante90 mm aTA, con 100 pl/pocillo deunadilución 1/500de

ProteínaA (Prot A) conjugadacon Peroxidasaderábano.El conjugadono ligadoselavó como

en el casoanteriory seprocedióal reveladodel ensayomediantela adiciónde 100 pl/pocillo

del sustratode la enzima,queconsistíaenuna disoluciónde 40 mg de o-fenil-diaminay 40 pl

de H202 al 30%,en 100 ml de un tampónNa2HPO,50 mM/ácido citrico 25 mM, pH 5,0. La

reacciónenzimáticaseparóporadiciónde 100pl deHISO,3N,cuantificándose,a continuación,

pormedidade la absorbanciaa 492 nm en los espectrofotómetros“Titertek Multiskan” (Flow
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Laboratories)o “SLT 210 ¡Contronanalytical” (¡Contron).

3.7. CARAC~ERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS SUBTIPOSDE B27

El procedimientoseguidopara la purificaciónde las cadenaspesadasde HLA y para la

realizaciónde los mapaspeptídicoscomparativossehalla esquematizadoen la Fig. 5.

3.7.1.Marcajemetabólico

Se incubaron10~ célulascon un determinadoaminoácidomarcadocon 1 mCi de~Ho 250

pCi de ‘~C (Amersham),en medio mínimo esencialdeficiente en dicho aminoácido(Flow

laboratoriesy Gibco), durantetoda la nocheen estufaa 3700 y 5% de002 (269).

Los aminoácidosradiactivosutilizadosfueron:L-[2,3-3H]-Ala, L-[jU-”C]-Ala, L-[2,3-311]-Asp,

L-(G-3H)-Oln, L-[G-3H]-Olu, L-[U-’-C]-Asn, L-[2,5-3H]-His, L.{U-’40]-His, L-[4,5-3H1-lle, L-

[U-’4C1-IIe,L-[4,5-’4Cj-Ile, L-[4,5-3H]-Leu, L-[U-’4C]-Leu, L-[4,5-3H]-Lys, L-(U-’4C]-Lys, L-

[2,3,4,5-3H]-Pro,L-[U-’40]-Pro, L-[3-3H]-Ser, L-[U-’4C]-Ser, L-[3-3H]-Thr, L-[U-’40]-Thr, L-[5-

3H]-Trp, L-[2,3,5,6-3H]-Tyr, L-[U-’40]-Tyr.

Los isótoposde ‘~C y 3H-Trp seliofilizaron antesde su uso.

3.72.Purificaciónde las cadenaspesadade HLA-B27

Despuésdelcultivo, las célulasselavarondosvecescon tampónTris/HOl 10 mM, NaCí 0,15

M, pH 7,4, conteniendo 0,1 mM de fluoruro de fenilnietil-sulfonio (PMSF) (Sigma).

Posteriormentesesolubilizaronporincubaciónen hielo, duranteib, en ini] del mismotampón

conteniendo1% (y/y) de Triton X-114 (Sigma)y PMSF 0,1 mM. El material insoluble se

precipitóporcentrifugacióna 7900x g, durante15 mm a 400. El sobrenadantesedividió en dos

alicuotasquesetrataronde forma semejante,independientemente.Cadauna ellasseañadió

sobre0,25 ml del tampónanteriorconteniendoun 1% deTriton X-l 14 y 10%de sacarosa.La

incubaciónde estamezclaa 3700 durante3 mm permitió separar,tras una centrifugaciónde

3 min a 4000x g en una microfugaBeckman,la fasedel detergente,conteniendolas proteínas

de membrana,de la acuosa,debidoa que a esatemperaturaprecipitael Triton X-114 (270).

La fasedel detergenteseresuspendióen 0,2 ml de tampónNET (Tris/HOI 0,05 M, NaCí 0,15

M, EDTA 5 mM, 0.02%de NaN
3,pH 7,4). A la faseacuosadel sobrenadantesele añadieron

50 ¿tIde Triton X-114 al 10% (y/y) y despuésdeuna incubaciónde 3 min a 0~C y otrade3 min

a 3700, la preparaciónsecentrifugócomo en el casoanterior,resuspendiéndosela fasedel
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detergenteen 0,2 mi de NET. Posteriormente,se juntaron las dos fasesde detergente

resuspendidasen NET y sedesprecióla faseacuosa.En estafase de detergenteserecogió,

generalmente,el 20% de la radiactividadtotal presenteen el lisadocelular.

Esta preparaciónse sometió a una serie de preincubacionescon el fin de limpiar la

preparacióny evitarlas unionesinespecíficas.Laprimerade ellasconsistióenla adiciónde 100

pl de un preparadodeProt A de Staphilococcusaureusal 10%(LaboratoriosUorente)(271).

Despuésde 20 min a 00C, las muestrasse centrifugaron a 4000 x g, recogiéndoseel

sobrenadante,que eranuevamenteincubadodurantelh a 00C con 10 pl de suerode conejo

normal (SeN). A continuaciónse añadióProt A por segundavez y tras centrifugaciónse

recogió el sobrenadante.Las proteínas solubilizadasen cada una de las alicuotas se

rnmunoprecipitaroncon 1 ¿tI del Acm MEX. Pasada1 h a 00C, los complejosHLA-B27-MEX

seprecipitaronporla adiciónde40 ¿tI de un antisuerodeconejoantí-IgOderatón,seguidapor

unamcubacióncon 200 ¿tí de Prot A. Estasegundainmunoprecipitaciónera necesaria,ya que

el Acm MEX no es capaz de unir Prot A. Los inmunoprecipitadosse sometierona cinco

lavados,paraeliminar unionesinespecíficas,con variassolucionesde distintafuerzaiónica (2

x NET + 0,5 NonidetP-40 (NP-40)+ 1/10 de NaCí saturado;2 X NET + 0,5 NP-40 + 1/20

de NaCí saturadoy 1 x NET + 0,5 NP-40).Las moléculasde HLA-B27 sesepararondela Prot

A por ebullición, durante5 min, en 100 pl de dodecil sulfato sódico (SDS) al 1% (p/v),

descartandoel material insoluble porcentrifugacióna 11600 x g. Posteriormenteseaisló la

cadenapesadade B27 de estapreparaciónpor incubacióncon 5 ¿tI del antisueroanti-H, al

menosdurante4h a 00C, seguidapor la adiciónde 200 pl deProt A. El precipitadodeprotA

sesometióa un ciclo de lavadossemejanteal descritoanteriormente.

3.73. Mapaspeptídicos

Las cadenaspesadasdeULA, incluidas en los inmunoprecipitados,seextrajeronmediante

ebullición, durante5 min, en 200 ¿tI de SDSal 2%(p/v) conteniendo0,25 mg de Ovoalbumina

(OVA), descartándosela fraccióninsolubleporcentrifugacióna 11600x g. Las cadenaspesadas

de HLA marcadascon ~Hy ‘4C semezclarony seprecipitaroncon cincovolumenesde acetona,

siendoposteriormentereducidascon Ditiotreitol (Dfl’) (Rio Rad) 10 mM en tampónTris/HCl

350 mM, EDTA 5 mM, SOS al 2% (p/v), pH 8 (2 h a 370C) y alquiladascon lodoacetamida

(Rio Rad)25 mM en el mismotampón(30 mm en oscuridada TA). Trasunaprecipitacióncon
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cinco volumenesdeacetonay mediovolumen de ácidotricloroacéticoal 45% (p/v) en 1120,

seprocedióala digestióncon TPCK-tripsina(Worthington)en tampónNII4HCO3 50 mM, pH

8,5. En primer lugarserealizóuna incubaciónde lb a 37<’C a unarelaciónenzima:sustratode

1:20 (p/p), sobrela cantidaddeOVA añadida;seguidamenteseefectuóunasegundaadición

de enzimaa una relación de 1:40, incubandoen estaocasiónduranteMx, tambiéna 370C.

Despuésde la digestión las muestrasse liofilizaron inmediatamente.Parala realizaciónde

algunosmapasseutilizaroncondicionesde digestiónmásexhaustivas,empleandorelacionesde

enzima:sustratode 1:10 y 1:20, y 1:5 y 1:10.

Los péptidostrípticossesepararonmediantecromatografíalíquida dealta presión(HPLC)

en un cromatógrafoWatersequipadocon unacolumna~¿BondaPakCIS (0,39x 30 cm). La

muestrasecargóen estacolumna,equilibradaen un tampónacetatoamónico 10 mM, pH 6,5,

y sesometióa un gradientelineal de O a 30% de acetonitrio(Scharlau)en el mismotampón.

La duraciónde estegradientefue de55 min a un flujo de 1,5 ml/mm,recogiéndosefracciones

de 0,6 ml. 20 fraccionesserecogieronen las condicionesinicialesy otras20 en las finales,

mmediatamenteantesy despuésdel gradiente.Al finalizar la cromatografía,la columnase

sometió a un lavado con acetonitnioal 100%, recolectándoseotras 20 fraccionesen este

periodo.El númerototal de fraccionesen cadamapafue de 220.

En algunasocasiones,con el fm de purificar mezclasde péptidos no resueltasen las

condiciones cromatográficasdetalladasanteriormente,se utilizaron dos procedimientos

alternativos.Uno de ellos consistía en una cromatografía en HPLC utilizando la misma

columnaqueenotrasocasiones,equilibradacon unasoluciónacuosade ácidotrifluoroácetico

al 0,16% (y/y). Se empleóun gradientelineal de O a 40% de una soluciónde acetonitrio

conteniendo0,10% (y/y) de ácido trifluoroacético,PH 2,1. El gradientetranscurrióen un

tiempo de 55 min con un flujo constantede 1 mí/min. Se recogieronfraccionesde 0,6 ml.

Inmediatamenteantesy despuésdel gradienteserecogieron12 fracciones,en las condiciones

inicialesy finales, respectivamente.

El otro métodode repurificaciónconsistióen unacromatografíade intercambioiónico. Se

utilizó una resmaintercambiadoradecationesTipo AA-20 (Beckman)en columnade 0,3 x 25

cm, termostatizadaa 56
0C, y un gradientede piridina y ácidoacéticocon un flujo constante

de imí cada7 min. La columnaseequilibró inicialmentecon un tampóndepiridina 0,05 M /

ácidoacético,PH 1,8. La muestraseresuspendióen estasolucióny traspasarpor la columna
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20 ml de ella (recogiéndose20 fraccionesde 1 mi), secomenzóel gradiente.Esteseformó en

un sistemadecuatrovasoscomunicantes,conteniendocadaunode ellos50 ml delos siguientes

tampones:vaso 1 - piridina 0,05 M, ác. acético,pH 2,45;vasosII y III - piridina 0,3 M, ác.

acético,pH 3,75;vasoIV - piridina 1,2 M, ác.acético,pH 5. Finalmentela columnaselavó con

20 ¡nl depiridina 2 M, recogiéndoseen estaetapaotras20 fraccionesde 1 ml.

En ambosprocedimientosantesdecromatografiarlos péptidosradiactivos,seañadieron0,5-

1 mg de un digerido tríptico de OVA, para evitar la unión inespecíficade péptidosa la

columna.

La deteccióndepéptidosserealizóporcontajede alícuotasde 1/3 ó 1/2 decadafracción,

a las queseañadieron4 ml deAquasol(NewEnglandNuclear).Paraello seutilizó un contador

de centelleolíquido BeckmanLS-2800, usandoun doblecanalpara~Hy ‘4C, con un corrector

automáticode fondo. Las fraccionesincluidas en cadapico fueronrecogidasy liofilizadas.

3.7.4.Digestionesadicionalesde los pEptidos:proteasaVS y quimotrlpslna

Algunos péptidos trípticos de gran longitud se sometieron a una segundadigestión

enziniáticacon la proteasaV8 de Staphilococcusaureus (Miles Laboratories).Paraello se

resuspendieronlos péptidosen 350 ¿tI de tampónacetatoamónico50 mM, pH 4, junto con 100

¿tgde un digeridotríptico de OVA. La enzimaseañadióauna relaciónenzima:sustrato(sobre

la cantidadde proteínaañadida)de 1:2,5 (p/p) y se incubédurante20 h a 370C. Transcurrido

estetiempo se realizóuna segundaadición de la misma cantidadde enzimay la reacción

continuó 20 h mása 370C. Estascondicionespermitíanuna rotura selectivaen el extremoC-

terminalde la mayoría de los residuosde ác.glutámico, aunqueno de todos (272).Después

de la digestión,seañadieron400 pg de un digeridotríptico deOVA en un volumende 150 pl.

La mezclase liofilizó y secromatografióutilizando las mismascondicionesque en el casode

los péptidostrípticos.

Enotrasocasioneslos péptidossesometieronala accióndela quimoíripsina(Worthington).

Paraello, el péptidoseresuspendióen 200 pl detampónNH
4HCO350 mM, pH 8,5, juntocon

lmg deOVA previamentereduciday alquilada.La digestióntuvo lugardurante30 mm a TA,

a una relaciónenzuna:sustratode 1:200 (p/p). Finalizadoel proceso,la muestrase liofilizó y

cromatografióen las condicioneshabituales.
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3.7.5.AnálisIs de secuenciade los péptidos

Las determinacionesdesecuenciaserealizaronsiempreen péptidosradiactivospurificados.

Seutilizaron,bienun secuenciadorde faselíquida Beckman8900(enpresenciade polibreno

en un programade Quadrol0,1M), o bien uno de fasegaseosa470A de Applied Biosystems

(programaMAC de secuenciación).Los péptidossedisolvieron en 0,25 a 0,5ml detrietilamina

al 2%,en presenciade 10 nM de apomioglobina.Las fracciones,tal como seliberabanen el

secuenciador,sesecaron,sedisolvieron en 100 pl de acetatode etilo, y secontaroncon 4 ml

deAquasolen un contadorBeckmanLS-255 o en un contadorBeckmanLS-2800,programados

parael contajesimultáneode~Hy ‘4C. En amboscasosserealizaroncorreccionesde fondode

acuerdocon los valoresobtenidoscon controlesapropiadosde~Hy 140

3.7.6. Electroenfoquede HLA-B27

Parasu realización,las célulassemarcaronmetabólicamentecon 0,5-1 mCi de~S-Met.El

procedimientode lisis celulare inmunoprecipitaciónseguidofue el descritoanteriormenteen

3.7.2. Las cadenaspesadasde B27 se extrajeronde los precipitadoscon anti-H, mediante

ebullición en 100 pl de tampónde muestra,conteniendourea8 M, 1% de NP-40, 10% de 2-

mercaptoetanoly 4% (p/v) de una mezclade anfolinas(LKB) dedistintospH: 3,5 a 10; 4 a 6

y 6 a 8, en una relación de 1: 4: 4. La muestrasecentrifugó a 11600 x g, durante3 min,

eliminándose el material insoluble por centrifugación. Posteriormente se realizó el

electroenfoque(273) a una intensidadconstantede 10 mA y un voltaje máximo de 400 V,

durante18h. Los gelesestabancompuestospor4,5%deacrilamida/bisacrilamidaa unarelación

de 29,4% (p/v)/0,6%(p/v), 1,7% de NP-40, 8 M deurea,2% de la mezclade anfolinas(a la

mismarelaciónqueen el tampóndemuestra).Finalizadoelelectroenfoquelos gelessefijaron

en una mezclade 1120: metanol: ác. acético(10:4:1) y seanalizaronpor autorradiografíacon

unapeliculaKodakX-OMAT GRS.

3.S. MUTAGENESIS DIRIGIDA DE HLA-B27

3.8.1. Endonucleasasde restricción

En la estrategiade mutagénesisseguidaseusaronlas endonucleasasEcoRL Hind III, K.pn

1, Sma1, BgI II, RamHl y Sac 1. Todasellas erande BoehringerMannheimy se utilizaron

segúnlas especificacionesdel fabricante,generalmentea una dosisde 2 u/pg de DNA.
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3.82. Preparación de oligonucleót¡dos mutagénicos

Los oligonucleotidosse sintetizaronen un sintetizadorautomático(Applied Biosystems).

Despuésdela síntesis,sedesprendieronde su soportesólido medianteincubacióncon NIH4OH

concentradoa 55-60
0Cdurante14-16 h y seliofilizaron. Antesde su utilización sepurificaron

medianteelectroforesisen geles de poliacrilamida al 20 %, a 600 V, durante2-3 h. El

oligonucleótidosedetectóporproyecciónde la bandacorrespondientesobreunaplacade gel

desílice (cromatografíaencapafina WC, Sigma),al hacerincidir sobreel gel luz ultravioleta.

Tras cortar la banda,seeluyó el oligonucleótidopor incubacióncon 1,5 ml de NaAc 0,3 M,

EDTA 1 mM, durante14-16 h a 370C. Posteriormente,seprecipitó a -200C con 2 volumenes

de etanol,determinándoseespectrofotométricamentesu concentracióny pureza.

La secuenciade los oligonucleótidosutilizadossemuestraen la TablaVII. Previamentea

la realizaciónde la mutagénesis,sesometieron200 pmolesdel oligonucleótidoa la acciónde

10 u de la enzimapolinucleótidokinasaen 30 ¿tI de tampón Tris HCI 100 mM, PH 8, MgCI
2

13,3 mM, Dfl 6,6 mM y ATE’ lmM, durante30-45min a 37
0C, con el fin de fosforilar su

extremo5’. La enzimaseinactivó posteriormentepor incubacióna 650C, durante10 mit>.

3.83. ConstruccIónde mutantes

El materialdepartidaparala construccióndelos mutantesfueel gende B*2705 (114),que

estabaincluido en un fragmentode DNA de 6,5 Kb, donadoen el sitio EcoRl del vector

pBR322.Paralos niutantesen el dominio a
1 se extrajo estefragmentodel vector mediante

digestión con EcoRl y tras rellenarsus extremosprotuberantespor la acción del fragmento

Klenow de la DNA pol 1 de E. cotí, se insertó en el sitio Sma¡ del vector pUCIS. Las

mutacionesseintrodujeron en el gende B27 por hibridaciónde éstecon un oligonucleótido

sintético,portadordela mutación.Todoslos mutantes,con excepcióndel Y74N77,habíansido

construidospreviamenteen nuestrolaboratorio.

El procedimientoseguidoparala realizacióndela mutagénesis(274)estáesquematizadoen

la Fig. 6 y sedetallaa continuación.En primerlugarseprocedióa la digestióndelplámidoque

conteníael gen de B27 con Sino1, en el casode los mutantesen el dominio a1 y conKpn 1 en

el mutantede a1 (ver mapade restricciónen la Fig. 7). De estemodo secortabael gen de

B*2705 sólo en el dominio en el que se quería introducir la mutación. Paralelamentese

linearizó otra preparacióndel plásmido correspondientecon la enzima Hind ¡II. Ambos
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digeridossemezclaronen cantidadesequimolares(generalmente1 pM) junto con un exceso

molar 20 vecessuperiordel oligonucleótidosintéticofosforilado, en un volumenfinal de 20 ¿tI

de tampónHB (Tris HCl 50 mM, pH 7,4, NaCí 50 mM, EDTA 1 mM). Posteriormente,se

procedióa la desnaturalizaciónde la preparacióna 1000Cy a su posteriorrenaturalizacióna

10~Cpordebajodela Tm deloligonucleótido.Deestaformasepermitióla hibridacióndeéste

con la zonacorrespondientedel gen de B27. A continuación,serealizaronlas reaccionesde

polimerizaciónpor extensióncon 5-10 u del fragmentoKlenow de la DNA Po1 1 de E. coli

(Boebringer),y ligamientoporla acciónde 7u de la ligasadel fagoT4 (Boehringer).Ambasse

llevaron a caboconjuntamentea 140C durante15 h, en un volumen final de 80 pl de tampón

Tris HCI 50 mM, PH 7,8, MgCI
2 10 mM, D1T20 mM, ATP 1 mM, 50 pg/ml deBSA, juntocon

unamezclade dNTPs0,6 mM. Deestaformaseobtuvieronmoléculasde plásmidocon el gen

de W2705 en una de sus cadenasy el mutadoen la otra.

3.8.4. Transformacionesbacterianasy detecciónde coloniasportadoras de la mutación

La mezclade ligamiento se utilizó para transformarbacteriasE. cali DH-5, en estado

competentepor tratamientocon CaCI2 50 mM (275). La transformaciónse llevó a cabopor

mcubación,a 0
0C durante30 min, de200 ¿tI dela suspensiónbacterianacon distintascantidades

(habitualmente5, 10 y 20 pl) de la mezclade ligamiento.Posteriormente,la preparaciónse

sometióa un choquetérmico a 420C durante2 mm y tras añadir lml de medio LB (1% de

Bactotriptona,0,5%deExtractode levaduray 1% de NaCí),se incubéa 370C durante45 mm.

Pasadoestetiempolas bacteriassecentrifugaron,seresuspendieronen 100 ¿tí de medioLB

y se extendieronsobreplacasPetri, conteniendomedio LB, 1,4% de Agar y 150 ¿tg/ml de

ampidilina. Las placasseincubarondurante14-16 h a 370C.

Las coloniasportadorasdel gen mutadosedetectaronmediantehibridacióncon el mismo

oligonucleótidoutilizado paraintroducir la mutación,marcadocon 32P-iATP (276). Paraello,

las bacteriascrecidasen las placas,setransfirieronsimétricamentea dosplacasPetri,una de

lascualesconteníaensusuperficieunamembranadenylon Biodine(PalIBioSupportDivision).

Traspermitir el crecimientobacterianodurante14-16h a 370C,seprocedióal tratamientode

las bacteriascrecidas en la membrana,almacenandola otra placa a 40C, para crecer

posteriormentela coloniaseleccionadaapartirdeella. El tratamientodelas bacteriasconsistió

enunaetapadelisadocon NaOH 0,5 M durante15 mm,seguidapordoslavadosconTris/HC]
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1 M, pH 7,6, y unaetapadeneutralizacióncon Tris/HCI 0,5 M, pH 7,6, NaCí 1,5 M, durante

5 miii El DNA bacterianose fij6 a la membranapor una incubaciónde 1-2 h a 800C

procediéndosea continuación,a la prehibridaciónde la misma durante2-3 h y a su posterior

hibridacióncon el oligonucleótidomarcadocon 3ZP~TATP,durante14-16h, auna temperatura

de 100CpordebajodelaTm deloligonucleótido.La soluciónde hibridaciónconsistióen 6xNET

(lx=Tris HCl 15 mM, pH 8,3, NaCí 1,15 M, EDTA 1 mM), conteniendo0,1%de SDS y 10%

de la soluciónde Denhardt(lx=0,02% de BSA, 0,02% de PvP-40y 0,02% de Ficoil). Las

membranashibridadasselavaroncon 6xSSC(lx =NaCl0,15 M, citratosódico 15 mM, PH 7,2)

y 0.05%depirofosfatosódico.En primerlugar,sellevaron a cabotreslavadosde 10 mm a TA

realizándose,posteriormente,lavadossucesivosincrementandola temperaturahastaun valor

igual o superiora la Tm. Despuésde cadalavado,las membranasseexpusierona unapelícula

Kodak X-OMAT 5, utilizando dos pantallasintensificadoras.

Las coloniasque hibridaroncori el oligonucleótidodespuésdel lavadoa la temperatura

superiorsecrecieron,obteniéndoseposteriormenteDNA del plásmidocontenidoen ellas,que

erautilizadoparaun nuevociclo detransformación.Esteprocesoserepitiósucesivamentehasta

conseguirunacoloniaconteniendomoléculasde plásmidocon el gende B27 mutadoen susdos

cadenas.La localizacióncorrectade la mutaciónseconfirmó medianteanálisispor “Southern

blot” (277).

3.83.Obtencióndel DNA del plásmido

Las coloniaspositivasse sembraronen 3 ml de medio LB conteniendo150 pg/ml de

ampiciluna.Despuésde 14-16 h en un bañoa 3rC, las bacteriassecentrifugarony se lisaron

con 5 mg/ml de lisozima en 200 pl de TE-sacarosa(Tris/HCI 25 mM, PH 8,EDTA 10 mM,

sacarosa25 mM), durante15 mit> a TA y 5 mm a40C. Posteriormente,seañadieron400 pl de

la solucióndelisis (NaOH 0,2 N y 1%de SOS)quesedejóactuar5 mm a40C. A continuación,

tras añadir300 pl de KAc 3M, pH 4,8 frío y de incubar 15 min a 40C, la preparaciónse

centrifugóa 17400x g durante30 miii a40C. El DNA contenidoen el sobrenadanteseprecipitó

por incubacióncon 400 pl de isopropanoldurante15 miii a TA y posteriorcentrifugacióna

17400x g, 15 mit> a TA. Tras eliminarel sobrenadante,el precipitadoselavó con etanoly se

secóa vacío. Seguidamente,se resuspendióen 50 ¿sI de tampóny se trató con 10 u/pl de

RNAasaTi y 10 ¿sg/plde RNAasaA. Con el fin de eliminarlas proteínas,la preparaciónse
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trató dosvecescon Fenol-Sevag(fenol saturadoenTE:cloroformo:alcoholisoamilico en una

relación 25:24:1) y una vez con cloroformo (278). Posteriormente,se realizó una segunda

precipitacióndel DNA, estavezcon 1/10 del volumen de NaAc 3M, pH 7,2 y 2 volumenesde

etanol,y seresuspendióen 20 pl de 0,1 x TE.

3.8.6. Southernblot

Se realizó digiriendotrespreparacionesdeDNA, procedentede cadacoloniapositivaen la

hibridación,con Kpn 1, Sina1 y Bgl II, respectivamente.Los fragmentosdeDNA sesepararon

por electroforesisen gelesde agarosaal 1% en tampónTAE (Tris-acetato0,04M y EDTA

0,002M) durante2-3 h, con una corrienteconstantede 100 mA y se transfirieron a una

membranade Biodine. Previamentea la transferencia,el gel sesometióa un tratamientode

30 min con la mezcla de desnaturalización:NaCí 1,5 M, NaOH 0,5 M, seguidopor una

mcubaciónde 30 mm con la solución:NaCí 3 M, Tris/HCI 0,5 M, pH 6,8).Posteriormenteel

gel sesumergióen HCI 0,25 M durante10 mm y serealizó la transferencia,durante14-16 h,

en tampón 2OxSSC (NaCí 3 M, citrato sódico 0,3 M, pH 7,2). La fijación del DNA a la

membranase llevó a cabo a 800C durante2 h, sufriendo a continuaciónun procesode

prehibridación,hibridacióny lavados,semejanteal descritoanteriormenteparalas colonias.El

último lavadoteníalugarcuandodesaparecíanlas bandascorrespondientesal gende B27 sin

mutar(incluido como control),permaneciendolas correspondientesal mutado.

3.8.7. Secuenclacióndel DNA

Todos los mutantes,exceptuandoN63, fueron secuenciadospor el métodode Maxam y

Gilbert (279),paraconfirmarla presenciaexclusivade la mutaciónpretendida.El mutanteN63

se secuenció,tras ser subclonadoen el vector Ml3mpl9, por el método de “dideoxy chain

reaction”, usando“sequenase”(280). En el caso de los mutantesN77, 577, Y74, Y74N77 y

N77A81,seobtuvola secuenciacorrespondientea los dominiosa> y a~, perodadoqueel DNA

sólo se abría en el dominio en el que se quería introducir la mutación, en los mutantes

generadosposteriormente(N63, 180, N77180 y E152), se secuencióúnicamenteel dominio

correspondientea la mutación.

La estrategiautilizada para la secuenciaciónestá esquematizadaen la Fig. 7. Tras la

digestióndetrespreparacionesdeDNA con las enzimasSino1, Bgl II y Kpn 1, respectivamente,

las muestrassesometierona electroforesisen gelesdeagarosadebajopunto de fusión al 1%
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en tampónTAE. Las bandascorrespondientesa los fragmentosque nos interesaban(el que

contienea, en la digestioncon Sma1 y los quecontienena, en lasdigestionesconBglII y Kpn

1), secortarondel gel y seextrajo el DNA de ellas (278). Los fragmentosseligaroncon los

vectorespUC12, en el caso de Sino ¡ y Bgl II, y pUCI8, en el caso de Kpn 1, cortados

previamentecon las enzimas correspondientesy tratadoscon fosfatasapara evitar su

religamiento.Despuésde una mcubaciónde 14-16 h a 140C, seprocedióa la transformación

de bacteriasJM83 con las distintas mezclasde ligamento, seleccionándoselas colonias

portadorasdel inserto(blancas)frentea lasque carecendeél (azules),en placasde agarcon

2% de x-gal (278). La orientacióncorrectadel inserto secomprobópor medio de digestiones

con diversasenzimasde restricción.El plásmidoconteniendoel fragmentoBglII, sedigirió con

la enzimaSac1, reclonándosede nuevoel fragmentoobtenido.

El procesode secuenciaciónse inició por digestión de dos alícuotas de los plásmidos

portadoresde los insertos,con las enzimasEco Rl y Hind III, respectivamente.Los digeridos

se trataroncon ARNasasy fosfatasa,como se describióanteriormente,y seguidamentese

sometieron a un tratamientopara eliminar las proteínascon proteinasa1<, fenolizando

posteriormentelas preparaciones(278). A continuación el DNA se purificó por una

minicolumnade SephadexG-56.Trasprecipitacióncon etano!seprocedióa su marcajecon

r-ATP, eliminándoseel excesode isótopo medianteotra municolumna.Posteriormente,la

preparacióntratadacon EcoRl anteriormente,sedigirió con la enzimaHind III, y viceversa.

Los fragmentosdeDNA seaislaronapartir delas bandascorrespondientes,traselectroforesis

en gel de agarosadebajopunto de fusión al 1%. A continuación,serealizaronlas reacciones

específicaspara la determinaciónde cadauna de las bases(279). Estasconsistieronen un

tratamientocon dimetilsulfatoparalasO, piridinaparaG+A, unasolucióndehidrazinaen1120

para las T+C y de hidrazina en NaCí 5M para las C. Estas reaccionesse pararonpor

congelaciónrápidaen ~2 liquido y trasprecipitaciónsetrataroncon piperidina.Lasmuestras

seliofilizaron y seresuspendieronen el tampónde muestra,compuestopor80%deformamida

desionizada,NaOH lOmM, EDTA lmM y los colorantesxilencianol al 0,1% (p/v) y azul de

bromofenol 0,1% (p/v). La electroforesisse realizó en geles de poliacrilamida al 8%,

conteniendo44%deurea,y sellevó a caboa 40 W. Despuésdela electroforesis,sesecóel gel

y seexpusoa una peliculaKodakX-OMAT.
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3.9. TRANSFECCION Y EXPRESION DE GENES DE HLA-B27

3.9.1. Transfecclónen células humanas

Cadauno de los plásmidosconteniendolos genesde B*2705, W2702o los genesmutantes,

setransfectó,junto con el plásmidode selecciónpSV2neo(281), en la linea celularHMy2 CIR

medianteelectroporación(282). Este plásmido incluye el gen neo que confiereresistenciaa

neomicina(0418).Previamentelos plásmidosselinearizaronpordigestióncon EcoRl en el

casode pUCl8 y con Hind III en el casode pBR322. Las célulassediluyeron en medio de

cultivo el día anterior y 5 h antesde la transfección.Posteriormentese resuspendieron10~

célulasen 1 ml de un tampdnHepes20 mM conteniendoNaCí 137 mM, KCI 5 mM, Na2HPO4

0,7 mM, dextrosa6 mM, pH 7,05,junto con 10 ¿tgdeDNA correspondienteal gen mutadoy

1 ¿sg del plásmido de resistencia.La electroporaciónse realizó a 300 V y 950 pF. Tras

permanecerla preparación10 min en reposo,seañadieron20 ml de mediode cultivo DMEM

quecontenía10%de STFy Glutamina2 mM. Despuésdeunaincubaciónde 72 h a37
0C, las

célulasseresuspendieronen el medio de cultivo suplementadocon 1,5 mg/ml de G418 y se

sembraronendosplacasde24 pocillos (Costar).Aproximadamenteun mesdespuésseanalizó

la expresiónde HLA-B27 en la superficiede las células,correspondientesa cadauno de los

pocillos que mostraroncrecimientocelular.

3.92. Transfecciónen células ¡nurinas

Las célulassediluyeronpreviamentecomo en el casoanterior.Los plásmidosqueincluían

los genesde HLA.B*2705, W2702 o los distintos genesmutantes,setransfectaronjunto con

el gende la B
2m humanay el plásmidode resistenciapSV2neoen la línea murinaP815-HTR.

El métodoutilizado en estecasofue eldelfosfatocálcicode Wigler et al. (283),modificadopor

VanPel et al. (250).Parasu realizaciónseprocedióa la formaciónde un precipitadode DNA-

fosfatocálcicoquecontenía10-15¿sgde la mezclade plásmidos,en un volumende 0,5 ml. En

algunoscasossetransfectaronúnicamentelos plásmidosde B*2705 y pSV2neo,utilizandouna

relaciónmolarde20:1;sin embargo,en general,seincluyó,junto con los anteriores,el plásmido

de la 132m humana,siendola relaciónen estecasode 20:20:1.Estamismarelaciónsemantuvo

parael restode los genesde B27. La transfecciónse llevó a cabodiluyendolos DNA en una

solución de CaCI2250 mM, procediéndosea continuacióna la formacióndel precipitadopor

adición de 250 pl de esta preparación,gota a gota y con agitación, sobre un volumen
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equivalentede 2xHBS (NaCí 280 mM, Hepes50 mM, fosfato sódico1,5 mM, pH 7,1 ± 0,05).

Despuésde 60 min a 200C, el precipitadosedisgregópor agitaciónsuavey seincubó con 106

células,durante30 mm a 3TC. Transcurridoestetiemposeañadieron4,5ml deDMEM+ 10%

de STFi, permaneciendola preparación48 h en una estufaa 370C. Posteriormente,las células

selavarondosvecescon medio de cultivo, con el fin de eliminarel CaCI
2,y sesembraronen

dos placas de 24 pocillos, conteniendocada uno de ellos 1 ml del medio de selección

(DMEM+ 10% STFi+ 1,5 mg/ml de 0-418 sulfato). Aproximadamente15 dias despuésse

analizóla expresiónde B27 y B2m humanasobrela superficie de las célulasresistentes.En

algunastransfeccioneslaspoblacionesobtenidassedonaronpordilución limite, seleccionándose

los transfectantesCíO, 1-7E, 1-lOE y 2-SA, por su nivel de expresiónelevadoy homogéneo.

Estos transfectantesse seleccionaronentre las placas sembradasa 0,3 células/pocilloy

correspondíana los clonajesde B*2705 (con y sin B2m), B*2702 y 1477 respectivamente.En el

restode los mutantesseseleccionarondirectamentelos pocillos quecrecierondespuésde la

transfeccióny que tenían una buenaexpresión,homogéneay estable,de HLA-B27.

3.9.3. Citometría de flujo

La expresiónde HLA-B27 sobrela superficiede las célulastransfectadassedetermunópor

citometríade flujo. Lascélulasseincubaroncon los Acm MEI, W6/32,B2.62.2o BMM.l. Este

procesoserealizóa 4
0C durante30 min, en un volumen de 100 ¿tI de una dilución 1/100 de

liquido asciticoy, en el casode BMM.1, deuna dilución 1/2 del sobrenadantede cultivo del

hibridoma.Posteriormente,las célulassesometierona tres lavadosparaeliminarel excesode

anticuerpoy se incubaronotros 30 min a 40C con 100 pl de una dilución 1/50 de una

preparaciónF(ab’), decabraanti-IgGderatónfluoresceinada(Kallestad).Denuevoselavaron

las célulastres vecesy sedeterminóla fluorescenciaincorporadasobre5x103 células viables

medianteun citómetrode flujo EPICS C (CoulterElectronicsInc.).
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4. RESULTADOS

4.1. PAPEL DELOS RESIDUOS 63-84ENLA ALOESPECIFICIDAD SEROLOGICA DEHLA-
B27: GEN?ERACION DE ANTICUERPOS CONTRA EL PEPTIDO 63-84

Con el fm dedeterminarla relevanciadela región 63-84en la aloespecificidaddel antígeno

HLA-B27, construimosun péptido sintéticoquereproducíala secuenciade B*2705 en dicho

segmento.La elecciónde estepéptidoparanuestroestudioserealizó en basea trescriterios:

1) Correspondea unade laszonasde mayorvariabilidadentrelos antígenosHLA de Clase1;

2) En estaregión seencuentrael grupode diferenciasmássignificativo entreHLA-B27 y los

antígenosHLA-B7 y HLA-B40 (Bw6O), serológicamenterelacionados.Además,los subtiposde

B27, con excepciónde B*2703, presentanuna o más sustitucionesen esta región; 3) El

segmento63-84poseeel valor localdehidrofilia mayorde todala molécula(284)(Fig. SA). En

general,existeuna mayorprobabilidaddequelas regionescon mayorhidrofilia esténexpuestas

en la superficiedela moléculay formenpartededeterminantesantigénicos.La localizaciónde

estesegmentoen la superficiede la moiéculafue confirmadaposteriormentepor la estructura

tridimensionalde los antígenosHLA.

4.1.1.EspecIficidadde los anticuerposgeneradoscontrael péptido63-84

El péptido se acoplóa la proteína KLH, por los tres procedimientosdescritosen 3.6.2,

inmunizándosedos conejoscon cadauna de las preparaciones.La presenciade anticuerpos

específicosen lossuerosdeestosanimalessedetectóporELISA, utilizandoplacaspreviamente

recubiertascon el péptido.Los resultados,representadosen la Fig. 9, muestranquetodoslos

antisuerosreaccionaronde forma semejantecon e] péptido inmunizantee indican que la

cantidaddeanticuerposdirigidoscontraésteeracomparableen todos ellos.

4.1.2. Reconocimientode B27 porel antisueroantí-péptido

La presenciade anticuerposreactivoscon la moléculanativa de HLA-B27 en estossueros

sedetectóporensayosde citotoxicidadmediadaporcomplemento.Aunquetodoslos antisueros

conteníananticuerposantí-péptido,únicamentetres de ellos (52, 54 y 56) reconocierona B27

expresadosobre la superficie de las células LG2. Estos tres antisuerosse obtuvieronpor

mmunizaciónconlos complejosKLH-MBS-péptido,KLH-PAPA-péptidoy KLH-carbodiimida-

péptido, respectivamente,lo que indica unaeficaciasimilar de los trestiposde conjugadosen

la generaciónde anticuerpos.
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Posteriormentesedeterminóla reactividaddel antisueroS2, que era el más eficienteen

citotoxicidad,con 28 líneascelulares,cuyostipajesHLA semuestranen la Tabla IV. Unade

ellas,K562, procedentede un tumoreritroblastoidehumano,no expresabaantígenosHLA en

su superficie,mientrasque las restantes,de origenlinfoblastoide,incluían 10 líneasB27- y 18

B27+. Entreestasúltimasuna correspondíaal subtipoW2701, seis a W2702,dosa W’2704,

ocho a B*2705 y una a B*2706. En la Fig. 10 están representadaslas curvas obtenidasal

analizar la capacidadcitotóxica del antisueroa seis diluciones distintas. Los anticuerpos

contenidosenS2reconocieron,únicamente,a lascélulasqueexpresabanel subtipoB*2705 (Fig.

lOA) y no a las lineas B27- (Fig. lOD), ni a las queexpresabanlos restantessubtiposde B27

(Fig. 1OB y C). Noobstante,sedetectarondosexcepcionesconstituidasporlas líneasRió, que

no fue lisadaa pesarde serB*2705+, y Rió que, expresandoel subtipoB*2702, fue lisada

parcialmente.El Acm WÓ/32, monomórficode Clase1, indujo la citotoxicidadde todasla LCL

eficientemente,lo que descartóuna mayor resistenciaa la lisis de algunasde ellas.

Dos hechossugierenque la resistenciaa la lisis de Rió no esdebidaa la presenciade un

nuevo subtipo de HLA-B27 en estacélula: 1) La movilidad en electroenfoquedel antígeno

B27 inmunoprecipitadode estalínea celulary la del subtipoB*2705, obtenido a partir de la

línea L02, fueron idénticas.2) Se llevaronacabomapaspeptídicoscomparativosentreambas

moléculas,trasel marcajemetabólicode las líneasRlÓ y L02 con Leu,Thr y Lys marcadoscon

3H y ‘4C, respectivamente.Con estosaminoácidosse detectabantodos los péptidostrípticos

posiblesde la región 63-84, ademásde cubrir el 77% de la molécula. Los mapasfueron

idénticos.No sepuededescartar,sin embargo,la existenciade algúncambio,fuerade la zona

examinada,que no provoqueuna alteraciónde la cargade la molécula.

Asimismo, es improbableque la lisis residualde la línea Rió producidapor el antisuero,

refleje la expresiónen su superficie de un nuevo subtipode B27, ya que la moléculaB27

presenteen estalínea celularsecomportacomo B*2702 frentea CTL alogénicos(120-122)y

restringidos(100) anti-B27.

4.13. Especificidadde los anticuerposgeneradosfrenteal péptido63-84

Paracomprobarquelos anticuerposanti-péptidoestabandirigidoscontrael péptidoy que

la citotoxicidad no era productode una reaccióncruzadade los anticuerposanti-proteuna

portadoracon B27, serealizaronensayosde inhibición de la lisis por el péptido inmunizante,
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tantolibre comoacopladoa unaproteínaportadoradistintade la utilizadaen la inmunización

(ESA)- Comocontrol seanalizóla inhibición porun péptido irrelevante(A21~1~) y porBSA.

Los resultados(Fig 11) mostraronqueúnicamenteseinhibía la citotoxicidadporel péptido63-

84, y no por el irrelevante.Del mismo modo, el complejoBSA-PAPA-B27~bloqueóla lisis,

mientrasque no lo hicieron ni la ESA, ni el complejoBSA-PAPA-A217~,~.Además,seobservó

inhibición porel péptido73-84, demenortamañoqueel inmunizante,pero quecompartíasu

secuenciaen estosresiduos.No obstante,serequeríauna concentraciónmolar 102 a i0~ veces

superiordeestepéptidoparaobtenerun gradode inhibición comparablea la del péptido63-

84. La concentraciónmolar del complejo ESA-péptidoa la que se obteníainhibición de la

citotoxicidad,fue de 50 a 100vecesmenorquela necesariaparaunainhibición equivalentecon

el péptidosolo. No obstante,la cantidadde péptido en amboscasosesdel mismo ordende

magnitud,debidoa quehay acoplados,por término medio, alrededorde 25 molesde péptido

pormol de ESA.

4.1.4. Especificidad de los anticuerpos antipéptido frente a B27

Parademostrarquela citotoxicidadinducidaporel antisueroanti-péptido63-84eradebida

a suunión al antígenoHLA-B27 expresadoen la superficiecelular,setrató de inhibir la lisis

dela línea B27+, L02, porelAcm MEI, dirigido contradichoantígeno-Comocontrolnegativo

seanalizóla capacidadinhibitoria del Acm irrelevantePA2.1, específicode HLA-A2. Ambos

anticuerposeranadecuadosparanuestrosensayosdebidoa queningunode ellos puedefijar

complemento,lo que les incapacitaparainducir lisis celular.Los resultadosmostraron(Fig

12) quesólo seproducíainhibición trasla adicióndel Acm MEI y no de PA2.1. No obstante,

las concentracionesde MEI requeridasparala inhibición total fueronrelativamentealtas.

4.13. Discusión

El antisuerogeneradocontra el péptido 63-84 de HLA-B27 es capaz de reconocer

exclusivamenteal subtipo B*2705, lo que indica que dicho péptido mimetiza un sitio

aloantigénicode la molécula.El carácteralorreactivode estosantisuerosquedaestablecido,al

menos,por tres criterios: 1) estosanticuerposno provocanla lisis de célulasB27-, incluyendo

las queexpresanB7 o B40; 2) la lisis dedianasB27+ seinhibe selectivamentepor e] péptido

63-84. La menor capacidadinhibitoria del péptido 73-84 podría debersea que su menor

longitud no permitiría la estabilizacionen soluciónde una conformaciónsemejantea la
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adoptadapor laproteínanativa. 3) la citotoxicidadseinhibe específicamenteporun Acm anti-

827. Además,esteresultadoindica quelos anticuerposantipéptidoseunenala moléculalILA-

827 nativa, expresadaen la superficiecelular.

Los anticuerposanti-péptidono son capacesde inmunoprecipitarla moléculade B27 en

lisadoscelulares,lo que sugiereque su unión a ella esdébil y no resistelos lavadosa que se

sometenlos inmunoprecipitados.Sin embargo,paraconseguirla inhibición de la citotoxicidad

provocadaporel antisuero,serequierenconcentracioneselevadasdelAcm MEl, cuyaunión

a 827 esmuchomásfuerte. Esto seríaexplicablesi, en determinadascircunstancias,la unión

de los anticuerposa un númerode sitios relativamentebajo fuerasuficienteparaprovocarla

citotoxicidadmediadapor complemento,produciéndosela inhibición sólo en el casode que

todoslos sitios deunión posiblesestuvieranbloqueados.Estoocurriría,porejemplo,en el caso

de quecantidadesno saturantesde Acm ocasionaranuna alteraciónde la distribución de las

moléculasde 827 en la superficiecelular,de forma que aumentarala eficiencialitica de los

anticuerposantipéptido. La inhibición podría debersea un bloqueo del accesode los

anticuerposantipéptidoa la moléculadebidaa la unión de MEl a 827. Estaexplicaciónesla

más probable,ya que el residuo 67 pareceestar espacialmentepróximo al determinante

reconocidopor esteAcm (119),y seha sugeridola participaciónen él de los residuos69 y 71

(52), todos ellos incluidos en la secuenciadel péptido.Otra posibleinterpretaciónesque la

unión de MEI induzca cambiosconfonnacionalesque alterenlos epítoposreconocidospor

dichosanticuerpos(285).

Los subtipos de 827 analizadosen estos ensayosdifieren en un númerovariable de

sustitucionesen la regiónde la secuenciareproducidaporel péptido.El cambioen el residuo

77 escomúnatodos ellos, e implica la perdidadeunacarganegativa.Además,estasustitución

reduceen los subtipos8*2702 y 8*2704 el valor local de hidrofilia en esesegmentode la

molécula(Fig. 8A). El máximo valor local de hidrofilia del péptido 63-84estácentradoen el

Asp 77 (Fig. 88), lo quesugiereunainmunodominanciade esteresiduo(114).Así, la respuesta

antipéptido iría dirigida mayoritariamentecontrael Asp 77, lo que explicaría el fallo del

antisueropara reconocera los subtiposque varian en estaposición. Se han descritocasos

semejantesaéste,en los queanticuerposgeneradoscontraun péptidosintéticosoncapacesde

distinguir entrevariantesalotípicasde una proteína que diferían tan solo en un aminoácido

(286).
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El Acm M2, dirigido contraB27, escapazde distinguir los distintossubtipos,por lo que se

hasugeridoquela posición77 seríacrucialparasu reconocimiento.Esteresiduoparececritico

igualmenteparala reactividadde un antisueroque reconoceúnicamenteal subtipo 8*2705

(118).Estosdatos,junto con los denuestroantisuero,resaltanla importanciadel residuo77 en

la aloantigenicidadde HLA-B27. La mayoría de los antígenosHLA secuenciadosdifieren de

827, bienpor la pérdidadelAsp en posición77, o bienporuna sustituciónde Glu a Val en la

posición76 (50).Ambassustitucionesrepresentanuna pérdidalocal decarganegativaen esa

región y podríanejercerefectossimilares,alterandola cargade aquellosepitoposen los que

participan.

Nuestrosresultados,junto con los obtenidosen un estudioen el queobtienenanticuerpos

quereconocenespecfficamentea HLA-B7 por inmunizacióncon elpéptido63-84deéste(56),

confirmanlas hipótesispreviasqueproponíanquela región 63-84constituiríauno de los sitios

aloantigénicosde mayorimportanciade los antígenosHLA deClase1(46-49).El hechodeque

el antisuero anti-péptido 63-84 reaccione exclusivamentecon 8*2705 sugiere que los

deteminantesresponsablesdela especificidadserológica827, queenglobaa todoslos subtipos

de 827, implicarían residuoslocalizadosen otras áreaspolimórficas de la molécula. No

obstante,el segmento63-74,común a todoslos subtipos,tambiénpodríacontribuir a ellos.

Los estudioscon antisuerosgeneradoscontrapéptidossintéticosson informativos, pero

parecenestarlimitadosaalgunassecuenciasdeterminadas,ya queanticuerposgeneradoscontra

las regiones39-50, 99-118, 168-186y 215-232de HLA-B7 (55,56,59)no fueron capacesde

reconoceral antígenoHLA-B7 nativo. Del mismomodo,nosotroshemosobtenidoanticuerpos

inmunizandocon los péptidosquereproducíanlas secuencias146-160deHLA-87, 175-187de

HLA-Bw6O y HLA-B7 y 175-187 de HLA-A2 y HLA-A28, correspondientesa regiones

altamentepolimórficasde la molécula.Ninguno de los antisuerosreconocíaa los antígenos

lILA correspondientes.En algunos casos, se han obtenido anticuerposantipéptido que

reaccionancon las proteínasintactasperono son aloespecíficos(59). Recientemente,sehan

generado9 antisuerosfrente a péptidos sintéticos correspondientesa distintas regiones

polimórficas de los antígenosHLA-A2 y 87, 3 de los cualesson aloespecíficos(58). Los

antisuerosfrente a los péptidosA2.170-185y 87.99-118no roconocíana la molécula ULA

correspondiente,enconcordanciaconlos resultadosexpuestospreviamente.Otrospéptidosde

esteanálisissolapabanparcialmentecon los utilizadosen estudiosanterioresy queno habían
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dadolugara antisuerosreactivoscon la moléculaHLA. Los autoresproponenque,ademásdel

gradodevariabilidade hidrofilia dela secuencia,la longitud delpéptidoseríacrítica, deforma

que los péptidosmenoresde 14 aminoácidosno inducirían eficientementeanticuerposanti-

HLA, mientrasquelos de másde 20 generaríanunabuenarespuesta.Adicionalinente,la falta

de reconocimientode la proteínanativa poralgunosanticuerposanti-péptidopuededeberse

al grado de exposición o a la conformaciónde la secuenciacorrespondientedentro de la

molécula.Porotraparte,entrelas diversasconformacionesquepuedeadoptarun péptido en

solución (287), la mayoritariano tendría por qué coincidir necesariamentecon la adoptada

por esasecuenciaen la proteína.

4.2. CARACTERIZACIONESTRUCTURALDE LOS SUBTIPOS DE B27

42.1.Análisis estructural del subtipo BS2701

Las cadenaspesadasde B27 correspondientesal subtipo 8*2701, cuya secuenciasequería

determinar,y B*2705, de secuenciaconociday frenteal que serealizó la comparación,se

mmunoprecipitarona partir de lisados celulares procedentesde tas lineas LH y L02,

respectivamente.Se empleó la estrategiaexperimental utilizada con anterioridadpara la

caracterizaciónde otros subtipos(115-117).En primer lugar, se llevaron a cabo los mapas

trípticos comparativoscorrespondientesa los marcajescon Lys, Ser,Leu, Ala y Wr. Con estos

aminoácidosse marcaronpéptidossolapantesquecubríanel 97% de la molécula.Cualquier

diferenciaentrelas dos moléculasse debía reflejar en un pico de diferenciaen los mapas

peptídicos,consistenteen una variaciónen la altura o la amplituddel pico, en su desaparición

o enun cambioenel tiempo deretenciónen la columna.Los mapasde Lys y Ser(Fig. 13 y 14)

resultaronidénticos,indicandola ausenciade variacionesen los péptidosqueconteníanestos

ammoácidos.En el caso del marcajecon Serserealizó,paralelamenteal mapacomparativo

entrelos dossubtipos,un mapacomparandola moléculade B*2705 marcadacon 3H y ‘4C. Con

estemapacontrol se identificaron los picosde diferenciadebidosa la conversiónmetabólica

de Sera Gly.

El mapadeLeupresentó5 picosdediferenciaentrelas dosmoléculas,quesedenominaron:

Li, U, 13, L4 y L9, deacuerdocon sufracción de elución en el cromatograma(Fig iSA). Li

y L9 estabanmarcadoscon ‘4C y U con 3H, mientrasqueenU y 14 seobservóunadiferencia

enla alturadelospicoscorrespondientesa ambosisótopos.Estosúltimosserecromatografiaron
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en un sistemadeintercambioiónico (Fig. 16Ay 8), parasepararla mezcladepéptidosincluida

en ellos. En amboscasosseaislóun péptidode diferencia,que estabamarcadocon ‘4C en U

y con en LA. Las secuenciasradioquimicasde los picosdediferenciade ‘4C, pertenecientes

a 8*2705, presentaronradiactividaden los ciclos: 3 en Lí, 8 en L3 y 2 y 3 en L9 (Fig. 158).

Estosresultados,junto con la posiciónde elución de los picos (115,116),sugeríanqueLi era

el péptido 76-79 (EDLR), U el 71-79 (AQTDREDLR), generadopor digestiónparcial en

R75-E76, y L9 el 80-83 (TLLR). La secuenciaciónde los picos U y U, marcadoscon

mostró radioactividad en el ciclo 3 en ambos casos, indicando la posibilidad (como se

comprobaráenmapasposteriores)dequedichospéptidosfueranla contrapartidadeLi y L9,

respectivamente.No obstante,la presenciade radiactividad en los ciclos 2 y 3 en L9 y

únicamenteen el ciclo 3 en U, indicabaque, si realmenteambospicos correspondíanal

péptido 80-83, en 8*2703 habría desaparecidola Leu que W2705 poseeen el residuo 81.

Además,la ausenciadelpéptidode digestiónparcial 71-79 en la moléculavariantesugeríala

posibilidadde un cambioen estepéptido que fadiitarala digestión triptica.

En el mapade Ala sedetectarontrespicosde diferencia:A4, AS y Ah (Fig. 17A). A4 se

identificó como el péptido 71-79de W2705, debido a su posiciónen el cromatogramay a la

presenciade “C en el ciclo 1 de su secuencia(Fig. 17C). El pico AS tuvo que serpurificado

porcromatografíadeintercambioiónko, detectándosedospéptidosde diferenciaenel marcaje

de~I1,denominadosAS.3 y A5.4, ademásde algunospéptidoscontaminantesidénticos(Fig.

17B). A53 conteníaradiactividaden los ciclos 1 y 2, mientrasqueA54 solo la presentabaen

el ciclo 1 (Fig. 17C). La radiactividaden el ciclo 1 en AS.3 sedebía, como severá en mapas

posteriores,aunaseparaciónincompletade los dospéptidosen lascondicionescromatográficas

utilizadas.El hechode queAS eluyeraen las mismasfraccionesqueL4, unido a su secuencia,

concordabacon que el péptido AS.3 fuerael 80-83 en el que la Leu en posición 2 habría

cambiadoa Ala. La secuenciadel pico A 11 tambiénexhibía radiactividad en el ciclo 2,

sugiriendo que estepéptido podría ser un producto de degradaciónintermedio que, tras

digestióncompleta,daríalugaral AS.3. El péptidoAS.4, queconteníaAla enposición1, podría

consistiren unpéptidode B*2701 quecomenzaseen la posición71 (posiblementeel equivalente

aAQTDR de W2705).

El mapa de Tyr presentódos picos de diferencia en el marcajede 3H: Y1 e Y6, no

observándosesuscontrapartidasde ‘4C (Fig. 18A). La secuenciade Y1 (Fig.18B) mostró
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radiactividadenel ciclo 4. Esto, unido a su posiciónde elución coincidentecon la del pico AS,

indicó la presenciaen dichopico delmismopéptidoquesehabíadenominadoA5.4 enel mapa

de Ala y que corresponderíaal que comienzaen posición 71 de 8*2701. Estos resultados

sugeríanqueen Y1 habríaocurridounasustitucióndelresiduodeAsp en posición74, presente

en 8”2705, por unaTyr. El pico de diferenciaaparenteY6, revelóradiactividaden los ciclos

1 y 2 en los marcajesde 3fl y de ‘4C (Fig. 188).Tantopor su secuenciacomo por su posición

de elución, Y6 seidentificó como el glicopéptido,que seextiendeentrelos residuos83-108y

que contienela moléculade carbohidratounidaa N86. Dicho péptido eluia, generalmente,

comodospéptidosconsecutivosenel cromatograma(Y5 eY6). Comoseha observadoen otras

ocasiones(288),la discrepanciadealturaen Y6, apesarde serun péptidoidénticoentreambas

moléculas,sedeberíaa diferenciasentrelineascelularesen la proporciónrelativade especies

molecularesdel antígenocon distinto grado de sialización. No obstante,paradescartaruna

posible diferenciano detectadadadala considerablelongitud del péptido, Y5 se sometióa

digestión con quimotripsina (Fig. 18C). También, se digirió el pico correspondienteal

glicopéptido en el marcajede Val. En amboscasos,no sepudo encontrarningunadiferencia

adicionalen los péptidosde menortamañogenerados.

La realizaciónde los mapaspeptídicos,anteriormentedescritos,condujoa la detecciónde

trespéptidosde diferencia:80-83 que habríasufridoun cambioen posición81 deLeu aAla;

el que comenzabaen posición71, con una sustitucióndel Asp en 74 por Tyr; y 76-79cuyo

cambioestabasin determinar.Con el fin de averiguarque cambiohabía sucedidoen este

péptido,y decompletarla secuenciade los péptidosdediferenciapor si hubieraalgúncambio

adicionalen ellos,serealizaronnuevosmarcajescon Thr, Gin y Asn.

Medianteel marcajedeThr seestableciólapresenciade esteaminoácidoenlas posiciones

73 y 80 de 8*2701 (Fig. 19). Se detectaron4 picos de diferencia:Tí y T8, marcadoscon ‘4C y

T3 y TÓ, marcadoscon 3H. El pico TI tuvo que ser repurificado ya que presentaba

contaminaciónpor dos péptidosidénticos,que eluian en la misma posiciónen el sistemade

purificación empleado(Fig. 19A). Las condkionesde la segundacromatografía,en HPLC,

consistieronen un gradientelineal de TFA y acetonitrio.La secuenciadel pico de diferencia

obtenido,correspondientea 8*2705 dio como resultadoradiactividaden el ciclo 3 (Fig. 19C).

Estepéptido,porsuposiciónde elución, análogaa la de los picos U y A4, seasignócomo el

71-79de 8*2705. La secuenciade T8 mostró ‘4C en el ciclo 1 y, puestoque coincidíacon L9
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en el cromatograma,se identificócomoelpéptido 80-83 de B*2705. El pico T3 que eluía en

la mismaposiciónqueAS, serepurificópor cromatografíade intercambioiónico (Fig. 19B).

Dio lugar a un pico idénticoy a dosmarcadoscon 3H, denominados‘113 y T3.4. Estospicos

coincidían con A5.3 y A5.4. La secuenciade T3.3 presentóradiactividaden 1 y 3. La

radiactividad en 3 era debida a una separaciónincompleta de 713 y T3.4 (Fig. 19C). La

presenciadeThr en posición1, junto con la de Ala en 2 en A5.3 y la deLeu en 3 en L4, todos

elloscon unaposición de elución idéntica,concordabacon queestepéptido fuera e] 80-83de

B*2701, en e] queel residuo81 sehabríasustituidopor unaAla. La secuenciade 13.4 mostró

queel aminoácidomarcadosehallabaen posición3, confirmandoqueestepéptidoerael que

teníasu origenen la posición71, comosehabíaidentificadopreviamenteporsecuenciaciónde

A5.4 eYI. La posiciónde TÓ coincidíacon la de Ah, y sussecuenciasexhibíanmarcajede 3H

en los ciclos 1 y 2, respectivamente.Estoapoyabala posibilidaddequeestepéptidocomenzara

en el residuo80 como consecuenciade una degradaciónparcial.

A continuaciónsemarcaronmetabólicamente,tantoB*2705 comoW2701,con3H-Gln. Para

ello, se utilizó un medio carenteen clIn y Glu, marcandode estaforma ambosresiduospor

interconversiónmetabólica. Con este mapa se detectaronlos péptidos 18-21 y 45-48,

completandoasí el mapeo de la porción extracelular de B27. Los digeridos trípticos

correspondientesa las dos moléculassecromatografiaronindependientemente,debido a que

estabanmarcadascon el mismo isótopo. En la Fig. 20A están representadosambosmapas

conjuntamenteparafacilitar su comparación.04erael únicopico dediferenciacorrespondiente

a Bt2705. Susecuencia,con radiactividaden los ciclos2 y 6, identificabaestepéptidocomoel

71-79 (Fig. 20B). Los picos de diferenciade B*2701 fueron Q3 y Q5. La secuenciade 03

presentóradiactividaden el ciclo 1, y su situaciónen el cromatograma,idéntica a la de U,

indicó que era el péptido 76-79. En 05, el aminoácidomarcadoestabaen posición2 y su

posiciónde elución, coincidentecon la de los picosAS, Y1 y 13, sugirio que setratabadel

péptido cuyo comienzoera la posición71.

Faltabapor determinaruna sustituciónen el péptido 76-79.La secuenciaciónde 1.2 y 03

(Fig. 15B y 20B) eliminabala posibilidadde sustituciónen las poskiones76 y 78 por lo queel

único residuosusceptiblea un cambioera el 77. EsteresiduovaríadeAspa Sero Asn en otros

subtiposde B27. Además,la Asn esfrecuenteen otrosantígenosHLA en estaposición.El

cambioa Serquedabadescartadoyaqueestemapamostróuna identidadabsolutaentreambas
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moléculas.Por lo tanto, procedimosal marcajede las moléculasnormaly variantecon ‘4C-Asn.

Tras sercromatografiadasindependientemente,serealizó una representaciónconjuntade los

mapas(Fig. 21A), detectándosedospicos de diferenciapertenecientesal subtipo B*2701: N2

y N3. La localizaciónde N2 en el cromatogramacorrespondíaal péptido 76-79y la presencia

de radioactividadenel ciclo 2 confirmabala existenciade un cambioen posición‘77 deMp a

Asn (Fig. 2 iB). El pico N3 coincidíacon los picosAl 1 y Tá y susecuencia,con radiactividad

en el ciclo 7, era compatiblecon que estepéptido se hubierageneradoen B*2701, como

consecuenciade una rotura parcialdel péptido que comenzabaen posición80. Su secuencia

sería:TALRYYNQSE...., aunqueno sesabecon exactitudsu extensión.La rotura triptica

incompleta del enlace R~-Y~ en B*2701 podría ser el resultadode la proximidad del

carbohidrato,unido a la Asn 86.

Paradescartarun cambio adicionalen el péptido 122-145,enmascaradodebidoa su gran

tamaño,realizamosdigestionesquimotrípticasdelospicosA18 eY13, correspondientesa dicho

péptido en los mapasdeAla y Tyr, respectivamente(Fig. 22A y B). No sedetectóninguna

diferenciaadicional en los péptidosgenerados.

La Fig. 23 resume la asignaciónefectuadapor secuenciaciónde los aminoácidosde

diferenciaentreB*2701 y B*2705. Todos los cambiosse hallan localizadosen tres péptidos

consecutivos:71-75;76-79y 80-83.EnB*2701 seobtienecon un alto rendimientoelpéptido71-

75 (al quesehacereferenciaa lo largode la exposicióncomo elquecomienzaen posición71),

mientras que en B*2705 es prácticamenteindetectable(se generael parcial 71-79). Esta

diferenciasedebea que la tripsina actuaríacon menoreficiencia sobrela R75 de B*2705,

debido a la presenciade tres residuos ácidos en su proximidad: D74, E76 y D77. Las

sustitucionesde los residuos74 y 77 en B*2701 por aminoácidosno cargadosaumentaríala

susceptibilidaddel residuoR75 a la acción de la enzima.Un efectosimilar, aunquemenos

acusado,sedetectóen B*2702, dondeúnicamenteD77fuesustituidoporun residuonocargado

(115).

Medianteel mapeollevadoa cabo,sedeterminaronlos péptidosdediferenciay seobtuvo

la secuenciade todos los residuosque los constituían, con excepciónde las Arg carboxi-

terminales.Laúnicasustituciónposibleen estosresiduosseríaporunaLys, yaquehabíarotura

tríptica en estasposiciones.Sin embargo,estaposibilidadquedadescartadadebidoa que el
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mapacorrespondienteal marcajecon Lys fue idéntico.

4.22.AnálisIsestructuraldel subtipoB*2703

Paralacaracterizaciónestructuraldel subtipoW2703sesiguió la mismaestrategiautilizada

con B*2701, partiendode la línea celularCH (B*2703+). Comoen el casoanterior,B*2705 se

extrajode la línea L02. Los primerosmapasrealizados:Leu, Tyr y Ala cubrieronel 91% de

la porciónextracelularde HLA-B27.

El mapadeLeu (Fig. 24) resultéidéntico,salvopor unaspequeñasdiferenciasen los picos

Lii, L13 y L23. Las fraccionesen las que sedetectéLii coincidían con las habitualesde

elución del glicopéptido en HLA-B27. La purificación de L13 y L23 por un sistema

cromatográficoque consisitíaen un gradientede TFA y acetonitrio,no puso de manifiesto

ningún pico de diferencia.

Con el marcajede Tyr sedetectarontrespicos de diferencia:Y5, Y7 e Y8 (Fig. 25A). Y5

estabamarcadocon‘H y elula en la posicióndelglicopéptido.Los picosY7 eY8, marcadoscon

y, por tanto, pertenecientesa B*2705, mostraronradiactividaden el ciclo 11 (Fig. 25C). Y7

estabacontaminadocon un pico idéntico entreambasmoléculaspor lo que sesometióa una

repurificación,previaa la secuenciación,en el sistemade IFA y acetonitrio(Fig. 25B). Un

examendelos péptidostrípticos de B27 revelóque el únicocon Tyr en posición11 era el 49-

62. El segundode los picosdediferenciasehabríageneradoporuna digestiónparcialen R62

que daría lugar al péptido 49-68.Esteresiduode Tyr estabalocalizadoen la posición59. El

hechodequeno sedetectarala contrapartidade estospicos en el marcajede 3H sugeríauna

pérdidade esteresiduoen el nuevo subtipo.

La His era un posiblecandidatopara sustituir a la Tyr 59 en el subtipoB*2703, debidoa

que en los antígenoslILA de Clase1, los cambiosde Tyr a His sonrelativamentefrecuentes

y, además,la presenciade esteresiduoexplicaría la movilidad de B*2703 en electroenfoque.

El mapacorrespondientepresentétrespicosde diferencia: H3, H4 y H5 (Fig. 26A). Los picos

H4 y 145 fueronrepurificadosmedianteun gradientede IFA y acetonitnio,obteniéndoseen

amboscasosvarios picos, marcadospor igual con los dos isótopos,y un pico de 3H (Fig. 26B

y C). Las secuenciasde los picos de diferencia,denominadosH4.3 y H5.2, respectivamente,

mostraronradioactividaden posición 11 (Fig. 26B y C). Estos datosde secuencia,junto con

la ausenciade contrapartidasde estospéptidosen el marcajede 14C y con su situaciónen el
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cromatograma,semejantea la de Y7 e Y8, indicaronuna sustituciónde la Tyr que B*2705

poseeen posición59, poruna His en B*2703.Portanto, los picosde3H enelmapadeHis eran

la contrapartidade los de ‘4C en el mapade Tyr. La posiciónde H3, tercerode los picos de

diferenciadetectados,coincidíacon la deLI 1 e Y5, confirmandola preseciade radiactividad

en el ciclo 10 en su secuenciaque estospicos correspondíanal glicopéptido (Fig. 26D).

Probablemente,la ausenciade ‘4C en esta secuenciasea debidaal menornivel de marcaje

obtenidocon esteisótopo.

Posteriormente,con el fin de descartarcambiosadicionalesen el péptidoserealizaronlos

marcajesmetabólicosnecesariosparadeterminarsu secuenciacompleta.El mapadeile generé

cuatropicos de diferencia:12, 13, 14 e 15 (Fig. 27A). Los picos12 e 13, marcadoscon 314 y ‘4C,

respectivamente,correspondíanalpéptido 49-62.Su secuenciaciónmostró radiactividaden el

ciclo 4 en amboscasos,lo que excluíaun cambio en esteaminoácido(Fig. 27B). La secuencia

del pico It presentóradiactividadde ambosisótoposen el ciclo 4, identificándosecomo el

péptido 63-68(ETQJCK). La confirmación de que los picos 14 e 15 conteníanel producto

intermedio49-68de ambossubtipos,se realizó pordigestión de ambospicos con tripsina en

condicionesenérgicas(ver 3.7.3), resultandodos péptidosde diferencia cuyas posiciones

comcidíancon 12 e 13, y un pico idénticoqueeluía en la posiciónde II (Fig. 28A). La digestión

de los picos 12 e 13 (obtenidosa partir de un segundomapa) con la proteasaVS de

Sraphilococcusaureus(Fig. 28B), en condicionesde rupturaporresiduosde Glu (272),dio lugar

a un pico idéntico mayoritariocuya secuenciaexhibía radiactividad en el ciclo 4 y que

posteriormentese identificó como el péptido 49-53 (APWIE). Este resultadoexcluía la

posibilidadde un cambioen esesegmento.

El marcajecon Lys aportéunainformaciónsemejantealdeIle, detectándoseen él dospicos

dediferencia,K16 y K17, cuya posiciónde elucióncoincidíacon la delproductode degradación

parcial 49-68 (Fig. 29A). El péptido4942, originadopor digestión total, no tenía Lys y por

tanto no seobsevóen el mapa.No sellevó a cabola secuenciaciónde estospéptidos,debido

a que la presenciaen ellos de Lys en el extremoC-terminaldificultaba el proceso.Los picos

K16 y K17 sesometierona unasegundadigestióncon tripsina (ver 3.7.3),generándoseun pico

idénticoquecorrespondíaal 63-68,por su situaciónen el croniatograma(Fig. 29B).

El mapade Ala eraaparentementeidéntico,salvoporun pequeñopico de 3H denominado

Ah (Fig. 30A). SusecuenciarevelóAla en posición5 en el canalde3H y en 1 y 7 en el canal
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de~4C.Probablemente,el péptido49-62,originadocon bajorendimiento,fuerael responsable

de la presenciade ‘4C en el ciclo 1. La ‘t-Ala hallada en el ciclo 7 podía deberseal

glicopéptidoque,comoseha advertidoenotrasocasiones,puedeestarenglobadoen distintos

picos en esazonadel cromatograma.No seobservaronen el mapalas contrapartidasde los

péptidos anterioresen el marcajede 3H. La considerableamplitud del pico A12 y su

localización,coincidentecon la YS, HS e 15, apuntabanla posibilidad de que los picos de

diferenciaestuvierancontenidosensuinterior. La repurificacóndeA12descubriódospicosde

diferencia:A12.2 y A12.3, en los marcajesde3H y ‘4C, respectivamente(Fig. 3DB). La secuencia

de A12.2 mostróradioactividaden el ciclo 1, sugiriendoquesetratabadel péptido49-68 (Fig.

30C). Sin embargo,la presenciade ‘4C en los ciclos 1 y 5 en A12.3 indicaba que estepico

incluía dospicosdistintos,uno de los cualesseríacontrapartidade A12.2,mientrasqueelotro

lo seríadeAlt. Dadoqueno existeningún péptidotríptico de B27 con Ala en posición5, estos

péptidosderivaban,probablemente,deunadigestióntríptica incompletaenel residuoR48 que

ocasionaríala formacióndel péptidoEEPRAPWIE....El hechodequeel péptido49-62sehaya

generadocon muy baja eficiencia en el mapade Ala, apoya estaposibilidadde una rotura

tríptica incompleta.

La presenciade Gin y de Glu, sedeterminómediantedosmapas,comparandoen uno de

ellos las moléculasnormaly variantey enel otro W2705 consigomismo,como controlparala

localizaciónde los picos de interconversiónmetabólica(Fig. 31A y B). Se detectaroncuatro

picos de diferencia: 013, 014, 015 y 016 que, como en otros mapas,correspondíana los

péptidos49-62y 49-68de ambossubtipos.Parafacilitar la secuenciacióndelos residuosdeGlu,

previsiblementemarcadoscon pocaeficiencia,seacortóla longituddelos péptidospordigestión

con la proteasaVS (Fig. 32A). La digestión conjunta de 013 y 014 generévarios picos

idénticosentrelas dosmoléculasy tresde diferencia:QV8. 1, QV8.4 y 0V8.5.La secuenciade

QVS.4 mostró314enel ciclo 1, mientrasque,QVS.l y QVS.5 presentaron‘4C enel mismociclo

(Fig. 32B). PosiblementeQV8.4y 0V8.5 fueranpéptidosequivalentesdelos dossubtipos,cuyo

comienzosería054 (probablemente,QEGPEYWDR).0V8.1, correspondienteal marcajede

‘4C, empezarlaenla mismaposiciónperotendríamenortamaño(QEOPE).Sin embargo,este

pico no tenía contrapartidade 3H, lo que sugeríauna interferenciadel cambioocurridoen

B*2703 en la acción de la enzima. A pesar de que los residuosde OS se marcaron

eficientemente,los de Glu, marcadosporconversiónmetabólica,eranindetectablespor lo que
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seprocedióa la realizacióndel mapaen otrascondiciones.

En el segundomapaparala deteccióndeestosresiduos,sellevó a caboun marcajecon314~

GIn y 3H-Glu, conjuntamente,en ausenciade los aminoácidosfríoscorrespondientes(Fig. 33).

Como en otrasocasiones,los mapasserepresentaronen la misma gráfica para facilitar su

comparación.Se detectaroncuatropicos de diferencia:Qil, 012, 013 y 014.La posiciónde

Qíl, semejantea la de Y5 y H3, indicabaqueen estepico estabaincluido el glicopéptido(la

resoluciónen estazonadel cromatogramafue mejoren estemapaqueenelanterioren el que

coeluianel glicopéptidoy el péptido 49-62).012 y Q13, pertenecientesa B”2703 y B2705,

respectivamente,poseíanla mismalocalizaciónqueel péptido49-62en otroscromatogramas.

Los picos Q12y 013 teníanuna secuenciaidéntica,con radioactividaden los ciclos 2, 5, 6, 7

y 10 (Fig 33).Esteresultadoconcordabacon la secuenciadeB*2705 queposeeOla en posición

54 y Glu en los residuos53, 55 y 58. La mayorpartede la radiactividadde 314 se encontraba

en el residuode Gín, debido a que esteaminoácidose incorpora en la célula con mayor

eficienciaque el Glu (269). La presenciade marcajeen posición2 sedeberíaa la conversión

metabólicade 3H-Glu a Pro (269). El hecho de quelas secuenciasde los dos subtiposfueran

idénticasexcluíaun cambioen estosresiduos.El pico 014, queporsu posicióndebíaenglobar

los productosintermedios49-68, no fue analizadopuesto que ya se habíanobtenido las

secuenciasdel péptidode diferencia.

A continuaciónserealizóel marcajecon Pro, obteniéndosetrespicosde diferencia:P7,PS

y P9 (Fig. 34A). P7y P8 eran contrapartidasdel péptido 49-62en los marcajesde 3H y 14C,

respectivamente.La secuenciade ambosresultéidéntica,con radiactividaden los ciclos 2 y 9.

Esto demostrabaque los residuosde Pro se hablan mantenidoen B*2703 en las mismas

posicionesque en B*2705. P9, que por su posición de elución contenía los productos

intermediosde ambossubtipos,no fue analizado.

Los mapasdeTrp delas dos moléculasserepresentaronconjuntamente,trasmarcarambas

con 3H-Trp (Fig. 34B). Comoen otrasocasiones,seobtuvieron3 picosde diferencia:W3, W4

y W5. La secuenciadeW3 correspondientea B*2703, exhibió radiactividaden los ciclos3 y 12,

lo queconcordabaconla secuenciade W2705.La secuenciadelpico W4, contrapartidadelpico

anterioren el subtipoB*2705, sólo sepudodeterminarhastael ciclo lOy presentóradiactividad

en el ciclo 3.

A continuación,semarcarontanto el subtiponormal,como el variantecon 3H-Asp (Fig.



113

(.)~
o

¡x
¡‘IdO

H
s

C.D

o
—

O
—

0..
3

-....
—

u
o

c
3

-a
>

4>’—a>

zoCC)
a)

c
E

wZ
—

o
c
tC

)

O
t

O
-s

-
‘o3

-—
O

c
L

IG
o

.0
—

-O

tn
O

o
C

)

3
-

a)

CM
C

•
4

)

‘o
c

C
a.>

O
-O

-
4)

.0
O

O
c

‘o
.—

~
bn~

c
g

o
-

o
E

~
6

•~
E

~
<t

L
I~

‘tO
-

co
3

-
u,

3.-
c
ta

>

(
)r~oLx

V’¿dO
H

s



114

1 t4
<.4

o o

x
1

o.. o.-o o

1 ci
It

30

24
rs24

5~~

.4 18- .40 18 0

x —‘Mc

1 112 12 a.
o

r
$3, Y>

6
6

50 100 150 200

N~ DE FRÁCCION

Figura 34. A) Mapa tríptico comparativoentre Los subtiposBt27O3 QH) y Bt27O5 (‘t),
correspondienteal marcajecon Pro. Los picosde diferenciaP7y PSsesometierona secuencia
radioquimica.E) MapapepddicocomparativoentrelasmoléculasdeB*2703 y B*2705, ambas
marcadascon 3H-Trp. El digerido tríptico de cada una de las moléculasse cromatografió
independientemente,representándoselos resultadosconjuntamente.Se incluyenlassecuencias
de los picosW3 y W4.

74’ DE FRACCION

&
33
33
•3
33

II

sg

II

6-
W4 TRP

W3 B*2705 ( )

Bt2703 (—)



115

35A). De nuevo, se obtuvieron3 picos de diferencia: D7, DS y D9. Los picos D7 y DS se

digirieron independientementecon la proteasaVS, observándoseen la comparaciónconjunta

de los dosmapas,dos picos de diferenciamayoritarios: DV8. 1 y DVS.2 (Fig. 35B). DV8.2

mostró radiactividad en el ciclo 3, tratándose,probablemente,del péptido YWDR. DV8.l

presenté314enel ciclo 8, lo quesugeríaqueera el péptidoQEGPEYWDR.La susceptibilidad

diferencialde los dos subtiposa la acciónde la VS, queya sehabíaobservadoen el mapade

ClIn, podría deberseal cambio ocurrido en B”’2703. La secuenciaciéndel pico D9,

correspondientea W2703,revelóradiactividaden el ciclo 13 (Fig. 35A), lo quecorroborabael

resultadoobtenido con DVS.1 y confirmabala presenciade Asp en posición 61 en dicho

subtipo.

El residuode Gly en posición62 semarcóporconversiónmetabólicaa partir de ‘t-Ser.

Se efectuarondos mapaspeptídicos,comparandoen uno de ellos las moléculasnormaly

variantemarcadascon 3H-Sery ‘t-Ser, respectivamente;y en el otro la moléculade B*2703

marcadacon ambosisótopos(Fig. 36A y B). De estaforma, los picos de conversiónde ‘4C-

Ser,presentesen el segundomapay queno coincidierancon los del primero,corresponderían

a picosdediferenciaentreambasmoléculas.Sin embargo,no sedetecténingunodeestospicos.

Dado quela incorporaciónde radioactividadpor interconversiónmetabólicaocurrecon baja

eficiencia, los picos de diferenciano serían de gran tamañoy podrían estarocultosen el

interior de alguno de los que aparececomo idéntico.La posiciónhabitualdel péptido 49-62

coincidiría con la delpico Sil en el mapaquecomparaB*2703 marcadocon los dosisotopos.

Este pico se digirió con la proteasaVS para acortar la longitud del péptido y facilitar su

secuenciacién,generándoseun único pico de diferenciaen el marcajede ‘t: GVS (Fig. 36C).

Suposiciciénde elución coincidíacon la de QV8.4 y DV8.1 y su secuencia,con radioactividad

en el ciclo 3 (Fig. 36D), indicaba que era el péptido QEQPEYWDR.Así, se confirmé la

presenciadeuna Gly en posición56. Los picosde diferenciaen el marcajede 3H detectados

en estemapa,sedebenprobablementea contaminacióncon el glicopéptidoque eluyeen esa

zonadel cromatograma.

Comoen el casodel subtipoB12701, serealizó una digestiónquimotrípticadel pico Y12,

correspondienteal péptido 122-145, debido a que su gran tamaño podría enmascararla

presenciadeuna sutituciónen él (Fig. 37). No seencontróningunadiferenciaen los péptidos

generados.
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Con estaseriede mapasseidentificaronporsecuenciaciéndirecta todos los residuosque

componíanelpéptido49-62,con excepciónde la Arg C-terminal.La generaciónde un péptido

por roturatríptica en esaposiciónindicabaqueel únicocambioposibleseríaporunaLys. Este

cambioquedódescartadodebidoaqueel mapade Lys era idénticoentreambasmoléculas.En

la Fig. 38, queresumelas asignacioneshechasen esteanálisis,estánrepresentadoslos péptidos

secuenciadosy la situacióndel aminoácidomarcadoen cadauno de ellos.

4.2.3. Los subtiposB27b y E27c son indistinguiblesentresí y de P2704

En un estudioprevio sedetectaron6 variantesde B27 por su movilidad diferencial en

electroenfoque(109). Cinco de los patronesdetectadoscranclaramentedistinguibles,perola

diferenciaentrelas moléculasb y o (TablaII) era sutil.Por estemotivo, seprocedióal análisis

de estasmoléculasen nuestrosistemade electroenfoque.Como sehabíapredicho,el pI del

subtipoa coincidíacon el de W2705 y el dee con W2702. Sin embargo,no sereprodujola

diferenciaentreb y o, siendoequivalentela movilidadde ambosa la de Bt2704. No obstante,

serealizaronmapaspeptídicoscomparativosde las moléculasB27 procedentesde las lineas

celularesJSL (b) y ET (o), tras el marcajecon Leu, Lys, Ala y Tyr. No sedetecténinguna

diferenciaenestosmapas(Fig.39),quecubríanel 94%dela porciónextracelularde B27, lo que

apoyabala identidadde las dosmoléculas.

4.2.4. Discusión:Evolución del polimorfismode HLA-B27

El análisis estructuralmediantemapaspeptídicos comparativospermite una detección

eficientedelasdiferenciaspresentadasporun determinadosubtipo.Formalmente,estatécnica

no permite excluir la presenciade un cambioextremadamenteconservativoque no altereel

perfil deeluciéndelos péptidos.Ademáspuedeserdifícil ladeteccionde un péptidogenerado

con un rendimientomuy bajo. No obstante,estasrestriccionesno invalidanla técnicacomolo

corroborael hechode que la secuenciaciónde DNA de algunossubtipos,como A3 (289) y

B*2702 (31), ha confirmado los resultadosobtenidospreviamentepor mapaspeptídicos

(290,115).Además,la secuenciaciénposteriordel DNA de B*2703 (291), confirmé nuestros

resultadosobtenidospor mapaspeptidicos.

W2701 esel másbásicode los subtiposde B27, difiriendo de B*2705 en dos unidadesde

carga,comoconsecuenciadelapérdidade dosresiduosácidosen lasposiciones74 y 77. B”’2703

esuna unidad de cargamás básicoque B*2705, igual que B*2702; sin embargola naturaleza
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del cambioesdistinta y ambossubtipospuedendistinguirseen electroenfoque.La diferencia

de cargaen B*2703 sedebea su única sustitución,consistenteen un cambio de la Tyr en

posición59 por una His. La diferenciade cargapuedeexplicarseya queel punto isoeléctrico

de B*2703, y engeneralde todoslos subtiposde B27, esmenorqueel p1~I del grupoiinidazol

dela His. Así, cuandoB27 alcanzasu pI en electroenfoque,esdeesperarquelacadenalateral

de la lis estéprotonada,resultandoen un cambio de carga.

AlgunosclonesdeCTL alogénicosgeneradoscontraB*2705 no reconocen,o lo hacencon

bajaeficiencia,a los subtiposW2701y W2703 (121,122),lo queindica quesecomportancomo

antígenosfuncionalmentediferentes.Las posicionesen las quevarían estossubtipos:59, 74, 77

y 81 (Tabla VIII), estánlocalizadas,en baseal modelotridimensionalde los antígenosHLA-

A2 y HLA-Aw68 (41-43),en una de las hélicesa quecomponenel sitio de unióndel péptido

antigénicoy se hallan orientados,además,hacia el interior de dicho sitio (Fig. 40). Esta

localizacióncrítica explicaríael diferentecomportamientofuncionalde estossubtipos,a pesar

de que difieren de W2705 en un númeromuy bajo de sustituciones.No existendatosdel

comportamientode B*2701 y 8*2703 en restricción viral. Los restantessubtiposde B27

caracterizadostambiénposeensustitucionesen posicionesque apuntanhacia el interior del

sitio. Las posicionesen las quedifiere B*2702, 77, 80 y 81, estánlocalizadasen en el dominio

a3., en la regiónplegadaen hélice a; las de B*2704, 77 y 152, seencuentranen las regionesen

hélicesa de los dominiosa3 y a2, respectivamente;porúltimo las dossustitucionesadicionales

quepresentaB*2706 respectode B*2704: 114 y 116, pertenecientesal dominio a2,sebailanen

una de las láminas 13 que componenla basedel sitio. Estassustitucionespodríanalterarla

unióndepéptidosantigénicos.El residuo59 sehalla localizadoen uno delos extremosdeeste

sitio y forma partedel grupo de residuos,orientadoshacia su interior, que se hallan más

conservados.Se ha propuestoque estos residuospodrían estar interaccionandocon una

característicaconstantede los antígenosprocesadoso del TCR (42,50). La sustitucióndel

residuo59 no parecealterarde formaabsolutael reconocimientode B*2703 porcélulasT, ya

queestesubtipoesreconocidoeficientementeporalgunosCTL alogénicosanti-B27.

Aunquela mayoríade los antisuerosutilizadoscomoreactivosdetipajeen serologíaclásica

no distinguenentrelos subtiposde B27, algunosanticuerposreaccionande forma diferencial

con ellos. Así, el anticuerpoM2 no reconocea los subtiposB*2702 y B*2701 y reacciona

parcialmentecon los subtiposB2704y B*2706 (99,109).El residuo77 debeestarformando
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partedel determinanteantigénicoreconocidoporesteanticuerpo,ya queesla únicaposición

que varía en todos ellos. Las diferencias de reactividad vendrían dadaspor el distinto

aminoácidoquepresentanen esaposición(Asp en B*2705, Asn en B*2702 y B~2701 y Seren

B*2704 y B*2706). B’2703, quetienesu únicasustituciónen el otro extremodelsitio, reacciona

eficientementecon este anticuerpo.Sin embargo,este subtipopierdela reactividadcon el

antisueroKC-MJA (109). Es difícil definir las posicionesque intervienen en el epítopo

reconocidopor esteantisuero,ya que los cambiosocurridos en B2702 tambiénalteransu

reconocimiento.El antisueroquegeneramoscontrael péptido 63-84de B*2705 esespecifico

de estesubtipoy no reconoceal restode los subtiposcon sustitucionesen esesegmentodela

molécula.El Acm p56.l no reconocea los subtiposcon una sustituciónen la posición152, lo

quemdica queesteresiduoescritico en el determinantereconocidopor esteAcm. La mayor

partede los anticuerposgeneradoscontra B27 reaccionancon todos los subtipos,por lo que

debenestardirigidoscontrauna región polimérfica,característicade esteantígeno,común a

todos ellos.

Las sustitucionesdel subtipoB1’2701 seencuentranagrupadasen un segmentocorto de la

molécula, uno de los de mayor variabilidad de los antígenosHLA. Esta concentraciónde

sustitucionesen una regiónrestringidade la moléculaessemejantea la quepresentaB2702

(115),compartiendoambossubtiposlas sustitucionesen lasposiciones77 y SOSeríaimprobable

la generaciónde estadiversidadpor acumulaciónde mutacionespuntuales,algunasde ellas

recurrentes,precisándosepara ello al menos 4 cambios de base en un segmentode 24

nucleótidos.El origen de estossubtipospodría explicarsepor un mecanismode conversión

génicainteralélica,existiendoun ciertonúmerode secuenciaspotencialmentedonadoraspara

W”2701 y B*2702, pertenecientesa distintosantígenosHLA (TablaIX), ya quecompartensu

secuencíacon B27 en ese segmento.El único cambio sufrido por el subtipoB*2703, en la

posición 59, requiiía un cambio de base,por lo que se podría haber generadopor una

mutaciónpuntual. Esto ha sido confirmado por la posteriorsecuenciacióndel DNA de este

subtipo (112). No obstante,sedetectaron15 diferenciasmásen regionesno codificantes.Este

subtipo esexcepcionaldebido a que ninguno de los antígenosMHC secuenciadoshastael

momentoposeeuna sustituciónen el residuo59.

Los subtiposde B27 tienenuna distribución étnica diferencial.B*2705 seha detectadoen

el 90% de los individuos B27+ caucasianosy en un 45% de los orientales.De los otros dos
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subtiposhalladosen la poblacióncaucasiana,B*2702 estapresenteen un 10%delos individuos

B27+, mientrasqueW2701 seha encontradoúnicamenteen dosindividuosincluidos en este

grupo étnico (uno de ellos es un indio asiático). Cadauno de estosdos subtipospodrían

habersegeneradoapartir deB*2705 en unasolaetapa,consistenteen un procesodeconversión

génica. Esta hipótesisestáapoyadapor el hecho de que no se detectaninguna diferencia

adicional entre las secuenciasgenómicasde B*2702 y B*2705, excepto el segmentode

nucícótidosqueda lugara los residuos77, 80 y 81(31).La presencia,casiexclusiva,de B2702

en la poblacióncaucasianay la ausenciade un cambio de baseadicional sugierenque este

subtiposeha generadorecientemente,posiblementedespuésde la separacionde los grupos

étnicosoriental y caucasiano,fijándose en una fracción de esta última. Esto tambiénsería

aplicableal subtipoB*2701,aunqueel escasonúmerode individuos en los quesehadetectado

no permitedeterminarsi estáfijado en la población.La relación entrelos subtiposB*2704 y

B*2706 seria semejantea la descritaanteriormente.B*2704 estápresenteen el 55% de los

individuosorientalesy esraro en la poblacióncaucasiana,mientrasque B*2706 seha detectado

en unospocosindividuos de la poblaciónorientaly no seha encontradoen caucasianos.Así,

B”2706 podríahabersegeneradoa partir de W2704porun procesodeconversióngénica.Esto

habríatenidolugarrecientemente,trasla separacióndelos gruposétnicosorientaly caucasiano.

En la Fig. 41 estárepresentadoun modelohipotético dela evolucióndelos distintosantígenos

HLA-B27. Se ha consideradoa W2705 como originario en este modelo por que es el

mayoritarioen la poblacióncaucasiana,sehalla presenteen un alto porcentajeen orientales

y seencuentraentodos los gruposétnicosexaminados(103,109).Parala generaciónde B*2704

a partir de B~2705,seríannecesariasal menosdosetapasgenéticas,quepodríanconsistiren

una conversióngénicay en una mutaciónpuntual. 132703formaría unaramaindependiente

del restodelos subtipos.Seha detectadoen dosindividuospertenecientesa la poblaciónnegra

americana(109). El antigenoB27 estávirtualementeausenteen la poblaciónnegraafricana,y

secreequesu presenciaen estapoblaciónsedebea lapenetracióndel gencaucasiano.B *2703

no ha sido detectadoen ningún individuo caucasianoy podría constituir una ramaevolutiva

distinta,generadapormutaciónpuntualdel gende B27 en la poblaciónnegra.Recientemente,

sehadetectadoque11 de 18 individuosHLA-B27+ analizados,pertenecientesaunapoblación

del Oestede Africa, pertenecenal subtipo B*2703 (112). Esto indicaría que estesubtipoes

comúnentrelos individuos HLA-B27 del Oestede Africa, a pesarde estarprácticamente
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ausenteen otraspoblaciones,y apoyaríala hipótesisde su origen en la poblaciónnegra.

El reconocimientodiferencialdelos distintossubtiposdeB27 porCTL (120-123)sugiereque

estadiversificación tiene un significado biológico. Los subtiposde B27, tras su generación,

estaríansometidosa presionesselectivasdiferencialesque podríandeterminarsu posterior

fijación en la población.La estructuratridimensionalde los antígenosFILA, muestraquela

variabilidad de estos antigenosse acumula en el sitio de unión del péptido y que el

polimorfismopuedealterarconsiderablementela formay la cargade dichositio (41-43).Estas

diferenciasen el sitio sugierenque distintos antígenospodrían unir diferentesgrupos de

péptidos.Se ha descritoen muchasocasionesque ciertosantígenosFILA, incluyendo B27,

actúan como elementos de restricción para determinadosepítopos de proteínasvirales

(126,127).Además,el aislamientode péptidosvirales unidos constitutivamentea antígenos

MHC ha mostradounagranespecificidaden la unión del péptidoa su elementode restricción

(167,168).Estosresultadosapoyaríanqueel polimorfismodeHLA afectaal repertoriodeCTL

generadofrenteaun determinadoantígeno.Los cambiosindividualesintroducidostantoen los

péptidos(154)comoenlos antígenosMHC (73-76)puedenafectardrásticamentela interacción

entreambos,así comoel posteriorreconocimientodel complejoporlos linfocitos T. Por tanto

un repertoriodinámico de antígenosHLA permitiría hacerfrente a una gran variedadde

patógenos,capaces,a su vez, de experimentarvariacionesadaptativas.La presenciaen las

distintas poblaciones de patógenosdiferentes podría favorecer una distribución étnica

diferencialde los antígenosFILA, incluidos los subtiposde HLA-B27.

43. REAcTIVIDAD DE CTL ALORREACTIVOS ANTI-B27 CON TRANSFECTANTES

MURINOS

Esteestudioserealizó con el fin de establecerlas característicasdel reconocimientode

HLA-B~2705, expresadoen la superficie de células murinas, por GIL específicosy de

determinarla contribuciónque tienela avidezde los CTL humanosen dichoreconocimiento.

43.1.Transfecc¡ónde HLA-B27 en célulasniurinas

El gen de B*2705 setransfectó,solo o junto con el de la Hg humana,en la línea murina

P815-HTR. La población 1-7E (Fig 42A y B), cotransfectadacon ambosgenes,presentaba

nivelesde expresiónde HLA-B27 y B2m comparablesa los de una LCL B*2705+ (Fig 42Cy

D). Sin embargo,la cantidadde B27 expresadapor la línea CíO, no cotransfectadacon el gen
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Figura 42. Expresión de HLA-B27 y 132m en la superficie de transfectatesmurinos,
determinadamediantecitometríadeflujo. En cadapico de fluorescenciapositivoseespecifica
el Acm utilizado. El pico de fluorescencianegativo (C) semidió en cadaexperimento,por
incubaciónde las células con el segundoanticuerpofluoresceinado,únicamente.A y B
muestranla fluorescenciadel transfectantemurino l-7E tras incubacióncon los Acm MEl y
B2.62.2,respectivamente.Cy D correspondena la incubaciónde la LCL L015con los mismos
Acm. E muestrala fluorescenciadelascélulasPSISs¡n cotransfectarcon el gende132m (Cío).
Los transfectantesmurinosanalizadosen esteensayoprocedíandepoblacionesdonadaspor
dilución límite. F representala fluorescenciade célulasPSiSsin transfectar,incubadascon el
Acm MEI. No seobservófluorescenciaal incubar CíO y la línea PSiScon el Acm B2.62.2.

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA



131

de B2m (Fig 42E), eraapreciablementeinferior al de la LCL. Como control,la línea PSiSsin

transfectarno expresaningunade estasmoléculasen su superficie(Fig 42F).

43.2.Especificidady avidezde CTL alorreactivosanti-B27

Posteriormente,seanalizóla reactividadde varios clonesde GIL con el transfectante1-

7E. Estosclonessehabíandescritocon anterioridad(122)y fuerongeneradosporestimulación

con una LCL B*2705+. La Tabla V muestraqueel patrónde reactividadde estosclonescon

los subtiposde B27 eradiferente.Ninguno de ellos reconocíaa los subtiposW2704 y B2706

que compartenlas mismassustitucionesen las posiciones77 y 152. GIL 1, 26 y 29 tenían la

mismareactividadporestecriterio, reconociendoalos subtiposB*2702, W2703y B~2705.GIL

2 y 15 eran semejantesy reaccionabancon los subtiposB’2701 y B’~’2705, presentandouna

reactividadadicional con B40* (DM002). GIL 48 se podía incluir en el mismo grupo de

reacciónquelos dosanteriores,ya que lasdiferenciasquepresentabarespectoa ellosparecían

sercuantitativasmásque cualitativas.GIL 40 teníaun patróndistinto del resto,reaccionando

únicamenteconel subtipoB*2705, contrael quefue generado.

Los clonescon el mismo patrónde reactividadsedistinguíanpor la inhibición diferencial

de su citotoxicidadcon un Acm anti-GDS (Tabla X), lo queconstituíauna estimaciónde la

avidezde su interacciónconla céluladiana.Tambiéneradiferentela inhibicióncon anticuerpos

anti-CD3.La citotoxicidadporGIL 1 y 29 no se inhibía porAcm anti-GD8y sóloseeliminaba

parcialmenteporlos anti-CD3.Sin embargo,la lisis porCII.. 26, con unareactividadsemejante

a los anteriores,seinhibía totalmenteporambosanticuerpos.Dentrodel otro grupode clones

con reactividadsemejante,la citotoxicidadpor GIL 2 y 15 sebloqueabatantopor anticuerpos

anti-GD8como anti-CD3.mientrasquela deGIL 48 sólo seanulabaparcialmente.La lisis por

GIL 40 seinhibía completamenteporAcm anti-CDS.Así, deacuerdocon estecriterio, CTL

1, 29 y 48 poseeríanuna avidezmayorpor susrespectivasdianasque GIL 26, 2, 15 y 40.

433. Análisis de la reactividadde los CTL humanoscon transrectantes murinos

En la Fig. 43 están representadoslos resutadosobtenidosal enfrentarlos sieteclones

descritoscon el transfectante1-7E. En estosensayosse analizó, como control positivo, la

citotoxicidad de la línea LOXS y de blastosB*2705+, obtenidospor estimulacióncon PilA.

lodos los clonesfueron capacesdeprovocarla citotoxicidad de la LCL y de los blastos,pero

únicamentelos clones1, 29 y 48 lisaronal transfectante1-7E. Estos3 cloneseranlos demayor



Tabla X. Inhibición de la citotoxicidad de LCL Bfl7OS+ con Acm específicosde la célula T

GIL Acm

Célula diana

L015 R69

% lisis E/T % lisisE/T

Anti-GD3
Anti-CD8
Anti-GD7

Anti-GD3
Anti-GD8
Anti-GD7

Anti-GD3
Anti-GD8
Anti-GD7
Anti-claseII

Anti-GD3
Anti-GD8
Anti-GD7

Anti-CD3
Anti-GDS
Anti-GD7
Anti-GD1lb

Anti-GD3
Anti-GDS
Anti-GD7
Anti-claseII

Anti-GD3
Anti-GD8
Anti-GD7
Anti-claseII

1 0,5/1

0,5/1

48
18
36
43

31
8

24
28

29

26

2

NP

NP

ND
NP

NP

ND
ND
ND

1/1 31
3
o

31
27

15

1/1

5/1

ND
ND
ND
ND
NP

30
2
3

31

84
17
8

NP

60

NP

ND
NP

NP

NP
ND
NP

ND
ND

54
14
30
42
35

48

40

1/1

3/1

1/1 87
25
68
79
80

74
ND

7
NP

77

ND
NP

NP

NP

NP
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Figura 43. Citotoxicidad específicaobtenidaal incubar 7 clonesde CTL alorreactivosanti-
B*2705 con: el transfectantemurino I-7E (O); la LGL humanaLOiS (u); blastosB27+,
obte~iidospor estimulacióncon PI-lA (A); célulasP815 sin transfectar(A).

RELACION E:T
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avidezya que su capacidadlítica frentea LGL B*2705+ no seinhibía significativamentepor

Ac anti-GD8 (Tabla X). No sedetectóningunacorrelaciónentrela especificidadde los GTL

y su capacidadparailsar a las células 1-7E.

43.4. Inhibición de la citotoxicidad de los transfectantespor Acm anti-CDS

Aunquelos anticuerposanti-GD8no inhibían la capacidadlitica delos clones29 y 48 frente

a LOL B’2705 +, seanalizósu efectoen la citotoxicidad de los transfectantesmurinos. En la

Tabla XI semuestranlos resultadosde un experimentorepresentativo,observándoseque el

Acm anti-GD8bloqueabala citoxicidad del transfectante,sin alterarla de unaLGL. También,

sepudo apreciaren esteexperimentoque el Acm anti-GD3, SPV-T3b,provocabala lisis, en

lugarde suprimirla, como ocurreen el casode la LGL, tanto de las célulasP815-HTRcomo

del transfectante.Estefenómenoya seha descritocon anterioridad(253) usandoelAc OKT3,

dirigido contrala misma molécula.

43.5. Discusión

La expresióndeun antígenoFILA en la superficiede unacélulamurinapermitedeterminar

la contribución de esta molécula en el reconocimientoy lisis de la célula diana. Estos

experimentostienenalgunaslimitaciones,como esel que algunosCTL no puedenlisar a los

transfectantes,inclusocuandola línea utilizadaparala transfecciónesunabuenadianafrente

a GIL humanos.Ello se ha atribuido a la carenciade moléculasde adhesiónapropiadas

(253,254) o la alteracióndel epitopo al expresarseen la célula murina (257).En esteestudio

sehaanalizadola reacitividaddeclonesdeGTL anti.B*2705con célulasPSiStransfectadascon

los genesde B*2705 y 132m humana.La cantidadde B27 en la superficiedel transfectante1-

7E, queexpresabaB2m humana,esconsiderablementesuperiora la deltransfectanteGb, que

no presentabaestamolécula.Estareducidaexpresiónde B27 cuandono estáasociadocon la

B2m humanaya se había detectadoen estudiosprevios (292). La presenciadel gen de B2m

humanoevita posiblesalteracionesde epítoposcomo consecuenciadel acoplamientode B27

con la B2m murina.

Medianteel análisisdela reactividadde estos7 clonescon el transfectante1-7E, extendimos

a HLA-B27 la heterogeneidadclonal detectadaen el reconocimientode otros aloantigenos

expresadosen P815.En nuestrocaso,existeuna claracorrelaciónentrela avidezdel clony su

capacidadlítica frenteal transfectantemurino, de forma quesólo los clonescon mayoravidez,
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entreGTL de especificidadfina similar con subtipos,provocansu lisis. Esto contrastacon un

examenrealizadoporBernhardet al (257) de un amplio panelde clonesmurinosy humanos,

específicosde HLA-A2, en el que la heterogeneidadclonal en el reconocimientode células

murmasEL-4-A2.1+, secorrelacionabaconla especificidaddelos CTL y no con suavidez.Sin

embargo,dichaespecificidadestabadeterminadade forma incompleta,ya que su estudiose

basabaen el análisisde la reactividadde los GTL con sólo tres subtiposde A2 (A2.1, A2.2 y

A2.3) en el casode los clonesmurinos,y con dos (A2.1 y A2.3) en el casode los humanos.

Además,no realizaronuna estimacióndela avidezdelos cloneshumanos.Así, aunquedeestos

estudiossededuceunacorrelaciónentrela especificidadde los clonesy su capacidadUtica,

nuestrosresultadosmuestranque,al menosparaalgunosepitoposdeterminados,lasdiferencias

en avidez de clones de especificidad semejantedetermina la capacidadlítica de los

transfectantesmurinos.

Todoslos clonesteníanuna eficiencialítica semejante,lo quecontrastacon las diferencias

de avidezexistentesentreellos; estopuededebersea queel ensayodecitotoxicidaddirectano

poseala sensibilidadsuficienteparadetectartalesdiferencias.Posiblementeparaque tenga

lugar la lisis, serequiereque la interacciónentrelas célulasefectoray dianaalcanzeun umbral

de avidez determinado.La interacciónde la mayoría de los clonescon su célula diana,en

ausenciade Acm anti-GD3y anti-CD8, tendría la avidezsuficientepara permitir la lisis, no

detectándosediferenciasentreellos. Sin embargo,para unafracción de los clones, la adición

de anticuerposcontra estas dos moléculaspodría dificultar algunasde las interacciones

necesariasparala estabilizaciónde los conjugados,de forma que no se alcanzasela avidez

mínima requeridaparala lisis. Estopodría afectardrásticamentela eficienciaUtica.

Existeuna reducciónde la avidezde la interacciónal enfrentarC~L humanoscon dianas

murinasque serefleja en una mayordependenciade CDS. En el casode célulashumanas,la

interacciónentreGD2 y LFA-3 parececontribuir significativamentea la estabilizaciónde los

conjugados,de forma que la lisis puedeserbloqueadapor la adición deAc dirigidoscontra

estasdos moléculas(224). Sin embargo,en el casode dianasmurinas,los Ac anti-CD2 no

inhiben la lisis (67,253),lo que sugiereque estamoléculano juegaun papelimportanteen la

interacción.Esto se correlacionacon que no se ha detectadoserológicamenteLFA-3 en la

superficiede las célulasmurinas.Deestaforma la avidezde la interacciónentreC1’L humano

y dianamurinaseríamásdependientede LFA-1 y GD8 parafortalecerla unión. Es probable
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queLFA-1 contribuyaa la interaccióndianamurina/CTLhumano,ya quela línea P815parece

expresarelhomológomurinodeIGAM-1 (255).LFA-1 humanopuedeinteraccionarconIGAM-

1 murino(256), aunqueprobablementecon menoreficienciaquecon suligandonatural,como

lo muestrael que la transfecciónde células murinascon ICAM-1 humano restablezcael

reconocimientopor célulasT, cuandolos nivelesde antígenosMHG son bajos (226).

La ausenciade un acoplamientoadecuadoentre las moléculasde adhesiónde las dos

especiespodríaconducir,enel casode lascélulasmurinas,a unacontribuciónmássignificativa

del TGR ala avidezdela interacción.Estoprovocaríaque dentrode los clonesquereconocen

epítoposrelacionados,únicamenteaquelloscon mayor nivel de expresióny/o mayor afinidad

intrínsecadesusreceptores,tendríanla avidezrequeridaparalisara los transfectantesmurmos.

La avidezmínima requeridaparala lisis dedianasmurinasporun clon podríaserdependiente

de su especificidad.AlgunosdeterminantesreconocidosporCTL podríancambiaro perderse

porla expresióndela moléculaHLA en la superficiede las célulasmurinas,mientrasqueotros

podríanpermanecerinalterados(257).La existenciade unamodificaciónpodríaprovocaruna

disminuciónde la afinidad de interaccióncon su TCR específico. Por estemotivo, muchos

epitoposalteradospodríanrequerirmayoravidezporpartedelos correspondientesGTL, para

su reconocimientosobrela superficiede célulasmurinas,quelos quepermanecensin variación,

o mclusono serreconocidosen absoluto.Así, los requerimientosparala lisis de transfectantes

murmosentreclonescon diferenteespecificidadpuedediferir considerablemente.La lisis de

los transfectantesmurinospodría ser relativamentemás dependiente,al menosen algunos

casos,de la afinidad del TGR y, por tanto, mássusceptiblea alteracionesde la estructurade

los epítoposreconocidos.

4.4.ANALISIS DE LA REACTIVIDAD DE CFL ALORREACTIVOS CON MUTANTES DE B27

El polimorfismo del antígenoHLA-B27 afectaal reconocimientopor GTL. Con el fin de

determinarla relevanciade cadauna de las posicionesque varían en los subtiposen el

reconocimientopor GTL, seconstruyeronunaseriede moléculasmutantesdeB27 y seanalizó

su reactividadcon un conjuntode clonesdeGIL alorreactivos.

44.1.ConstruccIón de mutantes

Se construyeron ocho mutantes del antígeno HLA-B27, introduciendo en cinco de ellos
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cambiosaisladosen residuosque varían entrelos subtiposnaturalesy en tres sustituyendo

simultáneamentedosdeestasposiciones.Todoslos residuosmutadossehallanlocalizadosen

las hélicesa quecomponenel sitio de unión del antígeno(4143)y estánagrupadosen uno de

susextremos,exceptuandoel residuo59,que seencuentraenel ladoopuesto(Fig. 44).Con el

fm de determinarla influenciade sustitucionesen estaregión,se introdujo un cambioen el

residuo63, separadodel 59 por una vuelta de la a-hélice.Los nuevosaminoácidospresentes

en los rnutantessonlos encontradosen los subtiposnaturales.La posición63 esconstanteen

todosellos, por lo que seintrodujo unaAsn, queesel aminoácidoalternativoal Glu (residuo

presenteen B27) en otros antígenosFILA (50).

Cadauno de los mutantessetransfectóporseparadoen la línea HMy2 GIR, junto con el

plásmidode selecciónpSV2neo.También,setransfectaron,comocontrol, los genesdeB*2705

y B*2702. Mediantecitometría de flujo seseleccionaronpoblacionesde transfectantescuya

expresiónde HLA-B27 eracomparablea la encontradaenla línea linfoblásticaLOiS (Fig. 45).

La homogeneidady estabilidadde la expresiónsecomprobóporperiódicamenteporFACS.

4.4.2.Especincidad de los CTL con los subtiposde B27 y otros aloantígenos

Los nueve mutantes construidos se enfrentaron con un panel de 21 clones de GTL

alorreactivos(Tabla VI). Veinte de ellos se habíangeneradopor estimulaciónde PBL de

distintosrespondedorescon LGL B*2705+ y seclasificaronen seis gruposporsu reactividad

con los subtiposde B27 (122). Los clonesincluidos dentrodecadagrupopresentabanalgunas

característicasdiferenciales:1) puedenapreciarsediferenciasen su eficienciaUtica frentea

dianasB*2705+; 2) sucitotoxicidadrelativafrentecélulasqueexpresabanlos distintossubtipos

no era la misma;3) algunosclonespresentabanreactividadcon otros antígenosFILA, como

B4O (B4002)y DR2. Independientementedel grupoen el queseincluyeran,todoslos clones

manifestabanuna seriedecaracterísticascomunes:1) ningunode ellosreconocíaa los subtipos

W2704 y B*2706, con cambioscomunesen los residuos77 y 152; 2)19 de los 20 clonesno

reconocíanal menosuno de los subtiposB*2701 o W2702, que difieren de B*2705 en tres

posiciones,localizadasen el segmento74-81, y compartenlas sustitucionesen los residuos77

y 81; 3) 7 de estosclones(35%)no reaccionabancon el subtipoB*2703, con un únicocambio

en posición 59. El clon restantese generófrente a B*2704 y su patrón de reaccióndifería

considerablementede los anteriores,reconociendoa todoslos subtiposde B27, con excepción
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Figura 44. Localizaciónespacialde los residuosmutadosen la moléculade FILA-W2705, en
la estructuratridimensionalde los antígenosHLA (41,42).
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Figura 45. Expresiónde las moléculasde B27 mutadasen la superficiede los transfectantes
en la línea humanaFIMy2.CIR, tras incubacióncon el Acm MEl. El pico de fluorescencia
negativo (C) se midió en cadaexperimento,por incubaciónde las célulascon el segundo
anticuerpofluoresceinado,únicamente.Los panelessuperioresrepresentanla fluorescenciade
la LCL LG15 y de la línea FIMy.2 CIR transfectadacon el plásmidode resistencia,pSV2neo,
incubadascon el mismoAcm. Tambiénse muestrala expresiónde los transfectantesB”2705+
y W2702+. Se realizó un análisis similar incubandocon el Acm W6/32 para excluir la
posibilidad de que algunade las mutacionesalterasela expresiónen superficiede B27. Los
resultadosfueronsimilares a los obtenidoscon el Acm MEI, con excepcióndel transfectante
pSV2neo,que mostrabaun pico de fluorescencialigeramentepositivo.Esto sedebea que la
línea Hmy2.GIR tiene una bajaexpreskSnde antígenosde clase1 endógenos.

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA



141

de B*2703.

4.43. DiversidadClonal

El análisisde la reactividaddelos 21 clonescon los mutantesmostróquetodos ellostenían

unaespecificidaddiferente,independientedela clasificaciónpreviaenbaseasu reactividadcon

los subtiposde B27 (Fig. 46). Los únicos clonescon un patrón semejanteeran GIL 23 y

64DRF,pertenecientesal grupoA, perosediferenciabanenqueelprimeropresentabareacción

cruzadacon DR2, lo que indicabaquereconocíanun epítopo distinto. La aparentedificultad

paradetectarun denominadorcomúndentrodecadagrupoveníadadaporelefectodiferencial

delos distintoscambiossobrecadaclon. A pesardela grandiversidadexistente,la reactividad

de los clonescon los mutantesseajustabaa la que teníancon los subtipos,en cuantoa que

siemprese alterabapor alguno de los cambiospresentadospor los subtiposa los que no

reconocía.La falta de reacciónde todos los clonesanti.B*2705 con los subtiposW2704 y

W2706podía explicarse,como veremosposteriormente,porel cambioE152. Los clonesdel

grupoA, especificodel subtipoestimuladorB*2705, generalementeno reconocíanala mayoría

delos transfectantes,especialementea los queexpresabanmutantesdobles.Los clonesincluidos

en estegrupo,junto con los del grupoB, caracterizadosporno reaccionarcon LGL B*2701+

y B*2702+, se afectabanpor algunode los cambiosocurridos en estossubtipos,o por una

combinaciónde variosde ellos.El mutanteN77 erael quealterabala reactividadde un mayor

númerode clones,mientrasqueel efectodel ASí sólo sepudodeterminarclaramenteen GTL

46. En los gruposD y E, que conteníanclonesque reconocíana B*2702 pero no a W2701,

predominabanaquellosquesealterabanpor la presenciadel cambioY74, especificodelúltimo

delos subtipos,o porel cambiodobleY74N77.La reactividaddel clon 72DRF,quepresentaba

capacidadcitotóxica frentea los subtiposB*2701 y B*2702, no seafectabasignificativamente

porningunade las sustitucionesde estossubtipos.

4.4.4. Complejidad de los epítopos. Cambios compensatorios

En contraposicióncon lo expuestoanteriormente,la reactividadde algunosclonescon el

paneldemutantesno explicabaelpatrónqueadoptabancon los subtipos.En algunoscasosse

detectaronefectoscompensatoriosal introducir ciertoscambiosen distintascombinaciones,de

tal forma queuna mutaciónpodía modificarel reconocimientoporun clon, mientrasqueeste

era restablecidocuandoseintroducíauna segundamutaciónen su proximidad.



% DE LISIS RELATIVA

Figura46. Gitotoxicidad de los transfec¡antes,en Jalínea Hmy2.GIR,por clonesde GIL anti-
W2705. Los resultadosestánexpresadoscomo % de lisis relativa,en la que la lisis decada
diana está expresadacomo un % de la citotoxicidadespecíficade HMy2.GIR-W2705a la
misma relaciónefector:diana.Los datosrepresentanla media de dos o tres experimentos,
exceptoen el casode los CTL B54, 7 y 23. en los que no se pudo obtenerun númerode
célulassuficiente que permitiera realizarvarios ensayos.Cadaexperimentose realizó a las
relacionesefector:dianade 0,5:1, 1:1 y 2:1, aunqueparasimplificar, sólo estánrepresentados
los resultadosobtenidosa la relación2:1. La lisis relativa obtenidaa las tres relacionesfue
similar. Con el fin de evaluarel efectode una determinadamutación,los valoresde eficiencia
lítica relativa se dividieron en 4 grupos: <30%. 30-70%,70-130%y >130%.Los porcentajes
comprendidosdentro de cada uno de estos rangos se consideraronequivalentes.La
clasificacióndelos clonesen diversosgrupos(A-F) se realizóde acuerdoa su reactividadcon
los subtiposde B27 (Tabla VII). El % de lisis del transfectanteB*2705+ por cadauno de los
clonesoscilabaentreel 40 y el 100%.En estafigura estárepresentadala lisis de la LCL GR
(B2703)parasu comparación.Estesubtipoestá designadoaquí comoFI59 pararesaltarsu
único cambio, respectode B2705. En este caso, el % de lisis relativa está referido a la
citotoxicidadespecíficade la LOL LOIS (W2>705) a la relaciónEtO de 1:1, quevariabadel
13 al 86% dependiendodel clon.
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Partede los clonesdel grupoB, caracterizadopor no reconocera los subtiposcon varias

sustitucionesen el segmento74-81, reconocíanmoléculas con mutacionesen posiciones

individualesincluidas en estaregión y, en ocasiones,se observaroncambioscompensatorios.

Así, la reactividaddel clon 0M7, que seperdíafrentea N77, serestablecíaparcialmenteal

introducir un cambio en el residuo 80, provocandoque el mutantedoble N77180 fuera

reconocido,aunquecon una eficiencia muy baja. No obstante,esteclon no lisabaLGL que

expresabanel subtipoB*2702, el cualposeeestasdossustitucionesjunto con unaadicionalen

posición 81. El hechode queesteclon no reconozcaa B”2701 escompatiblecon la falta de

reconocimientode los mutantesdobles Y74N77 y N77A81.El clon 46 reaccionabacon todos

los mutantes,tanto sencillos como dobles, en residuosincluidos en el segmento74-81; sin

embargo,no reconocía a los subtipos B2701 y W2702, portadoresde tres de estas

sustituciones.Destacael hecho de que la presenciade la mutaciónA81 junto con la N77

disminuyaapreciablementela lisis.

GIL 2, único representantedel grupo G incluido en nuestropanel, reconocíaLGL que

expresabanel subtipoB*2701, con cambiosen las posiciones74, 77 y 81, y a los transfectantes

Y74 y S77; sin embargo,no reconocíaa los transfectantesqueexpresabanel mutantesencillo

N77, ni los doblesY74N77 y N77A81. Aunquelos mutantesy el subtipo estánexpresadosen

líneas celulares diferentes, los resultados sugieren que los tres cambios introducidos

conjuntamentereproduciríanel epítopo reconocidopor esteclon en W2705, alterándoseal

introducircualquierade las sustitucionesen diferentecombinación.Pordificultadestécnicasno

se pudo obtenerel mutanteen la posición 81, por tanto, no sabemosla relevanciade este

residuode forma aislada.

En el grupoD, definido por su capacidadpara lisar a los subtiposW2705 y B*2702, se

detectaronefectoscompensatoriosen los clones2O2DRDy 172DRF.La mutación180 reducía

la lisis porambosclones,restableciéndosecuandoseintroducíaun segundocambioen posición

77. En la Fig. 46 sepuedeapreciarqueel mutanteN77180 era lisado con la mismaeficiencia

queel N77 y queel subtipoW2705. Por otraparte,los clones172DRFy CTL28 muestranun

efectocomplejo, inversoal observadoenel clon CTL2, debidoa que,careciendodecapacidad

citótoxicafrentea B*2701, reconocíana los mutantesquereproducíanlassustitucionesde dicho

subtipo:Y74, N77, Y74N77 y N77A81. Estosugiere,aunquesetratade líneasdiferentes,que

senecesitaríanlos trescambiossimultáneamenteparadestruirel epítopo reconocidoporestos
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dos clones.

Dentro del grupoE, el clon 26 mostrabaciertoparecidocon los clonesI72DRF y CTL28

delgrupoD, encuantoaquereconocíaa los mutantesY74N77(la mutaciónY74 compensaría

la baja eficienciade reconocimientode la N77) y N77A81, mientrasque no lisabaal subtipo

B*2701 que incluía los tres cambios.

Estosresultadosindicanquelos efectosdecambiosindividualesenel reconocimientoclonal

no sonacumulativos,sino quepuedentenerefectosinterdependientesque, en algunoscasos,

puedencompensarseparcialmente.

4.4.5. Significado de los cambios individuales

Cadaunadelasposicionesmutadasteníaefectossignificativosen el reconocimientode B27

porGTL (Tabla XII). El cambiointroducidoen la posición152erael másdrástico,puestoque

eliminabael reconocimientoporpartedelos 20 clonesgeneradoscontraB”’2705. Las restantes

mutacioneseranmenosrelevantes,aunquecadauna de ellasejercíaefectosimportantesen la

reactividaddel 35 al 55% de los clonesy no alteraba,como máximo, la del 40%. El subtipo

B”02703, queposeíaun únicocambio en posición59, influía en la capacidadlítica del 65% de

los clones. Se consideróque una mutación alterabala reactividad de un clon cuando la

citoxicidad relativadel transfectantecorrespondiente,respectode W2705,disminuíaa valores

por debajodel 30%y seestinió irrelevantecuandosemanteníacon valoressuperioresal 70%.

Así, el efectoglobal decadaunadelasmutacionesen el reconocimientoporGIL, exceptuando

el cambioen posición152, era análogo,ya quelas diferenciasdetectadasentreellosno son de

granmagnitud.

4.4.6. Efecto diferencial de las sustituciones en una posición o en posiciones cercanas

espacialmente

Los dos aminoácidos introducidos en la posición 77, Asn y Ser, ejercían efectosdiferentes

en la reactividad de algunos clones, como 0M7, GTL2, 139DRD y CTL26 (Fig. 46). Esto

indicaría que, tanto la localización como la naturaleza del cambio, contribuyen de forma

sustanciala la modulación del reconocimientopor GTL. El efectoglobal de estasmutaciones

sobre el conjunto de clones fue similar, de forma que el mutante N77 afectabala reactividad

del 55% de los clones,alterando el S77 al 45% de ellos (Tabla XII).

Las mutacionesintroducidas en posicionesespacialmentepróximas, como sonla 59 y 63; 74
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Tabla XII. Efecto de las mutacionesen la reactividad de los clonesde CTL anti-V2705

Mutación

Gitotoxicidad relativaa

30% 30-70% 70%

N~ de clones(%) N~ de clones(%) N0 de clones(%)

H59b
N63
Y74
N77
S77
180
E152
Y74N77
N77180
N77A81

13 (65%)
9 (45%)
8 (40%)
11(55%)
9 (45%)
7 (35%)

20(100%)
15 (75%)
11(55%)
10 (50%)

3 (15%)
4 (20%)
4 (20%)
2 (10%)
4 (20%)
6 (30%)
0 (0%)
1 (5%)
2 (10%)
5 (25%)

4 (20%)
7 (35%)
8 (40%)
7 (35%)
7 (35%)
7 (35%)
0 (0%)
4 (20%)
7 (35%)
5 (25%)

• Referidaa la lisis del transfectanteHmy2.GIR-B”2705+ a la relación E/T de 2:1.

~La citotoxicidadrelativadel subtipoW2703,designadoaquí comoH59, correspondeala lisis de

la LGL GH, B*2703 +, respectode obtenidacon la LGL LOiS, W2705+.
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y 77; 77 y 80; y 77 y 81, separadasentresí porunavuelta de hélice,afectandiferencialmente

al reconocimientopormuchosde los clonesanalizados.Los cambiosen las posiciones59 y 63

tenían efectosclaramentedistintos en los clones: GTL23, 64DRF, 2I2DRD, 17A2, B54,

2O2DRDy GTL26 (Fig. 46). Igualmente,la mutaciónenla posición77 influía dedistintaforma

que las mutacionesen las posiciones74 y/ó 80 en los clones:2I2DRD, 17A2, CTL4O, 036,

0M7, CTL2, I39DRD, 2O2DRD, 172DRF, GTL7, GTL26 y CTL29. Además, los cambios

próximosespacialmentepodíanprovocarefectoscontrapuestosdependiendodecadaclon. Así,

las sustitucionesen Y74 y N77 causanun tipo de efectoen los CTL 17A2, 40, 0M7, 2 y 26,

mientrasqueejercenel contrarioen los GTL 139DRD, 2O2DRD,7 y 29.

4.4.7. Reactividadheteroclítica

El clon I72DRF, apesarde habersido generadoporestimulacióncon una LGL B”’2705 +,

Usabacon mayoreficienciaalos transiectantesqueexpresabanel subtipoB2702ylos mutantes

Y74, N77 o 577. También,seobservóesteefectoheteroclíticoen el clon 2O2DRD,puestoque

reconocemejor a H*2702 que al subtipo estimulador.En estecaso, el efecto se aprecia

claramentecuandodichosubtipoestáexpresadoenla superficiede una LGL (Tabla VI), pero

esmenosclaro en los transfectantes.

4.4.8.Asimetría en la localizaciónde las posicionesque afectanal alorreconocimiento

La reactividadde la mayoría de los clonesse alterabapor sustitucionesdistribuidasen

extremosopuestosdel sitiodeunión delpéptidoantigénico,peroen algunoscasosseobservaba

una relevanciamayor de los cambios en uno de los extremos(Fig. 46). A estacategoría

pertenencíanlos clonesCTL 46, CM?, 7 y 29. No obstante,se diferenciabanen cuantoa las

posicionesque tenían un efectomásdrásticoen su reconocimiento,de forma queexistíauna

contribuciónmayor del residuo81 en la reactividadde GTL 46, del 77 en la de 0M7 y de la

74 en los GIL 7 y 29. El clon 64.8P se generó por estimulacióncon el subtipo B*2704

caracterizándosepor reconocera todos los subtiposde B27, con excepcióndel B*2703. Este

subtipo presentabaun único cambioen la posición59. La reactividadde esteclon con los

mutantes(Fig. 47) sólo seanulabaporel cambioenel residuo63, espacialinentepróximoal 59.

Esteclon esel único de los estudiadosque escapazde reconoceral mutanteE152.
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B’2702
1-159
N63
y.74
N77
Sil
¡80
Y74N77
N77180
N77A81

E152

% DE LISIS RELATIVA

Figura47. Citotoxicidadde los transfectantespor el clon de GTL 64.8P, anti~B*2704.El % de
lisis relativase determinécomo en la fig. 46. El ensayose realizó por duplicado,siendoel %
de lisis específica del transfectanteB*2705+, a la relación E:D de 2:1, de 70 y 64%,
respectivamente.

40 80 120
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4.4.9. Discusión

Los estudiosde la reactividadde CTL alogénicasanti-B27 con los subtiposaportaban

informaciónacercade la diversidadclonal y de algunosde los parámetrosestructuralesdelos

determinantesreconocidospordichosclones.Sin embargo,no permitíandeterminarcomoestán

constituidoslos epítopos,ya que cada subtipo difiere del resto en más de un aminoácido.

Medianteel análisisde la reactividadde los clonesfrentea los mutantessehapodidodefinir

la contribuciónindividual de las posicionespolimórficasen los epítoposreconocidospor CTL

y, en algunoscasos,ha reveladoefectosinteractivosentreellas. Además,esteanálisisnosha

dadouna idea de la gran diversidady de la localizaciónde dichosepitopos.

Los subtiposy los mutantesestabanexpresadosen lineascelularesdistintas,por lo que en

todoslos ensayosseanalizó,comocontrol,la reactividadde transfectantesqueexpresabanlos

subtiposB*2705 y B*2702. Los resultadoseranreproducibles,aunquela línea HMy2.GIR era

mássusceptiblea la lisis que la LGL LO15, lo queprovocópequeñasdiscrepanciasen algunas

ocasiones.Así, los clonesGTL4O, GIL 46 y SM reconocíanligeramenteal subtipoW2702en

el transfectantepero no en la LCL. Seobtuvieronresultadoscomparablesa las tres relaciones

efector:diana (0,5:1; 1:1 y 2:1) a las que se realizaronlos ensayos.En el casode los clones

XO2DRF, 212DRDy 0M7, en los queel porcentajede citotoxicidada la relación2:1 erabajo,

seanalizaronrelacionesmayores(4:1 y 8:1), pero no seconsiguieronvaloresde citotoxicidad

superiores,ni una reactividadadicionalcon otros mutantes.

El rasgomásdestacablede estosestudiosesla distinta especificidadqueposeentodoslos

clonesconelpaneldemutantes.Estodemuestrala grancomplejidaddela respuestaalogénica,

puestoqueimplicaría que cadaclon reconoceun epítopodistinto. Los estudiosrealizadosen

elantígenoHIA-A2 sugierenunavariabilidadsimilar (61,66).La diversidadobservadapodría

ser una consecuenciade la existencia de múltiples receptoresclonotípicos, distintos

estructuralniente,cuyainteracciónconel aloantígenopodríaestarmediadapordiferentestipos

de contactosintermoleculares.La estructurade los genesVB de los TCR de 11 de los 21 CTL

analizadosesdiferente(293),lo quecorroboraestaexplicación.Alternativamente,la diversidad

clonal podría estar ocasionadapor el reconocimientode múltiples péptidos,unidos a la

molécula de HLA-B27. Ambas posibilidadesno son mutuamenteexcluyentesya que es

concebibleque, en algunos casos,el reconocimientode HLAI-B27 sea independientede

péptidos.Por otraparte,un complejoMHC/péptido determinadopodría serreconocidopor
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múltiplesTGR (294,295).

La complejidaddel patrónde reconocimientode los mutantesy, especialmente,los efectos

compensatoriosobservados,sondifícilmenteexplicablessin un modelocristalográficodeFILA-

B27; sin embargo,demuestranla sutilezade las interrelacionesentrelos residuospolimórficos

enla modulacióndelreconocimientoporcélulasT. Los cambioscompensatoriosindicaríanque,

frentea determinadosclones,dosmoléculaspuedenestarmenosdistanciadasantigénicamente

con dossustitucionesquecon una.Estopodríadeberseauna recuperaciónde la conformación

del epítopo al introducir un segundocambio.Unainterpretaciónalternativaa estosresultados

sería lapresenciademúltiplespéptidosunidosa B27. Así, unasustituciónpodríamodificarla

moléculade tal forma que alterasela unión de determinadospéptidos, lo que evitaría el

reconocimientoporpartede los clonescorrespondientes.Un cambiode un aminoácidoen la

secuenciade un péptido es suficiente para evitar su unión a antígenosMHG (154,203).

Probablemente,estoesextrapolablea un cambioen el sitio deunión delantígeno.Sin embargo,

al introducir varios cambiosconjuntamentesepodría reconstituir la capacidadde unión de

ciertospéptidos.Este tipo deefectospodríanserlos responsablesde la reaccióncruzadade

algunosclonescon DR2 y B40* (B*4002)(296).Aunquelas secuenciasde estosantígenosy la

de B27 difieren considerablemente,el sitio de unión del péptido de ambospodría poseer

algunascaracterísticascomunesque permitanla unión del mismopéptido,o de uno semejante

que seareconocidopor el mismo clon. Destacael hechode que los clonescon estetipo de

reactividadadicionalno reconozcana la mayoría de los mutantes,lo que sugiereque una

combinacióndecambiosdistinta destruiría la naturalezadel sitio.

El reconocimientoporpartede ciertosclonesparecerequerirla presenciasimultáneade

todas las sustituciones presentesen un determinadosubtipo, alterando cualquier otra

combinaciónde estos cambiosla configuracióndel epítopo. Esto explicaría las aparentes

contradicionesdetectadasentrela reactividadde algunosclones,como GTL 2, con mutantes

y subtipos.Sin embargo,puestoquela línea celular en la que seexpresanlos mutantesy los

subtipos esdistinta, no sepuededescartarque las diferenciasobservadassedebana una

característicapropia de la célula diana,como la presenciade un péptidoprocedentede una

proteínaespecíficao generadopor un procesamientodiferencial.

El efectoheteroclíticodetectadosugiereun aumentoen la afinidaddel reconocimientode

algunosTGR como consecuenciade los cambiosestructuralesocurridos en HLA-B27. Este
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efectopodríaserdebidoa un mejor acoplamiento,como consecuenciade la mutación,entre

el determinanteantigénicoy la estructuraencargadadesu reconocimiento,al igual que seha

descritoen el casodelos anticuerpos(148).Otra explicaciónposibleseríaqueunadeterminada

mutaciónfavorecierala unión de algX~n péptido endógeno,de forma que incrementarael

númerode moléculaspresentadorasde dicho péptido en la superficiecelular. Esto podría

resultaren un aumentode la avidezdelclonpor la céluladiana,con el consiguienteincremento

de su capacidadlítica. En el casodelclon 172 DRF no sepuededescartarque el efectoesté

originado por diferencias(cuantitativasy/o cualitativas) en un péptido generadopor un

procesamientodiferencialentrela línea celular HMy y la LCL.

La falta de reconocimientode los subtiposW2704y B*2706 porpartede los 20 clonesanti-

B*2705 examinados,quedaexplicadapor el hechode que ningunode ellos reaccionecon el

mutanteen la posición152. No obstante,lasotrasposicionesquevaríanen estossubtipos,como

la 77, debenestarcontribuyendodeforma importanteen el perfil antigénicoespecificode estas

moléculas.El residuo 152poseeunagranrelevanciaen otros antígenosHLA, comoA3 (71,72)

o A2 (61,62,66).La extremaimportanciade estaposiciónpodría debersea su implicaciónen

contactosinter-molecularescríticos,cuyaalteracióneliminaríael reconocimientoporlamayoría

de los clones.Estos contactospodrían establecersedirectamentecon TGR o un elemento

constantepresenteen los posiblespéptidosqueinteraccionencon B27. En estesentidoapunta

tambiénla informaciónaportadaporun estudiorealizadoen A2 (61), en el queintroduciendo

distintosaminoácidosen estaposicióncompruebanquetodaslas sustituciones,inclusolas más

conservativas,tienenefectossubstanciales.

Todaslas posicionesmutadassonrelevantesen el reconocimientoporGTL, aunqueelpeso

individual decadauna de ellas en la constitucióndelos epitoposreconocidospor los distintos

clonesesdiferente.La transcendenciaequivalentequeposeenlos residuospolimórficos delos

subtiposdeB27, exceptuandoel 152, contrastacon los estudiosde FILA-A2 (61,62)enlos que

seapreciaquealgunasposiciones,comola 149, sonclaramentemenosrelevantesqueotras.La

diferenciapuededebersea quela cadenalateraldeesteresiduonopareceestardirigida hacia

el interior del sitio de unión del péptido, a pesarde estarsituadoen una de las hélicesa que

lo componen.La comparacióncon los modelostridimensionalessugierequetodoslos residuos

mutadosen B27 estaríanorientadoshacia estesitio, aunquela disposiciónde las cadenas

lateralespodríavariar de unosantígenosFILA a otros. Sin embargo,el hechode que todos
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ellosafectenalreconocimientoporCTL, yío hagandeun modosemejante,apoyaqueestasea,

realmente,la orientacióncorrecta.El efectoglobal análogode todaslas sustitucionessugiere

queelperfil antigénicoespecíficodecadasubtipode B27 no dependede un residuoconcreto,

sino de la particularcombinaciónde cambiosde cadauno de ellos.

Los datos relativos al efecto diferencial de los dosmutantesgeneradosen posición 77

concuerdancon los obtenidosen un estudiorealizadoen HLA-A2 (61), trasintroducirdistintos

aminoácidosen variasposicionesde la molécula.Estos resultados,junto con las diferentes

alteracionessufridaspor muchosclonesal mutarposicionespróximas,revelanla precisiónde

los requerimientosestereoquimicosde losepítoposreconocidosporCTL. Aunqueno seconoce

la orientaciónexactade las cadenaslateralesde los residuossustituidos,éstosparecenhallarse

en el mismo plano de la hélice a, ya que la distanciaentre ellos es aproximádamente

equivalentea la de una vuelta de hélice, que comprendería3,6 residuos,y relacionaríalos

residuosi e i+3 ó i+4. El hechodeque cadaunade estasposicionespróximaslleguea ejercer

efectosopuestosen los diferentesclones, sugiere que las alteracionesinducidaspor una

mutacióndadason debidasa una disrupciónde contactosintermolecularesespecíficos,más

que a unadistorsiónde la conformaciónloca! de la moléculade FILA.

El patrón de reactividaddel CTL 64.8P, generadopor estimulacióncon B*2704, con los

subtipossugiereque el epítopo reconocidopor esteclon es independientedel extremode la

molécula en el que se encuentranlos residuos77 y 152 (123). Los datos con los mutantes

concuerdancon estainterpretación,puestoque el únicocambioque ejerceun efectodrástico

en su reactividadesel residuo 63, situadoen el lado opuestodel sitio.

El hechode que posicionessituadasen los dos extremosdel sitio puedaninfluir en el

reconocimientopor GTL, sugiereque los epítoposreconocidospodríanincluir dicho sitio en

sutotalidad, lo queconcordaríacon los modeloshipotéticosdeunión delTGR alos antígenos

declase1(147,149,150).Las dimensionesdel epítoposerianentonces,al menossimilaresa las

del sitio, estoes,aproximádamente2SÁxlOÁ (41,43).Estasdimensionesson menoresquelas

descritasparalos epítoposreconocidospor anticuerposquepuedenserhastade 750 Á2 (148).

Sin embargo,en algunoscasoslos residuoscrucialesde ciertosepítoposno parecenestar

distribuidosa lo largodetodo el sitio, sugiriendola existenciade diversidadtopográficaen los

epítoposreconocidosporCTL. Así, la simetríapropuestapor algunosmodelos(147,149,150)

no tendríaporquémantenersesiempre,existiendociertadiversidaden la posicióndelTGRcon
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respectoal sitio de unión del péptido en los antígenosFILA de Clase1. Por otra parte,si el

alorreconocimientovinieramediadopor la unión de péptidos,sepodría mantenterla simetría,

difieriendo los epítoposen la distribución espacialde los residuosque influyen su unión.

Los efectosdescritosanteriormenteilustranla importanciadetodaslasposicionesestudiadas

en el reconocimientodel antígenoHLA-B27 porCTL alógenicos.Además,demuestranque la

modulacióndel reconocimientopor la célula T selleva a caboporuna complejainterrelación

entrecadaposiciónpoliniórfica y su entornomolecular.Probablementesepodría atribuir la

misma importanciaa otrasmuchasposicionesque constituyenel sitio de unión del péptido;

sin embargo,por el momentono disponemosde datosparaafirmarlo.

4.5. CONSERVACIONY ALTERACION DE LOS EPITOPOS RECONOCIDOSPOR CTL

ANTI-HLA 827 EN CELULAS MURINAS

Con el fin dedeterminarla existenciade alteracionesen los epítoposreconocidosporGTL,

tras la expresiónde HLA-B27 en célulasmurinas,realizamosun análisis comparativode la

reactividadde 5 clonesde GTL, específicosde esteantígeno, frentea un panelde mutantes

trausfectadosen célulashumanasy murinas.

4.5.1. Reconocimientode HLA-827 porCTL alorreactivosen célulashumanasy murinas

Los mutantesde B27 se transfectaronen la línea humanaHMy2CIR y en la murina

P8151-fl’R. En el casode las célulasde ratón,secotransfectócadauno de los genesmutantes

junto con el gen de la %m humana.Tras seleccionarpoblacionescon un nivel de expresión

semejante(Fig.45 y 48), se comparósu reactividadcon cinco clonesde GIL anti-B27. En

primer lugar, se examinóla capacidadlítica de los clonesfrentea los transfectanteshumano

y murinoque expresabanel subtipoB*2705 (Fig. 49A-E),observándoseque los clonesGTL

64.8P,212DRD y 5A2 presentabanun comportamientosimilar frentea ambos,mientrasque

los clonesGTL 2O2DRD y GM7 lisabancon más eficiencia al humano.Posteriormentese

determinó,medianteensayosde competióncon dianasfrias, la avidezrelativa de los clones

frente a célulasde las dosespecies(Fig. 49F-J).La lisis del transfectanteHMy2.CIR-W2705

por los Gil. 64.8P, 212DRD y GTL 2O2DRD seafectó de forma similar por la presenciade

dianasfrías B*2705 + humanaso deratón.Estedato indicabaque estostresclonesreconocían

a los dos transfectantescon una eficiencia similar, incluso en el casodel clon 2O2DRD que

mostrabaunamenorcitotoxicidadde las célulasde ratón.Sin embargo,la capacidadlítica del
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Figura48.Expresióndelas moléculasde B27 mutadasen los transfectantesen la línea murina
PB 15, tras incubacióncon el Acm ME!. El pico de fluorescencianegativosemidió en cada
experimento,por incubación de las células con el segundoanticuerpo fluoresceinado,
únicamente.Los panelessuperioresrepresentanla fluorescenciade la línea PSiStransfectada
con el plásmido de resistenciapSV2neo y del transfectanteHMy2.CIR-B2705, para su
comparación.Tambiénse muestrala expresiónde las célulasPSiS sin transfectary de los
transfectantesW2705+ y B*2702+.Serealizó un análisissimilar incubandocon un Acm anti-
B2m humana(BBM.1) para determinarla expresiónde estámoléculaen los transfectantes
murinos.Los picos de fluorcscenciaeráncomparablesa los obtendioscon el Acm ME?.
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clon GM7 frente al transfectantehumano no se inhibió por las células murinas,lo que

confirmabael resultadoobtenido en citotoxidad directa. Por el contrario, se observóuna

inhibición ligeramentesuperiorde la citotoxicidaddelclon SM porel transfectantemurinoque

por el humano.

La citotoxicidad de cuatrode los clonesfrentea los dostipos de transfectantessebloqueó

porAcm anti-GD8. Sin embargo,la lisis porGTL SM sólo se inhibió poresteAcm en el caso

de las célulasmurmas.

45.2. ConservacIónde los epftopos reconocidosporCTL aloespecíficos,tras la expresiónde

IILA-B27 encélulasmurinas

Posteriormente,serealizaronuna seriede ensayosen paralelo,comparandoel patrón de

reactividadde los cincoclonesfrentea los diferentesmutantes,expresadosencélulashumanas

y murinas. La citotoxicidad de CTL 212DRD frente a las dos seriesde transfectantesfue

idéntica,con excepcióndel mutante180 (Fig. 50A-G). En estecaso,la lisis de 180 era similar

a la de B*2705 en células murinas,mientrasque en célulashumanasla citotoxicidadrelativa

del mutante,respectode B*2705, sereducía en un 50% a las tres relacionesefector:diana

analizadas.Sin embargo,en experimentosde competición fría, 180 y W2705 tenían una

capacidadinhibitoria idéntica independientementede la línea celular en el que estuvieran

expresados(Fig. 50D-E). Esto sugería que, a pesar de las diferencias observadasen

citotoxicidaddirecta,la reactividaddel clon no sealterabasignificativamentepor la expresión

del mutanteen células de ratón.

G’l’L 2O2DRD lisabacon mayoreficienciaa los transfectanteshumanosque a los murinos,

perola citotoxicidadrelativadelos mutanteserasemejanteen ambaslineascelulares(Fig. SiA-

G). En el caso del mutante180 se observóuna situaciónsimilar a la de GTL 212DRD, en

cuantoa quela lisis del transfectantehumanoera menorpero la diferenciano sesustentaba

en ensayosde competición.

GTL 0M7 tenía una eficienciaUtica superior frentea dianashumanas;sin embargo,el

patrónde reactividadsemanteníaen los transfectantesde las dosespecies,con excepcióndel

mutanteY74 (Fig. 52A-C). Esteclon lisabacon la misma eficienciaa Y74 y a W2705,cuando

estabanexpresadosen la línea HMy2.CIR, pero no lisaba al mutanteen la línea P815. No

obstante,los ensayosde competiciónmostraronuna incapacidaddel transfectanteHMy2.GIR-

Y74 parabloquearla citotoxicidadde W2705, expresadoen la misma línea celular (Fig. 52D
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Figura50.A-G) Gitotoxicidadde los transfectantesPSISy HMy2.CIR, expresandolasdistintas
moléculasB27, por Gil 2120RD. Los resultadosrepresentanmediasde, al menos, tres
experimentosindependientes.La lisis de las líneasPSIS y HMy2.CIR sin transfectarfue 4%
y 2%, respectivamente,a la relaciónE:D de 2:1. D y E) Experimentosde competiciónde la
lisis de los transfectantesHMy2.GlR~B*2705 (D) y P815~B*2705 (E), con dianasfrías que
expresabanW2705o el mutante180 en el mismo tipo celular,o con célulassin transfectar.Los
ensayosserealizarona la relaciónefector:dianacalientede 1:1, representandolos resultados
mediasde dos experimentosindependientes.La lisis de las células diana en ausenciade
competidorfue de 38% (D) y 47% (E).
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y F). Además,dicho transfectanteinhibía su propialisis con menorintensidadqueHmy2.GIR-

B2705(Fig. 52E). Estosresultadosindicabanun decrecimientode la avidezdelclon frenteal

transfectanteY74 en comparacióncon W2705. Estadisminucióndela avidezno erasuficiente

paraalterarla lisis del transiectantehumanopero sí la del murino.

La reactividadde G’rL. 64.8Pfrentea las dosseriesde transfectantesera comparable,salvo

en el casode Y74N77(Fig. 53A-G). La citotoxicidaddeestemutanteerasimilar a la de B*2705

en células humanas,pero cuando se expresabaen células murinas su lisis se reducía

considerablemente.Los experimentosdecompeticióncorroborabanestasdiferencias(Fig. 53D-

F) puestoqueen célulashumanas,el mutanteinhibía ligeramentemenosque B*2705 la lisis

del transfectate1-lMy2.GIR-B~2705y de la misma forma la de llMy2.GIR-Y74N77 (Fig. 53D

y E). Sin embargo,en célulasmurinasla situaciónera diferente,no observándoseinhibición de

la citotoxicidadde P815~B*2705porel mutante(Fig. 53F). Estosdatossugierenquela avidez

relativadelclon, respectode W2705, frentealmutanteY74N77 esdistinta en célulashumanas

y niurinas.

Estos resultadosson compatiblescon que cuatrode los clones exhiban un patrón de

reactividadequivalentefrente a los transfectantesde ambasespecies(ver discusión).

45.3. Alteraciónde la especificidadfina del CTL 5A2 frentea HLA-827 expresadoen células

murinas

La citotoxicidaddelCTL 5A2 frentea las dos seriesde transfectantesseguíatrespatrones

distintos(Fig. 54): 1) los mutantesY74N77 y N77180,transfectadosen célulashumanas,no eran

reconocidospor el clon, mientras que cuando se expresabanen células murinas eran

reconocidoseficientemente;2) la lisis relativa, respectode B*2705, de los transfectantes

humanosN63, Y74, 577, 180 y N77A81 disminuía considerablemente,pero no se alteraba

cuandoestosmutantessehallabanen célulasde ratón;3) La eficiencialítica del clon frentea

B*2705, W2702, N77 y E152 era similar en células de las dosespecies.

Las diferenciasde citotoxicidad del mutanteY74N77 se examinaronen detalle,mediante

experimentosde competicióncon dianasfrías (Fig. 55A-F). En el caso de los transfectantes

murinos,el mutanteinhibía la lisis, tantode B*2705 (Fig. 55A) como de sí mismo (Fig. 55B),

aunquecon menos eficiencia que el transfectanteque expresabaB*2705. Sin embargo,

HMy2.GIR-Y74N77no inhibía la citotoxicidad de HMy2.GIR~B*27O5 (Fig. 55C). Además,el

mutanteexpresadoen célulashumanasno impedíala lisis delos transfectantesmurinosB*2705
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y Y74N77 (Fig 55D y E), mientras que P815-Y74N77 bloqueaba significativamentela

citotoxidadde HMy2.GIR~B*2705(Fig. 5SF).El mutanteN77180mostrabaun comportamiento

idéntico al de Y74N77. Estos resultados indican que estas mutaciones eliminan el

reconocimientode B27 por el clon SM cuandose expresaen célulashumanas,pero apenas

afectansu reconocimientoen célulasde ratón.

Los mutantesN63 eY74 secomportabande formasimilar en ensayosde competición,tanto

en célulashumanascomo murinas(Fig. 550-J).Los mutantesinhibían significativamentela

citotoxicidad de las dianascalientesque expresabanB*2705 (Fig. 550 y H), aunquesu

capacidadinhibitoria, sobretodo la de Y74, era inferior a la de B*2705. Además,Y74 inhibía

algo menosque B*2705 su propia lisis, sobretodo en células humanas(Fig. 551 y J). Estos

resultadosindican un decrecimientode la avidezdel GTL 5A2 frente a estosmutantes,al

menos en el caso del Y74. Gontrariamente a lo que ocurría en otras ocasiones, la disminución

de la avidezno alterabala citotoxicidadde los transfectantesmurinos,pero resultabaen una

menoreficiencia lítica de las humanas.

43.4. Discusión

El análisis de la reactividadde mutantesde HLA-827 con clonesde GTL alorreactivos,

específicosde esteantígeno,mostró la gran diversidadde epítoposreconocidospor dichos

~TL Ello sugeríala presenciade una granvariedadde péptidosunidosa HLA-B27. Sólo una

fracción de los clones de GTL anti-827puedenlisar célulasP815transfectadascon el gen que

codifica esteantígeno.En esteestudiosecomparéla estructurade los epítoposreconocidos

por 5 de estos clones cuando 827 estaba expresadoen células humanaso murinas.Paraello

seanalizóla reactividadde los clonescon un panelde mutantestransfectadosen célulasde las

dosespecies.Los dostipos de ensayosque sellevaron a cabo,citotoxicidaddirectay ensayos

decompeticiónfría, nosproporcionaronunainformacióncomplementaria.Elprimerodepende

de la integridady del nivel de expresióndel determinanteantigénicocorrespondiente,así como

de la presenciade ligandosparalas moléculasde adhesiónde la célula T. El segundonos da

una ideade la avidezrelativade la interaccióndel clon con las célulasdianaimplicadasen la

competición.

La reactividadde los clonesCTL 212DRD, 2O2DRD,0M7 y 64.8Pcon las dos seriesde

transfectantesno difería significativamente,aunqueen algunoscasosla citotoxicidadde las
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Figura 55. Experimentosde inhibición con dianasfrías de la lisis por GTL 5A2. A-e)
Inhibición de la lisis de los transfectantes PSIS-W2705 (A), P815-Y74N77 (B) y RMy2.CIR-
&2705 (C), con dianas frías que expresaban8*2705 o el mutanteY74N77 en el mismo tipo
celular. D-F) Inhibición de la lisis de los transfectantes especificados en cada panel por el
mutante Y74N77 expresado en célulashumanasy murinas.G-H) Inhibición de la lisis de los
transfectantes HMy2.CIR-B2705 (O) y P815-8

t2705 (FI), con dianas frías que expresaban
B*2705 o los mutantes N63 e Y74 en el mismo tipo celular. 1.4) Inhibición de la lisis de
HMy2.CZR-Y74 (7) y P815.Y74(1), con dianas Irías que expresaban W2705 o el mutante Y74
en el mismo tipo celular. Como control negativo, se incluyó en todos los experimentosla
inhibición pordianasfrías sin transfecíar.Los ensayosserealizarona la relaciónefector:diana
caliente de 1:1, representandolos resultados medias de dos a cuatro experimentos
independientes,exceptoen 1 en que sólo se pudo realizarun experimento.La lisis de las
célulasdiana en ausenciade competidorfue de 59% (A), 44% (8), 69% (G), 83% (D), 48%
(E), 58% (F), 78% (0), 44%(H), 51% (1) y 9% (J).
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dianasmurinasera inferior. La lisis de un determinadomutantecon una eficienciaequivalente

eraunaevidenciadeque el efectoprovocadoporesamutaciónen la estructuradel epítopoera

semejanteen los dos tipos celulares.

La disminución de la capacidadlítica de los clones GTL 64.8P y 0M7 frente a los

transfectantesmurinosY74N77 e Y74, respectivamente,perono frentea los humanos,podría

explicarseporuna menoreficienciaen la interacciónde las moléculasdeadhesióndelas dos

especies.La ausenciade un ligando deLFA-3 y delos ligandosnaturalesde LFA-1 humanoen

las célulasmurinas,provocaríauna mayor contribucióndel TGR y de GD8 a la avidezde la

interacción.De estaforma,un cambiosutil en la afinidaddel TGR, inducidoporunamutación,

podríano tenerningúnefectoen la avidezglobalen el casode lascélulashumanas,peropodría

afectarsignificativamentela lisis delas dianasmurinas.Estaexplicaciónpodría serválidapara

explicarla reactividaddel GTL 64.8Pcon el mutanteY74N77, aunqueno sepuededescartar

queestecomportamientoreflejeun ligero cambioen la especificidadfina deesteclon porB27,

dependiendodel tipo celular en el que se exprese.Del mismo modo, las discrepancias

observadas en la lisis de los transfectantesP815-Y74 y HMyZCIR-Y74 por el CH.. 0M7,

podrían deberse a diferenciasen la contribuciónrelativadel TGR a la avidez,dependiendode

si el GTLinteracciona con células humanaso murinas.El hechodequeesteclonlise con menor

eficiencia a las dianas murinas en general, apoya esta interpretación. Sin embargo,es

sorprendente que la grandisminuciónen la avidezinducidapor la mutaciónY74 (Fig. 52D) no

afectela capacidadlítica del clon haciael transfectantehumano.Una hipótesisparaexplicar

este resultadoes que la disminución de la afinidad del GTL GM7 por Y74, aunque es

insuficienteparaalterarsu lisis, podría impedir la activación de LFA-1, inducidaporel TGR

(227). Hayunaheterogeneidaden la sensibilidaddedistintosclonesdeCTL a la inhibición de

su lisis por Acm anti-LFA-1 (257). LFA-1 no es imprescindibleparala activacióndel CFI..

(297), y algunasveces no es crítico para la citotoxicidad. Además,la inducción de LFA-1

observada(227), estabapromovidapor Acm anti-GD3, cuya afinidad de unión al complejo

TCR/GD3 essuperiora la de unión delantígenoespecíficoal TGR. No existeunainformación

muy detalladaacercade la activacióndeLFA-1 por antígenoespecificoy desu modulaciónpor

diferenciasde afmidad.Noobstante,el gradodeentrecruzamientodel TGR, queen el casode

la inducciónporantígenoespecificopodríaestarinfluido por la afinidad,regulala activación

de LFA-1 (227).
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Así, el patrónde reactividaddel clon GM7 con los mutantespuedeexplicarsepor efectos

diferencialesde los cambiosde afinidad en la citotoxicidady en la avidez global. Aunquelas

diferenciasde avidez entrecélulas humanasy murinas podrían dar cuenta de la menor

eficiencialítica deesteclon haciaB*2705, cuandoseexpresaen la líneaP815,unaexplicación

alternativaes que el determinantereconocidopor el clon, aunquepermanezcainalterado,

podría expresarseen menorproporciónen las célulasmurinas. Ello podría debersea una

menorexpresiónen las célulasde ratón del péptido involucradoen el determinante.

La situacióncon GTL SM era diferente,ya quela eficiencialítica deesteclon frentea las

células murinasera generalmentesuperiorque frentea las humanas.En algunosmutantes,

como el Y74 y N63, las diferenciasobservadaserancuantitativasy podríanexplicarsepor un

efectomásdrásticodela mutacióncuandola moléculade B27 seexpresabaen célulashumanas.

A pesarde la reducidacitotoxicidad del clon frente a los transfectanteshumanos,estosse

comportabandeforma comparablea los murinosen ensayosde competiciónfría. Ello sedebía

probablementea unamayorcontribuciónde las moléculasdeadhesióna la avidezglobal dela

interacciónen el casode las célulashumanas.Estosresultadospodríanimplicar un cambioen

la especificidadfina del CTL SM frentea HLA-B27, dependiendodel tipo celular en el que

seexpreseestamolécula.Unainterpretaciónalternativaesqueel determinantereconocidopor

el GTL SAl sehalle en mayor proporciónen las célulasde ratón. Así, el efecto negativo

inducidoporlamutaciónen la afinidaddelTCRpodría afectara la lisis en lascélulashumanas,

pero en las murinassecompensaríapor una mayor expresióndel determinante.Esto podría

significar que un mayor númerode sitios de unión para el TGR incrementaríasuavidez.

Las diferenciasen el nivel de expresióndel epítopo no seríansuficientesparaexplicarla

falta de reactividadde GTL SM con los mutantesY74N77 y N77180 cuandoestánexpresados

en célulashumanas.Además,la incapacidadde estostransfectanteshumanosparainhibir la

citotoxicidad de los transfectantes murinoscorrespondientesesdifícil deexplicarpordiferencias

cuantitativasen la expresióndel determinante.Esteresultadopodría implicarun aumentoen

la avidez del TGR frente a la dianas murinas que compensarala contribución de las

interaccionesGD2/LFA-3 y LFA-1/ICAM-1 entreel GTL y las dianas humanas competidoras.

Otra explicación seria que la falta de reconocimientodel antígenoen la dianahumana

eliniinara el incrementode la avidezde LFA-1 y GD8 inducidapor elTGR (227,241).Así, el

comportamiento de GTL SMcon los mutantes Y74N77 y N77180 debeestarreflejandoun
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cambioen la especificidadfina, lo que implicaría que el determinanteantigénicoreconocido

por el clon en células murinas es estructuralmentedistinto del que presentanlas células

humanas.

Estaalteraciónen la estructuray en el nivel de expresióndel determinanteocurriría como

consecuenciade la transfecciónde HLA-B27 en las células de ratón.Esta interpretaciónes

mcompatiblecon el reconocimientoexclusivode la moléculaHLA-B27 porGTL SM y sugiere

lapresenciadeun péptidoestructuralmentedistinto asociadoconHLA-B27 encélulashumanas

y murinas.Además,el péptidopodríaexpresarseen mayorproporciónen la superficiede las

células de ratón. Esto podría estarocasionadopor un aumentode la síntesis y/o por un

procesamientodiferencial de la proteína de la que deriva el péptido en la célula murina.

También, podría debersea un aumentode la afinidad de unión del péptido a B27. Las

diferenciasestructuralesentreel péptido presenteen célulashumanasy murinasdebenser

suficientementepequeñaspara que haya reactividaddel GTL con los dos tipos de células.

Probablemente,este es el motivo de que sólo se haya observadouna eliminación de la

reactividaden dosmutantes.No sabemoscúal puedeserestepéptidopero podría proceder

de cualquier proteína, sintetizada en los dos tipos celulares,que presentaradiferencias

estructuralescomoresultado,porejemplo,dela divergenciafilogenéticadeproteínashomólogas

en ambasespecies.

La conclusiónfinal a la queconduceesteanálisisde la especificidadfina de clonesdeCTL

anti-B27 quereconocentransfectantesmurinosesque, en la mayoría de los casos,el epítopo

aloespecíficono sealteratrasla expresióndeB27 en célulasmurinas.La disminuidaeficiencia

Utica observadaen algunoscasos,como en el GTL 0M7, puedeserel resultadodeunamenor

avidez más que de una alteraciónestructuraldel epítopo correspondiente.No obstante,en

algunos clones, como el GTL 5A2, existen alteracionesen la especificidad fina de

reconocimientodelaloantígenoexpresadoen célulasmurinas,lo queprobablementereflejaun

cambio en la estructuradel epítopo mediadopor un péptido.No obstante,no sabemossi la

falta de reactividadcon los transfectantesmurinos,observadaen unaaltaproporcióndeclones

de GTL anti-B27, sedebea alteracionesestructuralesde los epítoposo simplementea una

menoravidezde interacción.
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5. SUMARIO Y DISCUSION

Los resultadosobtenidosenestaTesis,medianteel análisisde la reactividaddel antisuero

anti-péptido63-84y los ensayosde citotoxicidad de CTL alorreactivosanti-B27 con diversos

mutantesde esteantígeno,resaltanla importanciadel segmento74-81 en las características

funcionalesde UiLA-B27. Todos los subtipos de esteantígeno,con excepciónde B*2703,

presentansustitucionesen estesegmento,variandosiempreen la posición 77. La respuesta

generadacontrael péptido 63-84 se centraríaen esteresiduoprincipalmente,puestoque

ninguno de los subtiposcon cambiosen estaposición son reconocidospor el antisuero.El

residuo77 tambiénformarla partedel determinantereconocidopor el Acm B27M2. Además,

otros residuosdel segmento74-81 contribuyena los determinantesreconocidospor algunos

aloantisuerosy Acm capacesde distinguir los distintossubtipos.La reactividaddel Acm MEI

no se altera por las sustitucionesde los subtipos, a pesar de que posicionespróximas al

segmento74-81 estánimplicadasen el determinantereconocidopor esteAcm (52,119).Las

sustitucionesfueradeestesegmentoseríanmenosrelevantesparala aloespecificidadserológica

de HLA-B27. No obstante,el Acm p56.l no reconocea los subtiposquevaríanen la posición

152 y algunosaloantisueros,comoel KG-MJA, no reconocenal subtipoBt2703,con un único

cambio en posición 59 (109). Sin embargo,la mayor parte de los antisuerosanti-B27 no

diferenciana los subtipos,lo queindica quereconoceríandeterminantesfueradela región74-

81.

El residuo77 esde sumaimportanciaparael reconocimientoporCTL, aunquelos ensayos

con mutanteshan mostradoquesucontribuciónindividual no seriamayor quela del restode

las posicionespoliniórficasde los subtipos.El residuo152 seríaabsolutamentecrítico, ya que

la reactividaddelos 20 clonesanalizados,generadosporestimulaciónconB*2705, sealterapor

un cambioindividual enestaposición.Porcomparacióncon laestructuratridimensionaldelos

antígenosHLA-A2 y Aw68, todaslas sustitucionesde los subtiposde B27 sehayanorientadas

haciael sitio de reconocimientodel antígeno(41,42).Nuestrosresultadoscontrastancon los

obtenidos en el análisis de mutantesde HLA-A2, en el que no todas las sustituciones

individualesqueapuntanhaciael interior del sitio ejercenefectossimilares(66). Además,la

posición 152 tendría una contribución importanteen el reconocimientopor CTL, pero su

sustituciónno seríatandrásticacomoen el casode B27 (61,62,66).No obstante,la importancia

de residuosen el reconocimientopor CTL podría estar influida en cierta medidapor el
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conjunto particular de clones estudiados.No se puede descartar que algunas de las

característicasde los clonesdeCTL anti-B27 fuerandiferentessi estossehubieranobtenido

por estimulaciónde otros respondedoresque expresaranun haplotipoHLA completamente

distinto. Los estudios en HLA-M (61,62,66)y en los mutantesmurinos de H-2 (65) han

mostradoque,generalmente,los residuosqueintervienenenlos epítoposserológicosy de CTL

sondistintos.En HLA-A2 seha observadounacontribuciónmayorde los residuosorientados

haciael interior del sitio en el reconocimientopor GTL, mientrasque los expuestoshaciael

solventeparticiparíanen el reconocimientopor anticuerpos.Sin embargo,en HLA-B27 los

residuos74, 77 y 81 no estánorientadoshaciael exteriory sonrelevantes,especialmenteel 77,

tantopara el reconocimientoserológicocomo para el reconocimientopor GTL. No obstante,

no sepuededescartarque algunosresiduosno participendirectamenteen los determinantes

serológicos,alterandosusustituciónla disposicióndelascadenaslateralesderesiduospróximos.

La presenciaen B*2705 (y W2703) de tres residuosácidos próximos, 74, 76 y 77, cuya

combinaciónno seencuentraenningúnotroantígenoHLA (50),podríaprovocarunarepulsión

de sus cadenaslaterales,resultandoen una mayor accesibilidaddel residuo 77 para el

reconocimientodirectoporel anticuerpo.Alternativamente,la pérdidadeunacarganegativa,

por sustitucióndel residuo77, podría destruirlas característicasestructuralesnecesariaspara

el reconocimientoporanticuerpos.

Los resultadosobtenidosen el análisisde la reactividaddeCTL con mutantesde B27 han

mostradola grandiversidaddeepítoposqueson reconocidosporGil. alogénicos.Esto,unido

a la gran complejidad de dichos epítopos, a la presencia de efectoscompensatoriosy

heteroclíticosy a la orientaciónde estasposicioneshaciael sitio de unión del antígeno,sugiere

que los epítoposreconocidospor CTL involucran una gran variedadde péptidosunidos al

aloantígeno.El análisisde los genesVB del TGR de 11 de los clones incluidos en nuestros

ensayosapoya esta hipótesis, ya que mostró que la mayor parte de la variabilidad se

concentrabaen las regionesdeunión V-D-J (293).Los modelosde reconocimientodelcomplejo

MHG/péptidopor el TCR propuestossugierenqueestasregionesde unión estaríanimplicadas

principalmenteen la interaccióncon péptidosantigénicos(147,149,150).

Gonel fin dedeterminarla contribucióndepéptidosendógenosen los epitoposreconocidos

porlos GTL alorreactivosanti-B27,analizamosel patróndereactividadde 5 de estosclonescon

la serie de mutantestransfectadosen célulasmarinasy humanas.Los péptidosendógenos
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unidos al aloantígenopodrían proceder de cualquier proteína como consecuenciadel

metabolismo celular. La mayoría de las proteínas, incluso las que no son polimórficas

presentaríancambiosestructuralesdebidoa la divergenciafilogenética.Así, esesperableque

algunosde los péptidospresentadosseandistintos.Además,distintaslíneascelularespodrían

diferir en los mecanismosde procesamiento.La utilización de una serie de moléculas

estrechamenterelacionadas,que sólo difieren en una o dosposiciones,constituyeun sistema

sensiblepara la detecciónde cualquieralteraciónen la unión de un posible péptido. Los

resultadosobtenidosmostraronel comportamientodiferencialdeuno delos clonesfrentea los

dos tipos de transfectantes,sugiriendofuertementela presenciade un péptido distinto en

ambos.Esto indica que, al menos,algunosde los clonesalorreactivosanti-B27 implicarían el

reconocimientode péptidos.Sin embargo,no sedetectarondiferenciasen la reactividadde 4

de los clonesque pudieraninterpretarsecomo un cambioen la especificidaddel clon. Esto

podría indicar que el péptido implicado en los dos tipos celulareses idéntico,pero también

podría debersea que los epítoposreconocidospor estosclonesfueranindependientesde un

péptido, de forma que el clon reconoceríafundamentalementecambios estructuralesen la

moléculade 827. No tenemosdatospara discernirentreestasdos posibilidades,aunquela

primeraposibilidad sería másprobable,dado que parecenecesariala asociaciónentre las

moléculasde Glase 1 y péptidospara el ensamblejecorrecto, la expresiónen la superficie

celular y la estabilidadde estosantígenos(187,190).No obstante,se ha descritoque una

pequeñaproporcióndeantígenosde Glase1 podríanexpresarsesin haberunido un péptido,

y que estasmoléculas“vacías” seríanreconocidasen algunasocasionespor GTL alorreactivos

(298).Además,Eliot y Eisen(191) han descritoquela cadenapesadadeantígenosde Glase

1 y la 132m, separadaspor filtración en gel, podrían asociarsesin la presenciade un péptido,

siendoreconocidoslos complejosresultantespor determinadosGTL alogénicos.

La función fisiológica de los antígenosMHG es el reconocimientorestringidoy no el

alogénico.Los resultadosobtenidosdel análisisde la reactividadde los clonescon mutantes,

así como el patrón de reactividaddiferencial del GTL SM con célulashumanasy murinas,

sugierenqueel reconocimientoalogénicoinvolucraríapéptidosunidosa 827, y apoyaríael que

el reconocimientoalogénico y el restringido tuvieran una base molecular análoga. El

reconocimientoalogénicoreflejaría la capacidadde los antígenosMHG paraunir péptidos

propios,lo queseríade vital importanciaen los procesosde seleccióndelrepertoriodecélulas
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T en el timo, así como en los mecanismosde deteccióny eliminaciónde célulasqueexpresan

proteínaspropiasmodificadascomo consecuenciade transformacionestumorales.

El análisiscomparativodela reactividaddeCTL monoclonalesanti-B27con célulasmurinas

y humanasindicabaque, entrelos clonesde especificidadsemejantecon los subtipos,el factor

determinantede la lisis de transfectantesmurinosHLA-B27+ era la avidezde la interacción

entreel GTL y la céluladiana.Además,habíaunamayorcontribucióndeCD8cuandola diana

eramurina.Estosugeríaquela interacciónentreCTL y célulasderatónseriamásdependiente

de GD8 y dela afinidad delTGR debidoa las barrerasentrelas moléculasdeadhesiónde las

dos especies.El análisisposteriorde la reactividadde los clones26 y 29 frentea mutantes

mostró que, si bien su reactividadcon subtiposera similar, poseíanuna especificidadfina

diferente.Esto sugiereque en algunoscasoslas diferenciasde avidezobservadasentreclones

de especificidadsemejantepodríanreflejarcambiosen la afinidadintrínsecadel receptorpor

su ligando, quizás ocasionadaspor que los clones reconocenpéptidos distintos. Así, la

reactividaddelos clonescuyo TGR tuvieramenorafinidadporel ligando severía másafectada

por las posiblesdiferenciasen los péptidospresentadospor lascélulasmurinasrespectodelas

humanas.Estaexplicaciónescompatiblecon los datosexistentesenla literaturaquemuestran

que,en condicionesen las que la densidadde MHG, TGR y moléculasdeadhesiónpermanece

constante,la susceptibilidada la inhibición de la citotoxicidad por Acm anti-CDS sería

dependientedela concentracióny delaestructuraprimariadelpéptidopresentado.Ello sugiere

unamayorcontribución de GDS a la interacciónGTL/dianacuandola afinidad del TGR por

el complejoMHG/antígenoesbaja (240). Granpartede los clonesanti-B27 no reconocena

estamoléculaen la superficiedelas célulasmurinas.Estopodríadebersea quealgunosclones

reconocieranpéptidospresentesen las célulashumanas,pero no en las murinas,o a quelos

péptidospresentadosporambasespeciesfueranconsiderablementedistintos.No obstante,no

sepuededescartarqueestafalta de reconocimientosedebaa una interacciónmenoseficiente

entre las moléculasdeadhesiónde distintasespecies,al menosen algunoscasos.

Los resultadosobtenidosde la caracterizaciónestructuralde los subtiposde B27 y de los

mutantesdeesteantígenohanmostradoquecualquiersustituciónenlasposicionespolimórficas

de B27 alteralas característicasfuncionalesdeesteantígeno.Estosugierequela combinación

particularde sustitucionesque presentacadauno de los subtipospodría sersusceptiblede

selecciónpor representaruna ventajaselectivafrentea ciertospatógenos.Los datosexistentes
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de secuenciade antígenosMHC de distintas especiesapoyan un modelo de evolución

transespecie(84,90,91).AunqueunagranproporcióndeantígenosMHG sehayanheredadode

especiesantecesoras,no esesperableque todasellasesténsometidasa los mismospatógenos

o puedanhacerfrentea todos ellos con el mismo grupo de moléculas.La evoluciónde los

antígenosMIHG tendríaque serun procesodinámico quese adaptaraconstantementea los

continuoscambiosde los patógenos.Por tanto, la función de estasmoléculaslas hacemás

susceptiblesqueotrasproteínaspolimórficasa la acciónde mecanismosde selección,lo que

podríaexplicarel polimorfismoespecialquepresentan.Estopareceapoyadoporunpredominio

demutacionesde reemplazamientosobresilenciosasen los dominiosa, y a2, particularmente

en el sitiode unión delpéptido.El hechode queun grannúmerodeantígenosMHG sehayan

transmitido de una especie a otra podría indicar que estos antígenosposeen una gran

versatilidadpara unir gruposde péptidosdistintos, por lo que seguiríansiendofuncionales

frente a diferentesa patógenos.Alternativamente,podrían unir péptidosprocedentesde

proteínascuya tasade variaciónsea menoro cuyos cambiossólo afectenparcialmentea los

péptidos que son presentados.Sin embargo,algunos antígenoscon una capacidadmás

restrmgidaparaunir péptidosdistintospodríandejardeserfuncionalesfrentea péptidoscon

variacionesmuy drásticas,y podríansersuplantadosporotrosmáseficaces.Esto haríaposible

que algunasvariantes,presentesen la población en una baja frecuencia,se seleccionaran.

Además de la selección ambiental, la acción diferencial de los antígenosMHG sobre la

seleccióndel repertoriode célulasT, tambiénpodría constituir una presiónselectiva.Así, la

selecciónde un antígenoMHG frentea un patógenopodría debersea una seleccióntímica

positivaque seleccionecélulas T particularesy/o a un aumentode la capacidadde unión y

presentacióndepéptidosantigénicos.Lawlor et al. (82) sugierenquepodría haberselección

positivao negativasobrealelosy loci MHG particulares,deformaqueelMHG seríaun sistema

dinámicoenel quegenes,o alelosparticulares,sonseleccionadoso descartadosen el cursode

la evolución.Probablemente,gran partedelpolimorfismo de los antígenosMHG seaantiguo,

en cuantoa la existenciadecambiosenposicionesconcretas,perono en lo queserefierea la

combinaciónexactade sustitucionespresentesen cadauno de los alelos modernos(299). En

estesentido,el grupode sustitucionespresentesen el antígenoB*2702, respectodeW2705,se

encuentraen dos antígenosde chimpancé(90.91), aunquedifieren en un gran númerode

sustitucionesen el sitio de unión. Las nuevassustitucionesen el sitio de unión del antígeno
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parecenestarsometidasa una intensaselección.Las bajasfrecuenciasalélicassugierenque,

aunquelas nuevassustitucionespuedenentrar rápidamenteen la población,sólo en raras

ocasionesreemplazaríana los alelosexistentes.En cambio,seuniríanalgranconjuntodealelos

existentesen la poblacióny sufrecuenciafluctuaríadurantevariosmillonesdeaños.Durante

este tiempo las mutaciones puntuales se combinarián con otras, por mecanismos

recombinacionales,y segeneraríannuevosalelossusceptiblesdeselecciónporpatógenos(299).

No todos los individuosde una especieestánsometidosa las mismascondicionesambientales.

La presenciadepatógenosespecíficosde distintaspoblacionesseríaunacausadedistribución

diferencialde determinadasvariantesen la población.En nuestromodelo evolutivo de B27,

hemosconsideradoa B*2705 como el origen de los subtipos por ser el más ampliamente

distribuido en distintosgruposétnicos,siendoel mayoritarioen algunosde ellos. Si fueraun

antígenonuevo,y en ausenciade unapresiónselectivadominante,no habríadadotiempoa que

se encontraraen una frecuenciatan alta en la población. Los otros subtipos se habrían

generadoa partir deB*2705, probablementedespuésde la especiación,y semantendríanpor

representarventajasen ambientesdeterminados.No obstante,no se puede excluir que

cualquierade los otros subtiposfueraanteriory que su bajafrecuenciasedebaa que está

desapareciendodela población.Destacael casodel subtipoB*2703, detectadoen la población

negra, que aunquesólo presentaun cambio en la región codificante, respectode W2705,

explicableporunamutaciónpuntuaLpresenta15 sustitucionesmásen los intrones(291).Esto

contrastacon las secuenciasgenómicasde los subtiposB*2705 y B*2702 que,a pesardediferir

en tres sustitucionesquedan lugar a cambiosde aminoácido,no presentanningunavariación

enlas regionesno codificantes(31).EstopodríaindicarqueB*2703 esun subtiporelativamente

antiguo, aunquepermanecerestringidoa una poblaciónmuy determinada.

El polimorfismode HLA-B27 alterael reconocimientopor los linfocitosT y podría afectar

a la unióndepéptidos.La estructuraprecisade un aloantigenodeterminaríasuspropiedades

deunióndepéptidosy su especificidaddepresentaciónde antígeno.Así, esprobablequelas

característicaspoliniórficas de B27 que estánconservadasen los subtiposcontribuyana la

especificidadantigénicay funcional deestamolécula.Entreestascaracterísticasdestacan:

1.- Los residuosde Lys en posición70 y de Asn en 97 son únicosen los antígenosHLA-B27.

El primero está localizado en la hélice a de a1 y el segundoen una de las láminas8

centrales,cercanoa las posicionespolimórficas74 y 116. La estructuraprecisade estos3
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últimos residuospodríacondicionarla formacióndeuna cavidadlocal, semejantea la que

presentaAw68 (43).

2.- Los análisiscristalográficoshan predichola existenciade unagrancavidad,situadadebajo

de la hélice a1, en HLA-B27. Tendría en su baseQlu~ y estaríarodeadade ThrM, Gly~,

Val~ y Gys~(43).Aunquecadauno de estosresiduosestápresenteen otrosantígenos,su

combinaciónes única en HLA-B27 (50,142) y es común a todos los subtipos. Esta

característicapodríaconferiraHLA-B27 capacidad para establecer contactos específicos con

péptidosantigénicosquefuerandiferentesde los unidosporotro aloantígeno.Uno de los

contactosposiblepodría tenerlugar a travésde un enlacecovalentecon el grupoSU libre

de la Gys~ (46).Estacavidadestálocalizadaen el extremodel sitio de unión del antígeno

opuesto a la región en la que se concentran la mayoría de las posiciones polimórficas en

HLA-B 27.

No se ha detectadocorrelaciónalguna entreninguno de los subtiposmayoritariosy la

susceptibilidada la espondiitisanquilosante(141). Esto haceprobablequela susceptibilidad

seadebidaa algunacaracterísticacomúna todoslos subtiposde B27. La especialcombinación

de residuosde la cavidadque incluye la posición45, y su probableinfluenciaen la unión de

péptidos,podríaserla caractaristicadeterminantedela susceptibilidada la enfermedad(142).
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& CONCLUSIONES

1.-El antísuerogeneradopor inmunizacióncon el péptido63-84,derivadode8*2705, eracapaz

dereconocera la moléculade HLA-B27 nativa, expresadaen la superficiecelular.Además,

era aloespecífico, ya queno reconocíaa otrosantígenosHLA y podíadiscriminarentrelos

distintos subtipos de 827. Estos resultadosproporcionanuna evidenciadirecta de la

contribuciónde la región 63-84 en la especificidadaloantigénicade IILA-B27.

2.- 8*2701 difiere de W2705en tresresiduos:74, 77 y 81 que correspondena sustitucionesde

AspporTyr, AspporAsny LeuporAla, respectivamente.8*2703 presentaun únicoresiduo

de diferenciaen la posición59, en el queTyr ha sido reemplazadapor His. La posición59

es invarianteen todoslos antígenosMHG secuenciadoshastael momento.Las posiciones

en las quevaríanestossubtiposestánlocalizadasen la hélice a del dominio a, y apuntan

hacia el sitio de reconocimientodel antígeno. Esta situación explica su reconocimiento

diferencialporGTL alorreactivosy sugierequepodríandiferir en sucapacidadpresentadora

depéptidos.

3.- El patrón de sustituciones de 8*2701, agrupadas en un segmento corto de la molécula,

sugierequeestesubtiposeha podidogenerara partirdeB~’27O5 en unasolaetapamediante

conversióngénica.

4.- La sustitucióndel subtipoB*2703 se explica por una mutaciónpuntual, lo que sugierela

contribucióndemúltiplesmecanismosen la generacióndelpolimorfismodel antígenoHLA-

B27, aunquela conversióngénicaseael que hayajugado un papelpreponderante.

5.-La estructurade los subtiposde 827 y su distribución étnica diferencialsugierenque el

polimorfismo de HLA-B27 seha generadocon posterioridada la diversificación de los

grandesgruposétnicos.

6.- El análisisde la reactividaddeCTL monoclonalesespecíficosde 827 con célulasmurinas

transfectadascon 8*2705 mostró que, entreclonescon especificidadsimilar frentea los
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subtipos,la capacidadparalisar al transfectantemurinodependíade la avidezdel clon por

la célula diana.

7.- La contribuciónde GD8 a la lisis deC’~L humanosesmayorparacélulasdianamurinasque

humanas.El mayor requerimientode estamolécula,en el caso de las dianasmurinas,se

deberíaaquecompensaríala ineficienciadeotrasinteraccionesentremoléculasdeadhesión

heterólogas.

8.- El análisis de la reactividad de 21 clones de GTL anti-827con mutantesde esteantígeno

mostró la gran diversidad de los epítopos reconocidos por estosclones,sugiriendoquedichos

epitopos podrían implicar la presencia de múltiples péptidos unidos a B27.

9.- Las mutaciones individuales inducen efectos complejos en los múltiples epítopos reconocidos

por los cETL específicos de B27, lo que muestra la precisión de sus requerimientos

estereoquimicos.

10.- Todos las sustituciones individuales son relevantes,alterando cada una de ellas la

reactividaddeuna granproporcióndeclones.Cadamutacióninfluía en un grupodiferente

de clones,aunqueel númeroglobal de clonesque se afectabanpor la mayoríade los

cambioserasimilar. Esto indica queel perfil antigénicodeun subtipoestádeterminadopor

el conjuntode las sustitucionesque poseey no poruna de ellas en particular.

11.- El cambio en el residuo 152 eliminaba la reactividadde los 20 clonesanti~B*2705. El

drástico efecto provocado por esta mutación explica las grandesdiferencias en el

comportamientofrentea GTL quepresentanlos subtipos8*2704 y B*2706, con un cambio

enesteresiduo,respectode 8*2705.

12.- La relevancia de todas las posiciones mutadas muestra la gran importancia del

polimorfismo de los subtipos deHLA-B27 en el reconocimientoporcélulasT. Los subtipos

son alelos funcionalmente diferentes.
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13.- El análisis de la reactividad de cinco clones de GTL anti-B27 con una seriede mutantes,

transfectados en células murinas y humanas, mostró que los epítopos reconocidospor

cuatro de los clones permaneceninalteradostras la expresiónde 827 en célulasmurinas.

Ello indica que dichos epitopos son independientes de un péptido o, alternativamente,la

presencia de un péptido idéntico en las dos líneascelulares.

14.- Uno de los clones reconoce a dos de los mutantes cuando estánexpresadosen células

murinas, pero no reacciona con ellos en células humanas. Esto probablemente refleja la

presencia de un péptido distinto, si bien estructuralmente relacionado, en los dos tipos

celulares. El aumentode la eficiencialítica que presentaesteclon frente a la mayoría de

los transfectantesmurinossugiereun incrementode la expresión del péptido en las células

murinas.
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