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INTRODUCCION

1.1 EL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD.

La definicion en 1937 por P.A. Gorer de un antigeno determinante de la susceptibilidad o
resistencia al trasplante de tumores en ratones (1) supuso la primera prueba de la existencia de
genes marcadores de la individualidad genética capaces de controlar la respuesta inmune, a los
que s¢ denominé antigenos de transplante o de histocompatibilidad. Posteriormente se comprobd
la existencia de un conjunto de antfgenos codificados en una misma regién del genoma
responsables del rechazo agudo de transplantes (2), frenie a otra serie de antigenos que provocan
una respuesta mucho menos vigorosa y mas tardia, y que se denominan antigenos menores {3).
El conjunto de genes asf definido s¢ denominé Complejo Principal de Hisrocompatibilidad {(MHC)

y ha sido descrito en todos los vertebrados analizados (4) y en protocordados (5).

1.1.1 Organizacidén det MHC humano,

El MHC humano comprende una regién de 3600 kb situada en la regién 6p21.3-6p21.23 del
brazo corto del cromosoma & (fig. 1.1) (6, 7} y engloba una serie de genes que codifican para 3
tipos de molécalas con caracteristicas estrecturales y funcionales diferentes:

- Antigenos HLA de clase I, formados por una cadena pesada de 44kD> que se une no
covalentemente a una cadena ligera de 12 kD denominada B2-microgiobulina (8), codificada en
¢l cromosoma 15 (9). Existen-3 loci que codifican para los 3 antigenos clisicos HLA-A, -B'y -C
que presentan un gran polimorfismo alélico y se expresan en todas las células nucleadas del
organisme (10). Un nimero variable de genes codifican para antigenos no clésicos, entre ellos
HLA-E, -F y -G, de distribucidn tisutar muy restringida y funcioﬁal.idad desconocida, y diversos
pseudogenes no funcionales. Esta regidn comprende unas 1600 kb del extremo telomérico del
MHC (31, 12).

- Antigenos HLA de clase I, formados por heterodimeros o8 con un PM de 25-33 kD y de
24-29 kD respectivamente (13). Existen 3 tipos diferentes denominados HLA-DR, -DP y -DQ
codificados por,yna serie de genes A y B para las cadenas a v B, respectivamente, en subregiones
diferentes, incluyende pseudogenes no funcionales. Presentan un alto nivel de polimorfismo en fas
cadenas B y mucho mas restringido en las e, expresdndose en linfocitos B, linfocitos T activados,
macrdfagos, células dendriticas, etc (14). Esta regién ocupa unas 1000 kb del extreme
centroraérico del MHC.

- Proteinas no relacionadas estructural ni funcionalmente con los anteriores, pero que, en
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general, est4n relacionadas con el sistema inmune, como las proteinas de choque térmico (HSP70-
1, HSP70-2, HSP70-Hom) (15}, factor de necrosis tumoral (TNFA y TNFB) (16), proteinas del
sistema del complemento (C2, CAA, CAB y Bf) (17), etc. Existe ademis una serie de genes (BAT2-

9) cuyos productos no han sido caracterizados {18).

1.1.2 Funcionalidad de los antigenas HLA. ' B

La capacidad de discernir entre Jo propic y lo extrafio constituye la caracteristica funcional
esencial del sistema inmune (19). Los antigenos de histocompatibilidad, como marcadores de la
individualidad genética determinada por su extremado polimorfismo, juegan un papel central en
el reconocimiento inmunoclégico. Son reconocidos por los 2 tipos de células efectoras
fundamentales del sistema inmune, a través de las moléculas encargadas del reconocimiento
espectfico: inmunoglobulinas en los linfocitos B y el receptor de antigeno en los linfocitos T. Las
2 subclases mayoritarias de linfocitos T reconocen diferencialmente las 2 clases de ant{genos HLA:
linfocitos CD4" (. fenol_ipo mayoritarizmente cooperador) reconocen ant{genos de clase 11, mientras
que linfocitos CD8" {fenotipo mayoritariamente citolitico} reconocen antigenos de clase I (20, 21).
Esta especificidad de reconocimiento se produce por interacciones moleculares directas entﬂra las
moléculas CD4 y CD8 de la superdicie de las células T, con.los antigenos de clase H y clase I,
respectivamente, de [a superficie de las células diana (22-24), lo que ‘aumerita Ia avidez d_el-

reconocimiento per ef TCR (25).

1.1.2.1 Reconocimiento alogénico.

Aloinjertos de individuos histoincompatibles generan una respuesta de linfocitos B con
produccién de anticuerpos especificos de los antigenos HLA extrafios, y de células T cooperadoras
y efectoras capaces de reconocer y lisar especificamente las células alogénicas (26). Este
reconocimiento alogénico es reproducible *in vitra® obteniéndose tanto linfocitos T cooperadores
comao linfocitos T citolfticos especificos de los antigenos HLA alogénicos (27).

Si bien el rechazo de injertos no constituye una funcién biolégica que ocurra de modo
natural en humanos, s{ tiene lugar en especies inferiores del tipo de los protocc;rdados. como los
tunicados, donde se produce contacto entre individuos diferentes, llegando eventuzlmente a la
fusién de individuos y su inclusién en colonias. La presencia de marmd;res de Iz individualidad
semejates a Jos HLA que permiten desarrollar una respuesta frente a individuos extrafios,

permite ia supervivencia del individuo o ia colonia frente a invasiones de colonias diferentes. Asf
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pues, aun cvando el reconocimiento alogénice no constituya la funcién primordial de los antigenos

HLA, si parece ser un reflejo de la funcién primigenia de estas moléculas (28).

1.1.2.2 Reconocimiento restringido.

Lz funcién fisiolégica fundamental de las moléculas del MHC consiste en la presentacidn
de antfgencs extrafios a Jas células T, que reconocen especificamente ef complejo antigeno-HLA
propic, en un fendmeno conocido como restriccidn (29). La caracterizacién del receptor de 12
célula T como una entidad molecular tnica confirmé el reconocimiento conjurto del antigeno
extrafio y la molécula HLA, frente a especulaciones sobre la naturaleza dual del receptor (30).

La base bioquimica de este reconocimiento asociativo se deriva del procesamiento al que
se ven sometidos los antigenos extrafios en el interior celular, existiendo 2 vias diferentes, segin
sean presentados por moléculas de clase II o de clase I. Los antigenos presentados por proteinas
de clase II son captados en la superficie celular y, por medio de vesiculas endociticas,
internalizados a compartimentos dcidos donde son procesados (31). A estos compartimentos llegan
las moléculas de clase I, guiadas, presumiblemente, por la cadena invariante (1i) a la que estén
asociadas y que impide la unidn de péptidos durante el rransporte (32-34). Aquf se disocian de
ésta y captan los péptidos producto del procesamiento. Su posterior expresién en la superficie
celular permite el reconocimiento por Jos linfocitos espectficos CD4*,

Los antigenos de clase | presentan antigenos procedentes de proteinas sintetizadas en &l
interior celular (35). As!, las proteinas extraflas procedentes de infecciones virales, necant{genos
tumorales o antigenos menores, son sintetizadas y parte de ellas degradadas en el reticulo
endoplésmice o en el interior citopldsmico, siendo posteriormente transportados los péptidos
procesados al RE (36-38). En este momento se produce la asociacién de los péptidos generadas
con las moléculas de clase I que son exportadas a la superficie celular, donde son reconocidas por
los linfocitos CD8" {39-41). Las moléculas de clase 1 son inabaces de presentar proteinas
antigénicas intactas presentes en ¢l exterior celular. Sin embargo, la necesidad de procesamiento
puede ser obviada por la adicién de fragmentos de Jas proteinas antigénicas, asocidndose los
péptidos ahadidos exdgenamente a las moléculas HLA de clase [ (42). Andlogamente, los
complejos péptido-molécula de clase I, pueden formarse de esta manera sin necesidad de
procesamiento interno (43). Adema4s. pueden compartir, en algunos casos, la via de procesamiento
de proteinas enddgenas de los antigenos de clase I (44).

La especificidad de restriccién de los antigenos HLA se debe a la variabilidad de su
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estructura primaria que determina el péptido aniigénico que es capaz de presentar (45).

1.1.2.3 Seleccifin timica.

Previo al proceso de direccida de ia respuesta de linfocitos T frente a antigenos extrafios,
los antigenos HLA juegan un papel esencial en la seleccién del repertorio de c€lulas T de [as que
dispondr4.el individuo para generar una respuesta inmune (46). Esta seleccién se realiza en los
primeros estadfos de la antogenia, fundamentalmente en el timo (47). Las células que expresan
receptores de*alta afinidad por los antigenos HLA propio sufren una seleccién negativa que
permite asegurar iz tolerancia del sisiema inmune hacia lo propio. Andlogamente, receptores con
baja afinidad son eliminados por su incapacidad de responder a los estimulos necesarios. Las
células que presentan una afinidad intermedia por los antigenos HLA del timo, susceptibles de
aumentar en combinaciones particulares de antigeno-HLA, proliferan y pasan a periferia

proveyvendo al individuo con el repertorio del que dispondrd para la respuesta inmune (48).

1.1.2.4 Otras funciones.

Funciones de muy diversa indole, tanto inmunolégicas como no, han sido descritas para los
antigenos HLA de clase 1. En peneral se han descrito funciones como wransductiores de sefiajes
de activacion positivas en células T activadas via CD2 (49), o de sehales negativas en activaciones
via CD3, con PHA ‘o iondforos (50). También se ha descrito 1a asociacién y regulacién de
funcicnes de receptores del sisterna inmune, comao el de la interjeukina 2 (51), 0 ajenos al sistema,
como el del factor de crecimiento epidérmico (EPGF) (52) o el de la insulina (53}, asf como Ia
interaccién con la penicilina (54) a reurapéptidos (55). Por ello, se ha sugerido fa implicacién de
Jos antigenos HLA en interacciones celulares generales, de forma que el reconocimiento especifico

por parte del sistema inmune serfa una especializacién dentro de su funcionalidad genérica (56).

1.1.3 Polimorfismo de los antenos HLA de clase [,

La base molecular de la funcionalidad de los anrigenos HLA de clase 1 radica en su elevado
polimorfismo, determinado por la existencia de 3 Joci distintos con multitud de alelos definidos
serolégica. celular o bioquimicamente en cada uno (57).

El andlisis de 1a variabilidad de 40 alelos de Jos 3 loci. muestra ia existencia de 20 posiciones
de alta variabilidad. situadas todas ellas en el sitio de unién de péptido (58). Este es una cavidad

formada por los dominios a1 ¥ a2, delimitada en el fondo por una limina B y en las paredes
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laterales por dos hélices @ (ver apartados 1.2.1 y 1.2.3) {59). El dominio a3, por su parte, estd

muy conservado. La distribucién de estas posiciones en los 3 loci es similar en el dominio a2, pero
difiere sustanciaimente en al, donde los antigenos del locus A sélo tienen 3 posiciones variables,
los dei locus B 11, de las cuales 4 son constantes €n el locus A y 8 lo son en el C, y los del C una
Gnica posicién de aita variabilidad (tabla 1).

Todas las posiciones de alta variabilidad, excepto la 71 {que es constante en el locus A), son
residuos que pueden interaccionar con el péptido (17 residuos) o con el receptor de la célula T
(3} (ver apartado 1.2.3). Por tanto, el polimorfismo en estas moléculas-tiene una evidente
implicacién funcional sugiriendo la existencia de una presidn selectiva hacia la variahilidad en los
dominios al y a2 (60). Esto lo apoya tarbién ia marcada acumulacién de mutaciones en las bases
1y 2 (70% de los cambios, que se traduce en una relacién cambio/silenciosa de 3.4) de los
codones codificantes de estos dominios, frente a la acumulacién de mutaciones silenciosas en la
3" base del coddn en el dominio a3 (el 75% de los cambios de base, con una relacidn
cambio/silenciosa de 0.33} (61).

La distribucidn de las posiciones polimdérficas en el sitio de unién de péptido tampoco es
al azar, aunque casi todos los residuos de esta regién presentan alguna variabilidad. Asf, [a hétice
a de al presenta 11 posiciones de alta variabilidad, frente a 2 en la del dominio 2. Por su parte,
la l4mina B de a2 es muy variable, mientras que la de ol apenas tiene residuos variables, siendo
las posiciones M5, Y7, F22 y G62'de contacto directo con el péptido, invariantes, y A24'y M45,
constantes en el locus A, Esto se ha relacionado con posibles caracterfsticas estructurales
conservadas en los péptidos presentados. Se ha resaltado la cons_ervacidn de 5 Tyr en posiciones
de contacto directo con &} pépiido en 1odos 1os antigenos HLA secvenciados, como caracteristica
estructural que definirfa motivos estructurales comunes a tados los pépiidos presemtados.

La comparacidn entre [as secuencias proteicas de los distintos antigenos de clase | muestra
una mayor similitud entre los antigenos de los loci B y C (25-40 aminodcidos de diferencia),
siendo los de Jos loci A y C los mas diferentes (35-50 amino4cidos). Esto, unido 2 la presencia de
posiciones especificas de locus compartidas entre B y C en mucho mayor niimero {el 43% a nivel
génico) que entre A ¥ B (el 29%) o entre A y C (sélo el 4%), sugiere 1a generacién del locus C
a partir de una duplicacién del locus B (62) (fig 1.2.A).

La comparacién entre las secuencias génicas muestra una distribucién trimodal del ntmero
de diferencias, en funcidn de las moléculas comparadas: alelos del misme locus muestran entre

1y 50 bases de diferencia, alelos de loci diferentes entre 50 y 100 y alelos de distintas especies



Tabla I. Posiciones de alta variabilidad de las moléculas HLA-A, By C

Variabilidad
Posicién HLA-A  ‘HLA-B__ HLA-C  Contacto potencial®
al
9 9.1 4.8 10.0 Péptido
24 7.0 Péptido
45 10.0 Péptido
62 139 TCR + Péptido
&3 4,2 Péptido
67 13.5 Péptido
69 4.8 TCR
70 6.4 Péptido
77 6.2 Péptido
80 7.0 Péptido
81 5.0 Péptido
82 5.5 TCR
a2
g5 5.4 5.0 Péptido
97 5.8 30 Péptido
99 52 Péptido
114 83 6.2 Péptido
116 6.3 15.9 10.2 Péptido
152 59 5.5 Péprido
156 8.3 5.6 10.3 Péptido
163 8.1 TCR + Péptido

a} Variabilidad determinada por Bjorkman y Parkam mediante el método de Wu y Kabat. Se
consideran posiciones de alta variabilidad aquellas que tienen un indice mayor de 4.0 (58).
b} Contacto potencial de acuerdo con su localizacién en la estructura tridimensional (59).
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murinos, vaca, conejo y cerdo} 2), comparaciones entre genes de la misma especie 3),
comparaciones enire genes humanos de distintos loci 4) y comparaciones entre alelos humanos
del mismo locus §).
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entre 100 y 150 (fig. 1.2.B). Sin embargo, cuando se comparan especies muy relacionadas como
el hombre y el chimpancé, o ratdn y rata, los antigenos de las distintas especies no son
identificables por su nimero de diferencias, siendo adscribibles a los distintos loci de una especie
{63). Asi, 5 de las secuencias conocidas de chimpancé se han asignado ai locus B (ChLA-B), 3 al
locus A (ChLA-A), 1al C(ChLA-C) y 1 al F (ChLA-F). Por tanto, se ha sugerido un modelo de
evolucién transespecies, en el cual, un significativo ndmero de polimorfismos son heredadas de
antecesores anteriores a Ea,;speciacidn {que en el caso de humanos y chimpancé seria posterior
a la duplicacién del locus B), de forma que las especies relacionadas compartirfan numerosos
tlementos de variabilidad (64-66). Posteriormente, los mecanismos generadores de polimorfismo
seguirian operal:ldo };rovcyendo de nuevos alelos a las diferentes especies.

Tres son los mecanismos generadores de polimorfismo en estas moléculas (61):

- Mutacidn puntual, que seria la fuente de generacién de nuevo polimorfismo, como se ha
sugerido al analizar los subtipos de HLA-A2 {posicién 43 de HLA-A*0202) o de HLA-B27
(posicién 59 de HLA-B2703).

- Conversién génica o recombinacidn no r&:iproca, que consiste en la transferencia de un
fragmento de DNA de un gen a otro (67). Este mecanismo posibilita tante la generacién de
polimorfismo en aquellas regiones para las que existe presién sclectiva para la diversidad y con
un cierto nimero de alelos diferentes. como el mantenimiento de la homogeneidad en regiones
mas conservadas, Se ha sugerido suzoperati‘ridad'en Ia generacién de HLA-BI3.1a partir de HLA-
B13.2, que se diferencian en & nucleétidos en un segmento de 10, pudiend6 haber operado como
deonador el antipeno HLA-B41 (68}, Andlogamente, HLA-B38 y B39 se diferencian dnicamente
en & amino4cidos en un segmento de 10, presentando cada uno de ellos en esle segmento una
secuencia compartida por otros alelos del locus B (69). Parece que, frente a lo detectado en otras
especies (70), la conversién génica funciona fundamentalmente entre zlelos del mismo locus.

- Recombinacién reciproca, en la que exones de diferentes alelos se combinan para dar uno
nueva. Asf. HLA-Bw42 comparte los exones 1 v 2 de HLA-B7 y los exones 3-8 de HLA-BS {61).
Andlogamente, HLA-AWGS presenta los exones t v 2 de HLA-Aw68.1 v los exones 3-8 de HLA-
A2l (T1).

La combinacién de estos mecanismos conlleva Ia continua generacién de nuevos alelos en
los gve la ventaja evolutiva presentada por aquellos que son capaces de mejorar la respuesta
inmune frente a patégenos operantes en la poblacidn, la presién selectiva hacia fa heterozigosis

v quizd otros procesos. guian el proceso evolutivo hacia la fijacién de nuevas especificidades (63).
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1.2 ANTIGENO HLA-A2,
El antigeno HLA-A2 fue la primera especificidad serolgica descrita en humanos,
denominada inicialmente Mac (73). Es uno de los antigenos mas frecuentes en Iz poblacién y ha
sido exhaustivamente analizado, por lo que nos centraremos en [a descripcién de sus

caracteristicas como ejemplo representativo de antigeno HLA de clase I

1.2.1 Caracteristicas moleculares.

Se distinguen 3 regiones estructural y funcionalmente diferenciables: extracelular,
wransmembranal e intracitopldsmica {74),

- Regidn extracelular.

Estd formada por ios 280 amino4cidos N-terminales de la cadena pesada y 1a 82m. Puede ser
liberada mediante ruptura proteclitica con papaina en la posicidn 271 (75). Se definen 3 dominios
de unos 9§ aminodcidos en esta porcién de la cadena pesada, denominados el (1-90), a2 (91-
182) ¥ a3 (183-274). Los dominios al y o2 son homdlogos entre si, mientras que el dominio a3,
muy conservado, presenta gran homologfa con los dominios constantes de las inmunoglobulinas
{76).

En la Asn,, del dominio a1 existe un enlace N-glicosfdico con el carbohidrato de la molécula.
Presenta un peso molecular de 3,3 kD, compuesto por 13-16 residuos de galactosa, manosa, N-
acetilglutamina y 4cido sislico (N:acctilneuramfnim) ci’tlnih'nem variable (entre 0y 3 r-esiduos-)
dando lugar a una heterogeneidad molecular detectable por IEF (77).

Los dominios a2 ¥ a3 contienen un puente disulfuro intracatenario entre las Cys 101-164 y
203-259, respectivamente, que engloban 60 aminodcidos, de forma semejante a Jos presentes en
las inmunoglobulinas (78).

Asociada a la regién extracelular se encuentra Ja B2-microglobulina, proteina invariante de
98 amino4cidos, homéloga a los dominios constantes de las inmunogiobulinas, con un puente
disulfuro entre las Cys 25 y Cys 81 {79). Interacciona con los tres dominios o1, a2 ¥ o3 (80). Su
asociacién con la cadena pesada de] anifgeno es reversible, dando lugar al intercambio con B2.
microglobulina exégena presente en &l medio de cultivo, produciendo cambios conformacionales
que alteran determinantes serolégicos en ambas cadenas (81).

~ Regién de transmembrana.

Comprende los residuos 281-307 de la cadena pesada, de naturaleza mayoritariamente

hidrofébica. lo que permite la interaccién con la bicapa lipidica.



- Regién intracitopldsmica.

Comprende los residuos C terminales de la molécula, comenzando con un agrupamiento de
residuos bisicos que permite el anclaje a Ia membrana citopldsmica mediante su interaccién con
ios grupos fosfatas de los fosfolipides. Contiene algunos residuos susceptibles de ser fosforilados,
como la Ser 335, que se encuentra fosforilada in vivo” (82). La conservacidn de la secuencia del
sitio de fosforilacién, tanto en-humanas como en rat6n, ha sugerida su papel coma transductor
de sehales al interior celular, en la interacciGn con proteinas del citoesqueleto y en la
internalizacién de la molécula. De hecho, Ia eliminacidn de los aminodcidos 325-340 de HLA-A2
bloquea su internalizacién, mientras que otras zonas de la regién citeplismica no infiuyen en este
proceso. La Ser 335 estd comprendida en el segmento **GSDSVS™ que ha sido descrito como el

elemento estructural comiin 2 diversas proteinas que sufren procesos de internalizacién (83).

1.2.2 Estructura génica

La estructura del gen codificante de HLA-A2 refleja la organizacidn segmental de la
molécula en los dominios estructurales anteriormente descritos (84, 85) (fig. 1.3). Asf, existen 8
exones que cubren un segmento de unas 3.5 kb, separadas por 7 intrones de longitud variable. El
exén 1, de 73 nucledtidos, codifica para un péptido sefial de 24 aminodcidos de naturaleza
hidrofébica, que interviene en ef transporte de la molécula a través del reticulo endopldsmica ¥
que es [iberado por enzimas proteoliticas durante el proceso de maduracidn. Los exone;z (é?ﬁ :
nucledtidos), 3 y 4 (276 nucledtidos cada uno) codifican cada uno de los dominios
extracitopldsmicos al, a2 ¥ a3. El ex6n 5. de 117 nucledtidos, codifica la regi6n transmembranal
v las regiones flanqueantes, incluyendo el grupo de residuos bdsicos que interaceionan con los
grupos fosfato de la bicapa lipidica. Los exones 6 (33 nuclestidos) v 7 (48 bases), codifican la
porcidn intracelular. El exén 3, de unos 400 nucledtidas, codifica ef aminodcide C-terminal y el
coddn de terminacién. y contiene la regién 3" no traducida que incluye la sefial candnica de
poliadenilacién AATAAA (86).

En la regién 5' se encuentran las regiones que regulan la transcripcion y expresién del gen.
Las secuencias promotoras que dirigen la interaccion de la RNA polimerasa, "CAT box"y “TATA
box”, formadas por la secuencia cldsica GCCAAT y la variante TCTAAA respectivamente, se
sirdan & -72 y -45 nucledtidos, respectivamente, del coddn de iniciacién. Las regiones reguladoras
de la frecuencia de transcripeion se sitdan en una regién comprendida entre las bases -180 y -60.

¢ incluyen el “enhancer B" ( que comprende la "CAT box"), la secuencia consenso de respuesta
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al interferén (ICS) ¥ <l "enhancer A" (10). Estas regiones se encueniran muy conservadas en los
productos de cada locus, existiendo mayor divergencia entre los distintos loci, especialmente en
Ia ICS, lo que justifica la diferente regulacisn de ja eipresién de los distintos antigenos de cada

locus en respuesta al IFN en distintos tipos celulares (87).

1.23. Biostntesis y maduracitn

El proteso de biosintesis, maduracién y transporte a la superficie celular ests regulado por
una serie de interacciones moleculares. En el interior citopldsmico se detectan 2 especies
moleculares identificables por su diferente reactividad freate a anticuerpos (88). La primera en
aparecer, presenta un grupo glicidico con alto contenido en manosa, eliminable por [a
endoglicosidasa H, y que es reccnocida por amicuerpos dirigidos frente a la cadena pesada
desnaturalizada de HLA (anti-H).

A los 10-15 min de la biosintesis, esia especie molecular se asocia con la 82-microglobulina,
produciéndose un cambio conformacional en el cual el heterodimero es reccnocido por
apticuerpos especificos de HLA-A2 pero no por anti-H. Este complejo madura en el Golgi por
transformacién del oligosacérido de alto contenido en manosa a uno complejo con 4cido sidlico,
susceptible a la accidn de newraminidasa, pero resistente a Endo H. Esta especie molecular
madura aparece a los 20-30 min y se expresa en la superficie a los 60-80 min. La interaccién con
la B2-microglobulina es esencial para la maduracién y transporte 2 lamembrana; coma lo indica
la paralizacién en la forma de alto”contenido en manosa del proceso de biosintesis en mutantes
incapaces de interaccionar con dicha protefna o en células goe no la expresan (89, 90).

La presencia de cadenas correctas de 82-m y cadena pesada de HLA-A2, no es condicitn

. suficienie para la normal expresidn del antigeno. Existen mutantes inducidos (LBL 721.174) que
sintetizan normalmente ambas moléculas, localizindose en et citoplasma la forma glicosilada de
la cadena pesada. Sin embargo, no se produce el procesamiento a la forma compleja del
carbohidrato, la asociacin con la 82-m, ni la fosforilacién de la cadena pesada (91). La anomalia
de estos mutantes se localiza en una gran delecidn en la regién de clase 11 (92). Andlogamente,
se ha detectado una linea tumoral de ratén (RMA-S) que presents un defecto similar en la
asociacién de las cadenas pesadas de clase [ y B2-microglobulina (93). La éldicidn del péptide M58-
68 de la proteina de la matriz del virus de la gripe, que es presentado por HLA-A2 a CTLs
especifizos, promueve la asociacion con la B2-microglobulina (94). Ello induce un cambio

. conformacionat derectable con el AcMo especifico MA2.1. el procesamiento a la forma glicosilada
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compleja y 1a expresidn en la superficie ¢elular. La adicién de péptidos que no son presentados
por HLA-AZ2, no tiene ningfin efacto sobre el procesamiento de la molécula. Este proceso puede
ser bloqueado por adicién de brefeldina, que impide la salida de protelnas del reticulo
endopldsmico al aparato de Golgi (41). Por tanto, la asociacidn trimolecufar entre la cadena
pesada, la B2-m y el péptido endégeno capaz de interaccionar especificamente con la melécula de
clase I, es un requerimiento previo para el correcto plegamiento y posterior maduracién y
expresién de la molécula.

Por tanto, esta Hnea celular es incapaz de proveer al antfgeno HLA-A2 con péptidos
procedentes del procesamiento de proteinas enddgenas, necesarios para la estabilizacién de la
interacci6n con {a B2-m (95). Recientemente se ha demostrado que la anomalia genética se debe
a la delecidn de un gen que mapea en la regidn de clase [ del MHC, entre los genes DN y DO
{96). Este gen codifica para una proteina relacionada con la familia de proteinas transportadoras
dependientes de ATP, que incluyen proteinas de multirresistencia a drogas y una seric de
proteinas transportadoras de péptidos y proteinas a través de membrana (96-99). Esta protefna,
denominada factor proveedor de péptidos, PSF, podrfa funcionar como bomba de péptidos
endégenos del citoso] 2l interior del reticulo endopldsmico, donde participarfan en el plegamiento
del antigeno de clase I. De hecho, la transfeccién del gen codificante, restablece la expresidn de
HLA-A2 en la citada linea celular (100). l

1.3 ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE HLA-A2.
~La determinacitn en 1987 por Bjorkman et al. (80} de Ia estructura cristalogrifica de HLA-
A2 mediante difraccién de rayos X, supuso un paso esencial en la comprensidn de las

caracterfsticas estructurales y funcionaies de este antigeno.

Su porci6n extracelular consiste en 2 pares de dominios estructuralmente simiares, al-a2 y
3-82-m, que forman una estructura proteica de 70 A de altura y 50x40 A de seccién transversal.
Los dominios al ¥ a2, situados en el extremo distal a la superficie celular, presentan el mismo
plegamiento terciario, mientras que el plegamiento del domino o3 ¢s anélogo al de la B2-m y al
de los dominios constantes de las Ig, situéndose cerca de la membrana celular (fig. 1.4.A).

Los dominios a1 y o2 consisten cada uno en una ldmina 8 con 4 cadenas § antiparalelas N-
terminales, seguida de una larga regién helicoidal (fig. 1.4.B). Esta consiste, en ol, en 2 hélices
« (aminodcidos 50-55 y 58-84) que forman un angulo de 1109, 1a mayor de las cuales est4 curvada.

El dominio o2 presenta 3 hélices o (aminodcidos 138-148, 151-173 y 177-181), la dltima de las
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cuales conecta los dominios a2 y a3, y Ias otras dos forman un dngulo de 1309 La hélice a larga
de este dominio estd unida mediante un puente disulfuro con la limina 8 (Cys 164-Cys 101) y se
encuentra doblada en el residuo 162, Estos 2 dominios se agrupan mediante un eje de simetria
binario, de forma que las 4 cadenas B de cada dominio forman una Gnica Idmina B de 8 cadenas
antiparalelas, coronada por las hélices o de cada dominio, separadas entre si unos 18 A en la zona
central, formando una especie de tenaza (fig. 1.4.C).

El dominio o3 y la B2-m presentan la estructura de sandwich B compuesto por 2 ldminas de
4y 3 cadenas B antiparalelas, tipica de los dominios constantes de las inmunoglobulinas (79). Sin
embargo, al conirario que éstos, que se relacionan entre s{ mediante un eje de simetria binario
interaccionando las 2 ldminas de 4 cadenas B, la 82-m y el dominio o3 se relacionan mediante
un eje de rotacidn de 146° y un desplazamiento de la B2-m hacia arriba sobre el eje de rotacidn,
de 13 A, De esta manera, [a B2-m interacciona también con Ia 1dmina B de los dominios al-a2,
de forma mas intensa incluso gue con a3, lo que explica su papel central en la estabilizacién del
plegamiento de los antigenos de clase I

La peculiar estructura de los dominios al-e2 conforma una oquedad en la parte mas alejada
de la membrana celular, de 25 A de longitud, 10 A de anchura y 11 A de profundidad, delimitada
en su base por la ldmina B y en los laterales por las hélices & de cada dominio y que constituye
el sitio de unién de péptidos (59). En ef andlisis cristzlografico se determind la existencia de una
nube de densidad electrdrica que no forma parte de la cadena peptidica de A2 y que no pudo ser
resuelta, lo que sugerfa la existencia de una mezcla de péptidos que son purificades y co-
cristalizados con la molécula de clase 1. La estructura primaria del antfgeno de clase I en el sitio
de unidn de péptidos, determinarfa tanta la conformacidn como la naturaleza del conjunto de
pépridos que pueden ser presentados, lo que proporciona la base fisica del fendmeno de
restriceidn antigénica. Las cadenas laterales de los residuos de las hélices o que apuntan hacia
arriba, interaccionarian directamente con el TCR, participando en el reconocimiento de los
antigenos de clase 1 por las células T.

El sitio de unién del antigeno muestra la existencia de una serie de cavidades donde pueden
alojarse las cadenas laterales de los péptidos antigénicos presentados (1G1). Estas determinan,
tanto par su forma, como por su distribucién de cargas, 1a especificidad de dichos péptidos. Se
observan 3 cavidades principales. en torno a las posiciones Metd5 (delimitada por los residuos Val
67, Val 34, Gly 26, Ala 24), Met 5y Leu 136, asf como [a existencia de un estrechamiento en la

hendidura motivade por la His 70 y Tyr 9 ¥ un surco prominente en la l4mina 8 formado por ka
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Arg 97 e His 114. Las cavidades de las posiciones 5 y 45 deben ser comu-nd., salvo pequehas
variaciones, a todos los antigenos HEA de clase 1y a los del locus A, respectivamente, pues estdn
delimitadas por residuos constantes o muy poco variables. La comparacion de la estructura
tridimensional con la de Aw68.1, que difiere en 10 residuos del sitio de unidn del antigeno,
muestra una total conservacidn de la conformacién general, imitdindose las desviaciones en las
cadenas laterales vecinas a los residuos de diferencia a 1/10 A {102). Sin embargo, existe una total
A alteracion en la forma y disitibucién de cargas en las cavidades del sitic. Ast, aunque en Aw68.1
se conserva la cavidad de la posicién 45, 12 boca de la cavidad estd alterada y se ha generado una
cavidad cercana en la Asn 63, ausente en HLA-A2. As{ mismo desaparece la cavidad Leu 156 par
-impedimentos estéricos del Trp 156. Existen 2 cavidades en torno al Asp 74 y la Tyr 118, que en
HIA-A2 no estdn accesibles debido a la presencia de Arg 97 e His 74 en la primers, y la Tyr 116
en la segunda. Es de resaltar que tanto la His 74 como la combinacién His 114-Tyr 116 son inicas
de HLA-A2, estando ausentes en los demds antigenos de clase I, por lo que, probablemente,
participardn de forma esencial en la seleccién del repertorio de péptidos que pueden ser

presentados.

1.4 DIVERSIDAD Y FUNCION DEL ANTIGENQ HLA-A2

1.4:1 Polfimorfismo natural.

La especificidad seroldgica HLA-A2 engloba un conjunto de antfgénos"mredmmmte
relacionadaes, denominados subtipos o variantes, que se diferencian en un mimero limitado (12
6) de residuos (103). El andlisis estructural, funcional y de distribucién en poblaciones de estos
subtipos, ha permitido profundizar en el conocimiento de los mecanismos operantes en la
generacién del polimorfismo, la importancia diferencial de las distintas zonas del sitio de unidn
del antfgeno en el reconocimiento por el TCR y en la interaccidn con péptidos antigénicos, la

naturaleza de los epfiopos seroldgicos de la molécula y la evolucidn de HLA-A2.

1.4.1.1 Definicién de subtipos. . .

La primera evidencia de la heterogeneidad de HLA-A2 la proporciond W. E. Biddison
analizando la respuesta de CTLs especificos de influenza restringidos por HLA-A2 en diversos
individuos (104). Comprobé cémo en un panel de 11 individuos A2". los PBLs de! individuo M7
infectados con ef virus no eran reconocidos por CTLs especificos (105), Reciprocamente. CTLs

antivirales restringidos por el antigeno HLA-A2 de M7 eran incapaces de reconocer los antigenos
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virales presentados por las moléculas HLA-A2 de los demds individuos. Generé entonces CTLs
alogénicos especificos de HLA-A2 frente a uno de los donantes, comprobando que tenfan el
mismo patrén: reconocian todos los individuos HLA-A2" excepto M7. A su vez, CTLs generados
por estimulacién con M7 s6lo eran capaces de reconocer PBLs de este individuo. Ademds, se
pudieron generar CTLs especificos de HLA-A2 en respuestz de M7 frente a estimulaciones con
otros individuos HLA-A2*. Asf pues, M7 presentaba un antfgeno HLA-A2 funcionalmente
diferente, tanto en reconocimiento alogénico como de restriccién. La extensidn de este estudio
a 27 individuos mas, detectd la existencia de otros 3 individuos (entre ellos DK1) que expresaban
antigenos HLA-A2 diferenciables funcionalmente tanto de M7 como del antigeno normal (106).
Esta heterogeneidad funcional sé correlacioné con diferencias bioquimicas ¢n el punto isoeléctrico,
siendo el antigeno HLA-A2 de M7 una unidad de carga mas bésico que el normal y el de DK1
una unidad mas dcido.

El estudio sistem4tico de un panel mas amplio confirmé la heterogencidad detectada. Asi,
se definieron 3 subtipos, unoc mayoritario presente en e! 90% de los individuos analizados,
denominado A2.a, y otros 2 minoritarios, AZb y A2.c (107). Los subtipos A2a y A2b eran
reconocidos especificamente por CTLs alogénicos dirigidos frente a cada uno de ellos, pero A2.c
no era reconocido por ninguna de estas lneas, ni era capaz de estimular Ja generacién de CTLs
especificos al enfrentarlos con células de los otros subtipos. El andlisis por IEF confirmé que los
individuos del subtipo A2b presentaban un antigeno -HLA-A2 una unidad de carga mas bésico
que el subtipo mayoritario, mientras que A2.c era hetérogéneo, con individuos que expresaban un
antigeno HLA-A2 una unidad de carga mas 4cido e individuos con un antfgeno indistinguible del
subtipe A2.2 (108). Se definieron as{ 4 subtipes denominados A2.Y, A22, A23 y A24, con una
frecuencia relativa en la poblacién analizada del 90%, 5%, 2% y 3% respectivamente. Ademds,
en ¢l transcurso de estos andlisis se detectd un individuo (OZB) que expresaba un antigeno
funcionalmente correspondiente al subtipo A2.1, pero con un pl idéntico a A2.3 (109).

Lineas de CTLs alogénicos especificos del subtipo A2.4 se generaron mediante estimulacidn
con células A2.4" de PBLs de individuos HLA-A2', y que compartian ¢l resto de los antigenos de
clase I. La reactividad de estas lineas mostraba la completa heterogeneidad de este subtipa, de
tal forma que todos los individuos A2.4* (CLA, KNE, KLO y SCHU) eran diferencialmente
recopocidos por el conjunto de las lineas {109).

Mediante el uso de CTLs especificos de influenza restringidos por HLA-A2.2, se comprobé

que este subtipo era heterogéneo, existientdo 2 grupos (A2.2Y v A2.2F) representados por los



individuos M7 y WT49 (110).

E! uso de anticuerpos monocionales especificos de HLA-A2 ha permitido también detectar
variantes (A2-LEE, A23-DW Y A23-KC), si bien sélo una de ellas (A2-LEE) fue
inequivocamente definida (111).

Finalmente, los 2 {ltimos subtipos detectados hasta el momento, lo fueron medianie [EF

durante &l X Workshop de Histocompatibilidad. Uno de ellos, representado por &l individuo
‘ RML, era una unidad de arga mas 4cido que A2.1, pero con un pl ligeramente mas 4cido que
A2.3. El otro subtipo, encontrado Gnicamente en e] individuo KIME, presentz un pi 2 unidades

de carga mas 4cido que A2.1 (112).

1.4.1.2 Caracterizacidn de los subtipes.
Desde la primera definicién de la hetercgeneidad de HLA-A2, diverses laboratorios han
trabajado en Ja caracterizacion estructural de los subtipes definidos. En la tabla II se resumen

los datos obtenidos hasta el presente, satvo los presentados en esta tesis.

TABLA IL. Subtipos de HLA-A2

Denominacidn
Clésica Nueva' Residuos variables” Origen  Ref.
9 43 66 95 99 107 149152 156

A2.1 A1 F Q K VY WA VL IY, LCL721 74, 86, 113
A22F AM202 - R - L - - - = W M7 14, 115
A23 AM203 - - - - - - T E W DK1 115, 116, 117
A2.2Y AYM205 YR - L - - - - W WwT49, AM 117
A24a AQ206 Y - - - - - - - = CLA, T7527 118 119

. A24b AT0207 - - - - C - - - = KNE 120
A2.4c A*0208 YR NL - - - - W KLO 121
A2-LEE A*02I0 Y - - - F G - - = XLI-ND 122

a) Normvenclatura adeptada en el 10° "Workshop” de Histocompatibilidad (145).
b} Posiciones en las que se han encontrado diferencias entre los distintos subtipos de HLA-A2,
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Se observa, como caracteristica fundamental, que todos los subtipos difieren en un reducido

nimero de aminodcidos (1-6), que se sitdan en 3 tipos de localizaciones de los dominios al y a2:
- residuos en el sitio de uni6n del antigeno que apuntan hacia el interior dei sitio y que, por
tanto, podrian interaccionar con el péptido:; 9, 66, 95, 99, 152, 156.

- residuos en el sitio de unidn del antigeno que apuntan hacia arriba de la o hélice y que
supuestamente interaccionarian principalmente con ¢l TCR: 149,

- residuos fuera del sitio que, presumniblemente, no influyen directamente en el
reconocimiento por CTLs v que van acompafiados de otros cambios en uno de los sitios
anteriores: 43 y 107.

Las implicaciones funcionales y evolutivas de estos datos serdn analizadas en la discusién

de la presente tesis.

1.4.2 Epitopos serolégicos.

La caracterizacion de los determinantes serolégicos reconocidos en HLA-A2 ha constituido
un continuo objetivo de estudio desde su descubrimiento. Dado que la especificidad serolégica
viene determinada por una combinacién particular de residuos polimdrficos, se intentd
correlacionar la secuencia proteica con los posibles determinantes reconocides, mediante la
comparacién de la secuencia de A2 con la de otros antigenos, especialmente con la de aquellos
mas relacionados seroldgicamente, como A28. En estos primeros andlisis, la localizacidn de zonas
de alta variabilidad en las regiones 60-80 y 105-116 y 177-194, sugirié que estas regiones
soportarfan los determinantes antigénicos reconocidos serolégicamente (76). En cualquier caso,
desde estos primeros estudios resultd evidente que la contribucidn 2 la aloantigenicidad vendria
determinada por diversas regiones de la molécula, si bien alguna de ellas serian de importancia
mas primordial. La comparacién de un nimerc mucho mayor de secuencias y la aplicacién de
algoritmos para la localizacién de determinantes antigénicos basados en la naturaleza, variabilidad
y estructura secundaria de las distintas posiciones no han contribuido de manera decisiva a ia
resolucién de este objetivo, debido a la complejidad de los epftopos que configuran una

especificidad serolégica.

1.4.2.1 Caracterizacidn de epitopos reconocidos por anticuerpos monoclonales.
La abtencidn de AcMo por inmunizacidn de ratones con células que expresan HLA-A2 ha

permitido la localizacidn de alguno de sus epftopos seroldgicos. Especialmente Gtiles han sido
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aquellos AcMo especificos de A2 que reconocen a la vez otro ‘ antigeno, -pncsto que ia
comparacidn de la secuencia primaria de ambos alelos con [a del resto de antigenos conocik:'i;m;
permite la localizacién de residuos especificos que potencialmente pueden’ formar. pamrie
fundamental del epitopo reconocido (62). Asf, el determinante A2/AwGS defmnido por los Actidio
BB7.2, MA2.2 y PA2.1 debe tener como residuo crftico el W,p, pues es el {inico residuo camnim
a ambos antigenos y diferente dei resto (123). E! determinante A2/Aw68/Aw69, definido-por 48,
A2A28M1 ¥ CR11°351, debie localizarse en la region 142-145, que presenta la secuencia TTRCH,
siendo los residuos Thr,.; ¥ His,, exclusivos de estos antigenos (124). El determinante A2/ 8517
definide por MAZ2.1 debe situarse en 1o a Ia G, Gnica 2 estos antigenos (125). Los wunuro
residuos sefialados se encuentran en posiciones de los dominios ol y o2 con las cadenas latersites
dirigidas hacia el exterior del sitio de uniz.ﬁn del antigeno y, por tanto, accesibles a la interaceiin
con anticuerpos, lo que refuerza fa asignacion realizada.

El estudio de la interaccién de los monoclonales descritos con mutantes de A2 obtenigivs
mediante mutagénesis dirigida ha confirmado la asignacién propuesta. Asi, PA2.1, MA2.2 y BEIZ2
no reconocen el mutante A2M(107) que presenta Gly en la posicién 107, ni con el subtipo A=IZZT0
que presenta esa misma sustitucién (126, 111). MA2.1 no reconoce mutantes con cambios em'lns
posiciones 62, 65 ni 66, por lo que esta regién de ta o hélice de al participz en el epitame
reconocido por MA2.1 y compartido por B17. Por su parte, en el andlisis de la rdséthfidaql?dﬂ
determinante A2/Aw68/Aw69 se comprob que el subtipo A%0203; con cambics Gnicamenteszn.
ias posiciones 149, 152 y 156, no era reconocido por los monoclonales CR11-351 ni A2AZIBWII
(127). Mediante mutagénesis dirigida se comprobd que Gnicamente el cambio del residua: 49
alteraba e} epilopo, asi como cambios no conservativos en 1a 152 (2128). Por tanto, este c%;im;po
se localiza en una regién de la o hélice de a2 que incluye los residuos expuestos en ¢l segmemto
149-152.

El estudio de estos mutantes, ha permitido localizar las regiones que participan em jins
epftopos reconacidos par otros AcMo. Asi. por ejemplo, los residuos Ry, y Ny, s0n esenciales T
el reconocimiente por 1082C5, monoclonal especifico del locus A, lo que sugiere que una marte
de los determinantes publicos con especificidad de locus, se localizan en Ja o hélice de al (1279).

Por Gltimo. el anélisis de mutantes inducidos seleccionados por su falta de reactividad:xon
PA2.1y BB7.2, localizé Ia mutacidn responsable en el'segmento 98-108 en dos de los mutamtes
(130}, ¥ en la posicidn 161 (131}, muy cercana espacialmente a la 107, en el tercero, reforzundo

la localizacion va definida y confirmando que los determinantes antigénicos estn formados. por
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epitopes conformacionales, que pueden ser discontinuos en la secuencia lineal.

Por tanto, la mayoria de los determinantes seroldgicos parecen localizarse en regiones
limitadas de la molécula, accesibles al medio externo, en uno de ios dominios al o o2, si bien
alteraciones sustanciales en el otro dominic (exon shufling) pueden alterar dichos determinantes
(132).

1.4.2.2 Mimetismo con péptidos sintéticos,

Otra aproximacién experimental al estudio de la antigenicidad de HLA-A2 ha sido la
bisqueda de péptides derivados de su estructura primaria, capaces de generar anticuerpos
especificos y que eventualmente reconocieran el antigeno native. Aungue la mayorfa de los
anticuerpos reconocen epfiopos conformacionales en regiones que pueden ser discontinuas en la
secuencia lineal y a pesar de que Ja conformacién del péptido en solucién puede ser muy diferente
de la presenie en la molécula nativa se han logrado obtener antisueros especificos de péptidos
derivados de la secuenciz de A2. Antisueros generados frente al péptido 56-6%, reconocen
especificamente los antigenos HLA-A2 y HLA-B17 desnawralizados, pero no las moléculas
natjvas (133). Por su parte, el péptido 56-69 es capaz de inhibir Ia interaccién de MA2.1 con HLA-
A2. Por tanto, esta aproximacién experimental permite confirmar que esta regién presenta un
epitopo especifico de A2/B17 comdn a ambos antigenos, tante en su esiructura naliva, como
despaturalizada, si bien el epftopo reconocido depende de la conformacién que adopte el

antigeno.

1.4.3. Reconodmiento por CTLs.

1.4.3.1 Epitepos conformacionales,

Tanto los CTLs alogénicos como los especificos de antfgenos restringidos por la malécula
de clase [ reconocen en ésta epil;pos conformacionales complejos en los que intervienen
fundamentalmente los dos dominios a1 y a2 que conforman el sitio de unidn del antigeno. Un
ejemplo claro lo proporciona la reactividad dej antigeno HLA-Aw6Y. Este presenta ef dominio a1
de Aw68.1 y los dominios a2 y o3 de HLA-A2 (71). Por ser una molécula hibrida natural retiene
la funcionalidad propia de estos antigenos, sin alteraciones artificiales que puedan modificar la
conformacién global de la molécula. Asf, se ha comprobado cémo tan sélo el 15% de los clonos
de CTLs generados frente a HLA-A2, Aw68.1 o Aw69 presentan un patrén de reactividad

compatible con el reconocimiento de un epitopo en uno sélo de Jos dominios (la reactividad
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cruzada frente a HLA-A2 ¥ Aw69 podria indicar el reconocimiento de o2 y la reactividad frente
2 HLA-AWGB.1 y AwE9 el de al), si bien es claro, que 1a similitud de los antigenos estudiades ne
excluye la probable participacién del otro dominio en la formacién de los epitopos reconocidos
(134). Especiaimente significativa es ]a presencia de determinantes comunes a las moléculas HEA-
A2 v AwGB.1, ausenies e.n el hibrido Aw69. La misma situacidn ha sido descrita en respuestas

restringidas. al analizar el reconocimiento por CTLs especificos del virus de Epstein-Barr (135).

1.43.2 Mapeo de epitopos celulares,

El anilisis de la impertancia de distintas regiones de la molécula en el reconocimienta por
las células T se ha beneficiado del empleo de subtipos caracterizados estructuralmente. Se pueden
abtener las siguientes conclusiones generales acerca de la naturaleza de los‘ epitapos reconacidos:

- La integridad estructural de los dominios a1y 2 es esencial para el reconocimiento. pues
alteraciones en coalguiera de los dos dominios modifican la interaccién con ef TCR. Por wanto,
los determinantes aloantigénicos y de restriccién de HLA-AZ2 estin formados por los dos dominios
aly a2 que conforman el sitio de unidn del antigeno. Asi se ha visto, que la mayorfa de los CTLs
especificos de A*0201 no reconocen A*0203, con cambios localizados exclusivamente en ol. nt
otros antigenos de los subgrupos A2.4 y A2.2 con cambios en al (108, 109).

- Los epitopos reconacidos por las células T son sensibles a cambios dnicas en ia estructura
primaria. 1o que subraya la alta especificidad de la interacci6n del TCR con la molécula de clase
L Eilo ha quedado demostrado en la falta de reconocimiento de los subtipos A*0206 y A*0207
{posiciones 9 v 99} por CTLs especificos de A*0201 y de A*0205 y A*0208 (posiciones 9y 66} por
CTLs anti-A*0202 (109, 110, 119, 136-138).

- La integridad del segmento 149-156 de HLA-A2 es crucial para su reconocimiento. Asi,
fa mayoria de los clones de CTLs y de las lineas policlonales dirigidos frente 2 A*(201 no
reconocen al subtipo A®0203, con cambios en las posiciones 149, 152 y 156 (108).

- Tanto los CTLs alogénicos como los restringidos son altamente sensibles a cambios en
posiciones del sitio de unidn del antigeno no accesibles al TCR y que presumiblemente
interaccionan con los péptidos alojados en el sitio, alterando su capacidad de presentacitn, como
en los subtipos A*0206 y A*0207 (posicienes 9 y 99) (109, 110, 119, 136-138). Esto sugiere que
tanto en el reconocimiento alogénico como en el restringido, es esencial [a interaccién con los
péptidus enddgenos presentados por HLA-A2 y por tanto ambas reactividades compartirfan

similares bases estructurales.



25

Una mayor precision en la definicién del papel de las distintas posiciones en el
reconocimiento por las células T, se ha logrado mediante mutantes que presentan cambios Gnicos
respecto de A*0201, obtenidos por mutagénesis dirigida o mutagénesis de saturacién. Como
resumen de los datos obtenidos en este tipo de estudios, aplicables tanto al reconocimiento
alogénico como al restringido, podemos concluir:

- La posici6n 152 juega un papel esencial en el reconocimiento, puesto gue su alteracidn
provoca 1a falta de reconocimiento p-or una gran mayoria de los CTLs analizados (128, 137, 13-
141).

- La posicién 156 juega un papel importante, pero mucho menor que la 152, estando, en
general, asociado su no reconocimiento con el de esta posicidn (142).

- La posici6n 149, alterada individualmente, no afecta a ninguno de los dlones analizados
y séilo juega un cierto papel en la formacidn o alteracién de epltopos en conjuncién con cambios
en la posicién 152.

- Los aminodcidos 62-63 son importantes para una serie de clones estudiados, si bien dada
Ia importante alteracidn en la naturaleza de los aminodcidos cambiados, Gly, a Arg,, no es
posible adscribir directamente el efecto observado a estas posiciones. La posicién 66 también
altera el reconocimiento de una fraccidn importante de CTLs (138, 143).

- Los cambios en las posiciones 43 y 107, situadas fuera del sitio de unidn del antigeno, no
alteran el reconocimiento de ninguno de los clones especificos de A*0201 (119, 143): Tan sdlo la
combinacién de cambios en Ja posicién 43 con cambios en las posiciones 152 § 156 puede alterar
dicho reconocimiento, lo que sugiere una minima contribucidn de la posicién 43 a la integridad
estructural de algunos epftopos (143).

- Todos los cambios en las posiciones polimérficas del sitio de unidn a péptido analizadas,
alteran el alorreconocimiento por algunc de los clones estudiados, lo que demuestra la importancia

del polimorfistno de los antfgenos de clase |, as{ coma la gran diversidad de la respuesta de CTLs.

1.433 Participacién de péptidos endégenos en el reconocimiento slogénico.

El reconocimiento restringido de antigenos extrafios en el contexto de las moléculas de clase
I tiene su base en el procesamiento de las proteinas sintetizadas endbgenamente y la
correspondiente presentacion de fos péptidos antigénicos derivados de este procesamiento (35).
Andlogamente, se ha especulado sobre la naturaleza del reconocimiento alogénico y la posibiiidad

de que participen los péptidos enddgenos unidos constitutivamente (144). Distintas lineas de
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evidencia sugieren esta posibilidad. Asi, hemos visto ¢cdmo cambios Unicos en localizaciones del
sitio de unién al antigeno sdlo accesibles a los péptidos presentados, alteran ambos tipos de
reconocimiente. As{ mismo, la frecuente reaccidn cruzada que presentan CTLs restringidos
especificos de antigenos con antigenos de clase I alogénicos, sugiere la participacion de péptidos
enddgenos en la formacidn de complejos péptido endégenc-aloantigeno que mimetizan el
complejo péptido antigénico-antigeno de clase I propio (145, 146). Evidencias adicionales como
la dependencia de la especi'ﬁcidad del reconocimiento aloantigénico de dos genes distintos de
HLA (147-149). el correconocimiento de dos antfgenos de clase [ distintos {150, 151), la
dependencia de la especificidad del reconocimiento con el tipo celular (152-154), o la influencia
de péptidos endégenos afiadidos a las ¢élulas diana en la aloespecificidad (155-157), sugieren el
reconocimiento por parte de los TCR aloespecificos del complejo antigeno de clase I-péptido
endééeno. Asf el reconocimiento alogénico seria en realidad un reconocimiento alorrestringido.

Sin embargo. el hecho de que lineas celulares mutantes incapaces de procesar zntigenos
sintetizadas endégenamente sean resistentes a la lisis por CTLs restringidos, pero no por CTLs
alogénicos, sugiere la posibilidad del reconocimiento de la molécula de clase I sin la participacién
de péptidos enddgenos por CTLs alogénicos (158).

Los datos sobre el papel de los péptidos enddgenos en el reconacimiento aloespecifico. de
HLA-A2 también son contradictorios. La implicacién de péplidos endégenos en ef reconocimiento i
zlogénico es sugerida por los modelos de ratones transgénicos con el gen de A"EROL que.son--
capaces de generar CTLs frente a célelas humanas A*0201° ¢on la misma frecuencia que ratones
normales, no respondiendo frente a inmunizaciones con c€lulas murinas transfectadas con este gen
(159, 160). Ademds. la estimulacidn de ratones normales con células de los transgénicos, generan
dos poblaciones distintas de CTLs: una gue reconoce especificamente el antigeno A*(201
expresado en células murinas y otra que reconoce células tanto humanas come de ratén que
expresan dicho antfgeno (161). Otra evidencia en este sentido proviene de la inhibicidn especifica
del reconocimiente por CTLs especificos de A*0201 por- los péptidos 98-113 y 94-112 de su
secuencia, sugiriendo gue los CTLs analizados reconocen especificamente un fraginento de la
molécula de A2. que podria ser presentado por este mismo antigeno (162). El péptido 56-69, por
su parte, es capaz de inhibir la lisis de un clon especifico de HLA-A2 y B17, que, como hemos
visto, comparien un epitopo seroldgico en esta regién. Ademds, la incubaciSn con este péptido de
dianas AwG9". sensibiliza dichas dianas haciéndolas susceptibles a la Lisis por dicho don, lo que

sugiere e} reconocimiento conjunto del péptido v la molécula de HLA (163). Como evidencia en
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contra de la participacidn de péptidos endégenos en ef reconocimiento alogénico, se ha
comprobado que CTLs especificos de HLA-AZ2 reconocen este antigeno reconstituido en ausencia
de péptidos a partir de la cadena pesada y la B2m, obtenidas por desnaturalizacién de la molécula
nativa y pasterior filiracién en gel, lo que sugiere el reconocimiento de la molécuia HLA-AZ vacia

¥ la no participacidn de péptidos endégenos unidos en el alorreconocimiento (164).

1.4.3.4 Papel de Ia interaccién CD8-ad,

La molécula de CD8 presente en la superficie de los linfocitos T especificos de antigenos
de clase I, interacciona con éstos formando, probablemente, un complejo trimolecular TCR-
antigeno de clase-CDB que aumenta la avidez de la interaccién TCR-antigeno de clase 1. Asi,
clonos de CTLs de baja avidez, requieren la participacién de la molécula de CD8 para e}
reconocimiento, que ¢s inhibido por AcMo especificos de CDS8, mientras que CTLs de alta
afinidad no requieren [a formacidn del complejo trimolecular y no son inhibides por dichos AcMo
(25).

El sitio de unidn de CD8 en los anifgenos de clase I se localiza en el dominio 3. Se ha
comprobado que cambics en las posiciones 245 (Aw68.1 y Aw68.2) (posicion central de la cadena
B5 de a3) y en la posicidn 227 afectan severamente la interaccién con CD8 (165). Tres regiones
participan, de manera diferente, en esta interaccién. El segmento 223-229 que forma un giro entre
las cadenas B3 y B4, con un agrupamiento conservado de residuos dcidos, es critico e interacciona
directamente con CDB8. Las posiciones 245 y 247 participarian, probablemente, por el efecto
indirecto que en la conformacién de este giro (posiciones 227 y 228) tienen sustituciones de
aminodcido con grandes cadenas laterales. Las posiciones 233-235 parecen contactar directamente
con CD8, pero su efecto en la inleracciin es mas limitado.

La interzccion entre o3 y CD8 juega un papel esencial en la generacidn de respuesta de
CTLs. Desde los primeros estudios de reconocimiento de células transfectadas, se habla sugerido
la existencia de barreras entre especies que dificultaban el reconocimiento por CTLs especificos
del antfgeno transfectado (166). Posteriormente se comprobdé cémo la interaccién entre CDS y
al es necesaria para el reconocimiento de una fraccidn de CTLs y se sugirié la ausencia de
interaccién entre el CD8 murino ¥ los dominios a3 humanos (167). Elio explicarfa, ademdés, la
dificultad de abtencién de respuestas xenogénicas { 168} o de utilizacidn del antigeno A*0201 coma
elemento de restriccin en ratones transgénicos (161, 169).

Se ha determinado que el intercambio del dominio a3 de A*0201 por el del antigeno murino
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K" aumen:a en 5-10 veces fa capacidad de reconocimiento por CTLs aloespecificos de A*0201
dependientes de CD8 (170, 171). Mas atin, la introduccién del dominio o3 murino permite obtener
respuestas xenogénicas mediame estimulacitn in vitro, como ocurre con ta ra_puesu alogénica,
Por su parte. la introduccién del dominio 3 de HLA-A2 en K', disminuye en 7-15 veces la
respuesta alogénica obtenida in vivo, independientemente del repertorio de CTLs del individuo.
La interaceién CD8~a3 influye esencialmente en la estimulacién primaria de la respuesta de CTLs,
pero apenas inlerviene en las reestimulaciones sucesivas, una vez activada la poblacién policlonal
de CTLs especificos CD8” dirigidos frente a [os determinantes formados por los dominios al-
a2, sj bien, es probable la desaparicién de aquellas especificidades de mas baja afinidad, que no
pueden ser reestimuladas. Por tanto, el papel critico de CD8 en la generacién de respt_se;r.as de
CTLs es distinte al de moléculas accesorias que aumentan la avidez general de la interacridn

celuiar, independientemente de la especificidad del reconccimiento (172).

144, Interaccitn HLA-A2-péptidns.

La capacidad presentadora de péptidos antigénicos de HLA-A2 ha sido analizada desde
miltiples perspectivas, Las primeras aproximaciones experimentales, consistentes en la incubacién
de células dianas A2™ con péptidos derivados de la secuencia de proteinas antigénicas reconocidas
por CTLs especificos, permitid la definicién de una seric de epitopos reconocidos en distintas
respucstas antivirales (112. 173, 174Y). Ello posibilité e} andlisis funcional de las posiciones de
HLA-A2 que participan en la interaccion, si bien, es diffcil distinguir si la influencia ejercida es
debido 2 la inczpacidad de presentacién del péptido antigénico o a la influencia del cambio en el
reconocimiento de dicho péptide por el TCR. Asl, el andlisis de los cambios detectados en el
subtipo A*0203 con clones que reconocen el péptido 55-73 (57-68) de la matriz del virus de la
gripe. mediante el uso de mutantes tnicos en esas posiciones, determiné que los m.utantﬁ con
cambios en las posiciones 152 (V-->E o V-->A), 156 y 149-156, no eran reconocidos en presencia
del péptide por 24 de los 25 clonos, pero si el mutante de la posicidn 149 (141). El otro clon
estudiado reconecia dicho péptido presentado por los mutanies 152 (V-->A) y 156, Jo que sugiere
que esios cambios v €l de la posicién 149 no anulan la capacidad de unién del péptido, pero
alteran, por tanto. su reconoctmiento (posiciones 152 y 156). La cinética de presentacidn por el
mutante 149 era distinta a [a de los otros mutantes, por lo que si bien el cambio en esta posicidn
no impide la preseniacién, si participa, en alguna medida, en la interaccién con el péptido.

La interaccion entre péptido y HLA-A2 ha sido también analizada mediante el uso de
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péptidos anslogos al reconocido con cambios en las distintas posiciones, estudidndose su capacidad
de reconocimiento por los CTLs especificos y la inhibicidn de la respuesta frente al epftopo
natural Se determiné que el 55% de las sustituciones en los B residuas centrales del péptido 57-
68 eliminaban ¢} reconocimiento y que tan silo el 14% de los cambios no influfan
significativamente {175). Cambics en tres de las posiciones centrales, aunque aliersban la
capacidad de reconocimiento, no alteraban Ia capacidad inhibitoria del anslogo en cnsayos de
competicién, y por tanto estas tres i)osiciones interaccionarfan con el TCR y no con HLA-A2.
Otras tres posiciones si participarian ¢n la interaccion con A2, pues su sustitucion impedia la
inhibicién por el andlogo. El estudio de la inhibicién del reconocimiento por une serie de péptidos
no relacionados, mostré que el 25% de ellos podia inhibir el reconocimiento restringido por
A®0201 y por tanto, unirse a este antigeno (176). Un estudio similar de! reconocimiento del
péptido 335-350 de la nucleoprotemna del virus de la influenza restringido por HLA-B37 determing
que hasta un 40% de los péptidos podfan inhibir dicho reconocimiento y, por tanto, ser
presentados por B37 (177). Ninguno de los péptidos inhibia en ambos s:stcmas. lo que suger[a que
ambos antigencs presentan conjuntos diferentes de péptidos. Sin embargo, estos datos de
capacidad de presentacidn de tan amplia variedad de péptidos hay que tomarfos con cautela, pues
los ensayos de inhibicitn se realizan a una concentracitn de péptido competidor hasta 1000 veces
superior al péptido sensibilizante (ct;noemraciones 500 uM). Ena‘posibiﬁdad de presentacién en
condiciones no fisialégicas. probablemente no refleje la posibilidad real de presentacion de
péplidus cnddgcnos, que pueden semsibilizar células diana 8 concentraciones picomolares-
nanomolares (178). ’ -

Otra forma de estudio de la interacci6n ha sido mediante easayos de uni6n directa. La
incubacién de péptidos del virus de la gripe reconocidos par CTLs restringidos por-A*0201, con -
una preparacién purificada de este alelo y le posterior cuantificacién de los complejos formados
mediante filtracién en gel, demuestra que menos del 0.3% de las moléculas de HLA-A2 pueden
unir péptido, mostrando cada péptido cierta especificidad de unién (179).

La ¢hima aproximacion al estudio de la interaccidn péptidos enddgenos-antigenos de clase
1, ha sido e} sislamiento de los péptidos unidos a las moléculas de clase I expresadas en la
superficie celular. El conjunto de péptidos eluidos es distinto en cada antigeno, siendo limitado
el nomero de péptidos mayoritarios (180). La secuenciacién del material pepifdico eluido de
HLA-A2 demuestra que este antigeno presenta nonapéptidos con motivos estructurales especificos

(181). Asi, en el extremo C-terminal existe Val como amino4cido dominante aunque se detecta
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también Leu en mucha menor proporcidn. En el segundo residuo se detecta Unicamente la
presencia de Leu como aminoicido domi;nante y Met. En los residuos 6 y 8 el conjunto de
péptidos presentan mayoritariamente Val y Lys respectivamente, con menores proporciones de
otros aminoécidos. En cambio, las posiciones 1, 3 y 5 no reflejan restriccién zlguna en los residuos
que pueden presentar los péptides unidos a AT0201. Estas caracteristicas esiructurales de los
péptidos presentados son especificas de cada antigeno y se correlacionan con la estructura (nica

del sitio del unidn del péptido, de la que es la conirapanida complementaria,
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2- OBJETIVOS.

Los objetivos generales de la presente tesis han sido el estudio del polimorfismo del
antigeno HLA-A2, sus mecanismos de generacion. las bases estructurales que determinan su
seleccitn y el reconocimiento alogénico por CTLs especificos.

Las aproximaciohes experimentales seguidas han sido:

1- Caracterizacién estructural de subtipos no definidos funcionalmente, lo que permite
analizar las caracteristicas de} polimorfismo, sin sesgo debido a un criterio funcional de detecei6n.
Se han caracterizado los subtipos A"0204, A®0209 y A*021], bien mediante mapeo peptidico
comparativo con el antfgeno A*0201 y posterior secuenciacidn radioquimica de los péptidos de
diferencia. o bien mediante secuenciacién del cDNA codificante obtenido mediante amplificacién
por PCR. Este tipo de anilisis permite determinar los mecanismos que operan en la
diversificacién del antigeno HLA-AZ2, las bases estructurales que determinan la selec_cidn del
polimorfismo generado y la influencia de nuevas posiciones polimdrficas en la funcionalidad del
antigeno.

2- Caracterizacién de los antigenos HLA-AZ2 expresados por células diana reconocidas
diferéncialmente por CTLs alogénicos especificos que presentan reaccidn cruzada emrre los
subtipos A*0201, A*0206 y A*0207. El znilisis se ha realizado mediante mapeo peptidice
comparative con antigenos HLA-AZ de secuencia conocida y mediante secuen;:iacidn del eDNA
obtenido por PCR. Se han caracterizado asi los antigenos A2.1 expresados por las lineas ARC
y ESST y el antigeno A2.4 expresado por la linea SCHU. Este tipo de aproximacidn permite
apalizar las bases moleculares del reconocimiento alogénico mediante la comparacidn de las

secuencias de los antigenos diferencialmente reconocidos.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 CULTIVOS CELULARES.

3.1.1 Lineas celulares.

Los estudios desarrollados en la presente tesis han tenido como fuente de material tanto
proteico como de cDNA codificante de los antigenos HLA de clase I, lineas linfobldsticas
obtenidas por transformacidn de linfocitos B de sangre periférica con el virus de Epstein-Barr,
Esias lineas presentan una densidad de antigeno en la superficie celular 35-50 veces superior a
los linfocitos normales, constituyende el 0.5% del total de las proteinas de membrana (182). Esta
caracterfstica. junto con su permanente disponibiiidad y facilidad ‘de cultiva, las convierten en
excelentes fuentes de material.

Las tineas wiilizadas han sido las siguientes:

- JY (HLA-A™(201, B7, DR4,W6)

- OZB (HLA-A*(209, 3. B16, 35)

- CLA (HLA-A™0206, 31, B8, 35)

- ESST (HLA-A2.1, BS, Cw2, w4, DR4. 7Y

- ARC (HLA-A2.1, 1, BT, 8, Cw6, DR1, 4)

- SCHU (HLA-A24, 31, BS, 12, Cwl, w5, DRS, w6)

- RML (HLA-A*0204, BS)

- KIME (HLA-A®0211, 32; Bw32, wbl; Cws)

Estas lineas son cultivadas en medic RPMI 1640 suplementado con un 10% de suero bovine
fetal o suero de caballo. 2 mM de L-Glutamina. 50 TU/ml de penicilina y 50 pg/mi de
estreptomicina (todos los reactivos de Flow Laboratories). Se mantienen a una concentracién de

200.000-700.000 células/ml a 37%C en atmdsfera al 3% en CO,.

1.1.2 Congelacidn y descongelacion de lineas celulares.

Para su congelacidn, 1-5 10° células se concentran en 200-500 yl de medio de cultivo. A
contjnuacién, se afiade gola a gota, con agitacién continua, unza cantidad igual de medio de
congelacién manienido a 4%C, compuesto por:

- 406z RPMI 1640

- 40% Suero lernera feral
- 20% DMSO

+ 25 TU/ml de penicilina
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- 25 ug/ml de estreptomicina
Inmediatamente se introducen a -70°C y se mantienen durante 24 k., al cabo de las cuales
se guardan en contenedores de nitrégeno liquido.
Para descongelar estas lineas, se descongela ef vial en bafio a 37°C y se afiade, gota a gota,
igual cantidad de medio de cultivo. El contenida del vial se deposita en un tubo que contiene 10
mi de medio de cultivo y s& centrifuga 5 min a 400 g Tras dos lavades sucesivos en las mismas
condiciones, las células estdn listas para su cultivo.

32 REACTIVOS PARA INMUNOPRECIPITACION.

El aislamiento y purificacién del antigeno HLA-A2 se hizo por immunoprecipitacién, con
diversos reactivos:

- Suero normal de conejo (SNC) que permite la inmunoprecipitacidn de las sustancias que
se unen inespecificamente a Jos anticuerpos.

- Suspensién de Staphilococus Aureus de la cepa Cowan [ (SACI, protefna A) que contiene
proteina A expresada en la pared bacteriana y que une especificamente las subclases 1gG2a y
igG2b de rat6n y todas las Ig de conejo, o que permite precipitar los anticuerpos usados (183).

- Anticuerpo monoclonal de ratén PA2.1 que reconoce un epitopo comtn de HLA-A2 y
AwS9, lo que permite su aislamiento selectivo. Pertenece a la subclase IgG1, que nose une 2 la
proteina A (184).

- Suero de conejo anticadena pesada de HLA desnaturalizada (anti-H) que permite el
aislamiento de la cadena pesada de HLA-A2 tras su desnaturalizacién (88).

3.2.1 Anticuerpo monoclonal PA2 1

3.2.1.1 Obtencidn del AcMo PA21

El hibridoma productor del AcMo se cultiva de forma andiloga a las lineas linfobldsticas.
Eli anticuerpo se obtiene inyectando intraperitonealmente 2-4 millanes de células del hibridoma
suspendidas en 0.5 ml de solucién de Earle (Flow Laboratories), en ratones Baib/c que han
recibido una inysccién intraperitoneal de 0.5 mi de pristanc una sermanz antes. El aumento del
tamafio del peritoneo indica ¢l desarrollo det wmor y por ello, ¢l momento adecuado para
proceder a la extraccién de la ascitis que contiene el anticuerpo, tipicamente tras 2-3 semanas de
incubacidn, Se centrifuga la ascitis obtenida a 300 g para eliminar células presentes en el liguido

¥y sustancias prasas. guardéndose a -809C para su conservacién y posterior utilizacidn,
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3.2.1.2 Acoplamiento de PA2.1 a Sepharosa.

El AcMo PA2.1, por ser de la subclase IgG1l, no se une a proteina A, por lo cual es
necesario acoplarlo a sepharosa para las inmunoprecipitaciones. Para cllo se procede a la
precipitacidn del anticuerpa de lz ascitis con un volumen igual de sulfato amdnico al 33% de
saturacidn, incubando durante 45 min a 37%C y centrifugando durante 20 min a 2500 g El
precipitado, que contiene la fraccidn de y-giobulinas, se resuspende ¢n sulfato aménico y se vuelve
a centrifugar.

Se disuelve el precipitado obtenide en tampén bicarbonato sddice 0.1 M, pH 8, NaCl 0.5
M y se dializa en este tampén durante 18 horas. Se calcula la cantidad de proteina presente
midiendo la densidad dptica de la muestra a 280 y 340 nm.

El acoplamiento se realiza a Sepharosa 4B activada con, CNBr (Pharmaciz). 5 g de
Sepharosa se lavan 3 veces con 11 de HCl 1 mM cada vez. Posteriormente se lava 2 veces con
tampén bicarbonato sédico 0.1 M, pH 8 v se resuspende en el minimo volumen posible de dicho
tampon.

A continuacidn se afiade el anticuerpo previamente obtenido, mantenjendo una relacién de
30 mg de proteina/g de sepharosa. La mezcla se agita durante 18 horas a 45C o durante 2 h. a
1emperalura ambiente. Se eliminz €l exceso de proteina con 2 lavados con el tamptn anterior
(rendimiento aproximado del 80%). Posterionne:;te se bloquean los posibles grupos activos libres
por agitacidn en 50 mt de glicina 1 M, pH 8 durante 3 h a temperatura ambiente y se realiza un
ciclo de 3 lavados sucesivos con acetato sédico 0.1 M, NaCl 0.5 M. pH 4 y con Tris 0.1 M. NaCl
0.5 M. pH 8. Finalmente se lava con el tampén bicarbonate sédico 0.1 M, pH 8 y se resuspende
en esie tampdn. afadiendo igual volumen de NET (Tris-HC1 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5SmM,
NaN, 0.02%. pH 7.4), 0.5% Nonidet P-40, 1 mgr/ml de ovoalbimina.

3.2.2 Preparacién de proteing A de Staphilococus Aureus

La inmunoprecipitacidn de los complejos solubles antigeno-anticuerpo se realiza en base a
su interaccion con suspensiones con proieina A de la cepa Cowan 1 de Staphilococus Aureus
(SACI).

Las suspensiones de SACI, preparadas por tratamiento con calor ¥ formaldehido segun el
método de Kressler {(183), se almacenan a -70°C en alicuotas de 1 ml al 10% (v/v en wbo de

hematocrito) en PBS-azida al 0.1%.
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Para su utilizacitn, la alicuota descongelada se centrifuga durante 15 min a 4°C a 560 g, El
sobrenadante se elimina y el precipitado se disuelve en 900 ul de tampdn NET, 0.5% NP40,
incubindose 15 min a 0-4°C. Se vueive a centrifugar, suspendiéndose ef precipitado en 900 Jl de
NET, 0.05% NP40. Una tltima centrifugacién permite resuspender el precipitado bacteriano en
900 ul de tampdn NET, 0.05% NP40, 1 mg/ml de ovoalbtimina, donde [a suspensién es estable a
0-49C durante, al menos, 48 h. .

Posteriormente se pusc 2 punto un protocole méis répide, en el que las centrifugaciones se
réalizan eh microfuga durante 1.5 min a 11600 g, y se incuba la salucidn bactefiana durante 15 min
2 (.4°C en cada tampdn de lavado.

3.3 MAPEQ PEPTIDICO COMPARATIVO

El mapeo peptidico comparative permite el anglisis bioquimico de proteinas homélogas que
se diferencian en un limitado nimero de cambios en su secuencia de amino4cidos (114). Consiste
en la comparacién de la proteina que interesa analizar con una proteina homdloga de secuencia
conocida mediante fraccionamiento cromatogréfico conjunto de digeridos enziméticos de ambas
proteinas. El marcaje metabélico con aminodcidos radioactivos de ™C para la proteina patrén y
de *H para la proteina problema, permite la deteccidn de los pépiidos de diferencia y su posterior
secuenciacién radiequimica {185). El marcaje con diversos aminodcidos, en funcién de Ja secuencia
de dichos péptidos, permite ¢! mapeo de todas las posiciones y Ia localizacién y determinacidn de

los cambios entre ambas proteinas.

33.1 Marcaje metablico.

Un cultivo de 107 células se centrifuga durante 8 min a 400 g. Las células se resuspenden
en 10 ml de solucién salina de Earle y nuevamente se centrifugan. A continuacién se resuspenden
en un medio andlogo al de cultivo, pero carente del aminodcido con que se desea marcar
(preparado a partir del Select-Amino Kit de Gibeo), 2 unz concentracion de 10° célutas/ml

En el caso de marcaje con alanina se utiliza medio esencial minimo de Eagie modificado
(MEM de Flow Laboratoires) que no contiene glutamina, ni alanina. Para el marcaje con leucina
se utiliza este mismo medio, pero carente ademds de este aminodcido. El marcaje con glutamina
se lieva a cabo en ausencia de glutamina y glutdmico, con el objeto de propiciar la incorporacién
simultdnea de glutamato mediante la interconversidn metabdlica de la glutamina. En este caso,

las células se incuban durante 1 h a 37°C en el medio de marcaje antes de afiadir el aminodcido
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radioactivo. Para el marcaje con aspértico, se afiade dcido oxoaminoacético a una concentracién
final de | mM (preparado en solucién de Earle a pH 7.2), que incrementa la eficacia de
incorporacién de Asp {en células murinas aumenta 20 veces), debido a la inhibicidn de
transaminasas que utilizan e! Asp como sustrato (185).
Lz linea que expresa el antigeno HLA-A2 de secuencia conocida es marcada con 250 pCi
del amino4cido correspondiente marcado con “C, mientras que la linea con el antigeno HLA-
_AZ a analizar lo es con 0.5-1 mCi del mismo aminodcido marcado con *H. En la tabla 3.1 se
muestran los aminodcidos utilizados en el presente trabajo.
Las células son cultivadas con el amincdcido marcado durante 14 h a 37°C, tiempo
suficiente para la renovacion de lodos los antigenos HLA de clase [ de la superficie celular.
Ocasionalmente se utilizé el sobrenadante del marcaje para volver a marcar un nuevo lote de

células.

Tabla II1. Amino4cidos radioactivos utilizados.

L-(2.3 'H)- Arg L-(U-“C)-Arg
L-(4.5 *H)-Lys L-(U-“C)-Lys
L<23"H)-Ala L(UC}-Ala
L-(4.5-'H)-Lev L-(U-"C}-Leu
L-(3-H)-Thr L-(U-“C}-Thr
L-(23.4.5-H)-Pro L-{U-*C)-Pro
L-(3-'H)-Ser L{U-*C)-Ser
L-(3.4{n)-"H)-val L(UHO)-Val
L-(2.5-'H)-His L-(U-C)-His
L-(23.56-H)-Tyr L-(U-"C)-Tyr
L-{2.3.4,5,6-'H)-Phe L-{U-*C)-Phe
L-(G-"H)-Gln L-(G-“C)-Gln

L-(2.3-"H)-Asp
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3.3.2 Purificacién de Iz cadena pesada de HLA-A2

33.2.1 Alslamiento de las proteinas de membrana

El método de aislamiento que se ha seguido consiste en la solubilizacin de las protefnas de
membrana en detergentes no idnicos del tipo éteres de aril polioxietileno, que preservan la
estructura tridimiensional de la protefna y, por tanto, los determinantes antigénicos de la molécula
nativa (186). Se basa en la capacidad de solubilizacién del detergente Triton X-114 a bajas
temperaturas {0-4°C) en fase acuosa, y la separacidn de fases que tiehe fugar a temperaturas
superiores (209C), de forma que las proteinas anfiffiicas permanecen en la fase orgénica. El
procedimiento completo del aislamiento de HLA-A2 se resume en la figura 3.1.

Las células marcadas con el aminodcido apropiado son recogidas por centrifugacién. Se lavan
daos veces con 10 ml de tampén 10 mM Tris/HCL 150 mM NaCl, pH 7.4 y 0.005% PMSF (fluoruro
de p-metilsulfonilo}. A continuacién se procede a la solubilizacidn de células en 1 ml del tampén
anterior, con un 1% de Triton X-114, produciéndose la lisis celular durante 1 h a 0-4°C. Se
eliminan las materias insolubles (residuos celulares, micleos, etc} por centrifugacién a 7900 g
durante 15 min, Los dos sobrenadantes ("H y “C} se dividen en dos alicuotas cada uno, que serdn
procesadas de igual manera, de forma independiente. Cada alicuota se deposita sobre 250 ul del
tampdn de lisado, que contiene 0.5% de Triton X-114 y 10% sacarosa, ¥ se incuba 3 min a 37°C,
produciéndose la separacitn de fases. La centrifugacién durante 3 min a 11600 g proporciona un
precipitado que corresponde al detergente y un sobrenadante al que se Je afiaden 50 ul de Triton
X-114 al 10%. Se incuba durante 3 min a 0-4°C esta fase acuosa y posteriormente otros 3 min a
ITC, procediéndose nuevamente a su centrifugacitn, Sobre las dos fase organicas obtenidas se
adicionan 200 ul de NET y se juntan las que provienen de cada alicuota. La radioactividad que
se recupera en este punto supone un 15-20% de la presente en el lisado celular.

33.22 Aislamiento del antigeno HLA-A2

La fraccidn de proteinas de membrana aisladas segiin el protocolo descrito son preadsorbidas
con 100 ul de proteina A durante 20 min a 0-4°C para retirar las sustancias adsorbidas
inespecificamente. Se centrifuga durante 4 min a 11600 g y al sobrenadante se adicionan 10 gl de
SNC, incubdndose 1 h a 0-42C. El objetivo de esta segunda preadsorcién es Ja eliminacién de las
susiancias que se unen inespecificamente a los anticuerpos, que serian precipitadas en el proceso
de aisiamiento del antigeno. Se precipita e} SNC con 100 gl de proteina A durante 20 min a 0-

49C v se centrifuga. Al sobrenadante se adicionan 100 ul de la suspension de sepharosa acoplada



. Figura 3.1- Esquema de la purificacién de la cadena pesada de HLA-A2 y de la obtencién de
mapas tripticos comparativos.
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3 min o 37IC.
Centrifugacidn 3 min a 4000 g.

N N
Ppda Sobrencdante
« 50 ul Triten X114,

3 min 0°C, 3 min 37°C.
Centrifugacién 3 min o 4000 g.

Scbrenadonte Ppdo

+ 200 ul NET

+ 100 ul SACI, 20 min o Q°C.
Centrifugacidn 3 min g 11800 g.

N 2 4
Ppdo Sobrencdonts

+ 10 ul SNC, 1 harg ¢ 0°C.
+ 100 ul SACI, 20 min o 07C.
Centrifugocidn 3 min g 11600 q.

S
Ppda Sobrencdonte

+ 200 ul PAZ2.1 unido a
Sepharosa
2 horas a 0" C
Centrifugocion 3 min o 11600 g.

Ppda Sobrencdenta



Figura 3.1- Continuacién

NET, 0.5X NP=4D, 1710 NgCl sctureds.
3 lovados con 800 wl de NEY, 0.5% NP-40, 3/20 NoCl sgturade.
NET, 0.5X NP=40,

Resuspander en 100ul de SOS al 1%, 5 min en agua en sbullicidn
+ 400 vl Tris 10mi, 2.5X NP=40, pHe 8.0.
Centrifugscidn 3 min a 11500 g.

Ppdo Scbrencdonte

+ 100 ul SACt, 20 ain a O°C.
Cantrifugacidn 3 min o 11600 g.

Ppde Socbrenadontse

+ 20 u! onti-H, 4-18 horos o [
+ 200 ui SAL), 20 mim a 0L,
Centrifugacion 3 min o 11600 g.

Ppde Sobtrenadants
5 lovados como onteriarments.

Radisotver en 200 u) SDS 2% + QVA, S min en sbullicidn,
Cantrifugocidn J min. a 11600 g.

Ppds Sobrenadants  {Juntar todos iog sobrenadentes de N ¥ “c).

+ 5 vel. acetono, 20 min. o -20°C,
Centrifugucieén 10 ain o 3500 g.

Ppda Sobranadantae

Resuspansidn sn 200 vl Tria 350 mM, EDTA 3.5 mM, 2X SDS, pM 8.,
+ 10 ul DTT 30 mg/ml, 2 horos & 37°C. )
+ 10 ul todoocetemide 93 mg/ml, 30 min ¢ 25°C, en cscurided.

+ t gota 2-marceptostonat.

+ 3 vol. Acetona + 0.5 vol. TCA 45X, 20 aln. o -20°C.
Centrifugaecidn 10 min ¢ I500 g.

N

Ppde Sobrenadonts

Lavade con § val. acetonn.

Resuspansion en 200 ul Nn4co,a 50aM pH= 8.5,
<

+ Tripaine 1:20, 1 hara g 37 Q.
+ Tripsinog 1:40, 3 horas a 37°C.

N
Liofilizocién. Separacidn de low péplidors,
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con PA2.1y se deja en agitacién a 4°C durante 2 h. El inmunoprecipitado obtenido centrifugando
4 min a 11600 g contiene HLA-A2 con alguna contaminaci6n, de actina principalmente. Ei
precipitado se somete a 6 tavados segin el siguiente protocolo:

- 2 lavados con 750 ul de tampén NET, 0.5% NP-40 y 1/10 NaCl saturado.

- 2 lavados con 750 ul de NET, 0.5% NP-40 y 1/20 NaCl saturado.

- 2 lavados con 750 l de NET, 0.5% NP-40.

La extraccién de los inmunocomplejos se realiza disolviendo los precipitados en 100 ul de
dodecilsulfato s6dico (SDS) al 1% y calentando en agua hirviendo 5 min. Se adaden a
continuacién 400 ui de Tris-HCL, 2.5% NP-40, pH 7.5 y se centrifuga. En el scbrenadante queda
extraida la molécula de HLA-A2 desnatyralizada y disociada de Ja 82-microglobulina, asi como
otras impurezas que puedan haber cantaminado e} inmunoprecipitado. A continuacién se purifica
la cadena pesada del antigeno HLA-A2 mediante un segundo proceso de inmunoprecipitacitn.
Para ello, se realiza un preadsorcidn con 100 ul de Proteina A durante 20 min a 049C, se
centrifuga v se afiade al sobrenadante 20 i de anti-H. Tras una incubacién a 0-4°C durante un
periodo minimo de 4 h, se precipita con 200 sl de Proteina A durante 20 min, procediéndose al
lavado de los precipitados en los mismas condiciones descritas para PA2.1. El precipitado final

contiene pura la cadena pesada de HLA-A2.

3.3.3 Obtencién de mapas peptidicos

3.3.3.1 Reduccitn, alquilacién y digestiGn triptica.

El inmunoprecipitado conteniendo la cadena pesada de HLA-A2 se disuelve en 200 4l de
SDS al 2% vy se procede a la extraccién en agua hirviendo durante 4 min a 11600 g En este
momento se juntan los sobrenadantes de *H y “C en un tubo de vidrio. procesdndose los dos
antigenos conjuntamente.

Se precipitan las proteinas afiadiendo 5 volimenes de acetona durante 20 min a -20°C y
centrifugando 20 min a 2500 g. El precipitado se lava de nuevo con acetona y se disuelve en 200
#l de Tris-HCl 350 mM. 3.5 mM EDTA. 2% SDS, pH 7.5, procediéndose a su reduccién en
presencia de DTT 10 mM durante 2 h a 37°C y posterior alquilacién con jodoacetamida 25 mM
durante 30 min a temperatura ambiente en obscuridad, La reacciGn se detiene afiadiendo una gota
de 2-mercapto etanol, Se precipitan las proteinas con 5 volimenes de acetona y 0.5 de 4cido
triclorcacétido al 45% (peso/volumen), durante 20 min a -20°C. Tras centrifugar 20 min a 3500

g ¢l precipitado se lava en acetona v se resuspende en 200 1 de bicarbonato aménico 50 mM, pH
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7
A continuacion se digiere con tripsina- TPCK (Worthington} a una relacion enzima sustrato
1:20 sobre la cantidad de proteina extraida de cada alicuota de proteina A usada en la
inmunoprecipitacién del anti-H (1.5 mgr/200u] de proteina A} durante 1h a 37°C. Se vuelve a
afiadir tripsina a una relacidn 1:40, prosiguiéndose la digestién durante 3 horas a 37°C. La

reacci6n se termina congelando la muestra a -80°C y liofilizando.

333.2 Separaciin de péptides por HPLC.

Los péptidos generados en la digestidn triptica son separados mediante cromatografia
liquida de alta presién (HPLC) en fase reversa. Se usé un cromatégrafo Waters equipado con una
columna g Bondapack C18, de 4.39 x 30 em.

La muestra se disuelve en 200 x| de acetato amdnico 10 mM, pH 6.5, se centrifuga 4 min
a 11600 g y se inyecta en la columna. La separacidn se realiza en un gradiente del tamp6n acetato
amdnico-acetonitrilo en las siguientes condiciones:

- Tampdn acetato amdénico durante 20 fracciones (8 min).

- Gradiente lineal 0-30% de acetonitrile en el tampdn acetato amdnico durante 55 min (138
fracciones).

- Mezcla de acetonitrilo-acetato aménico al 30% durante 30 fracciones (12 min).

- Acetonitrile puro durante 18 min. Se recogen las 20 primeras fracciones de esta fase.

El flujo de la columna se mantiene a 1.5 mi/min, recogiéndose fracriones de 0.6 mL La
deteccién de los péptidos de las moléculas de HLA-A2 se realiza mediante contajes de la
racioactividad de alicuctas que contienen 1/2 - 1/5 de cada fraccién en Aquasol (New England
Nuclear), El contaje se realiza en un contador de centelleo liquide Beckman L2800 equipado con
un programa para contaje simulténeo de *H y “C con cdleulo de DPM.

El mapa peptidico se obtiene representando conjuntamente en la relacién de escala
apropiada la radicactividad de *H y “C. frente al nimero de fracciones. Las fracciones que
componen cada pico son agrupadas y liofilizadas para, en su caso, posterior secuenciacitn

radioquimica.

3.3.4 Andlisis de péptidos de gran 1amano.
El gran tamaiio de algunos péptido tripticos dificulta su andlisis mediante mapeo con todos

los aminodcidos que presentan y su secuenciacion radioguimica. Para obviar esta dificultad, el



44

péptido triptico aislado del mapa peptidico es liofilizado y digerido con otras proteasas que
generan péptidos de menor tamafio susceptibles de ser analizados con mayor facilidad.

En algunos experimentos se procedid a la digestidn de los péptidos tripticos con dlostripaina
(Clostridiopeptidasa B, Worthington) que presenta especificidad de ruptura en el extremo
carboxflico de los enfaces peptidicos de arginina y actia también sobre Jos enlaces arginina-
prolina, poco suscepﬁb!.es a la hidrolisis iriptica (187). La enzima ha de ser activada previamente,
disolviéndose en acetato cﬁic:co 1 mM con DTT 2.5 mM durante 2-3 h a una concentracién de
2-5 mgr/ml. Una vez activada, la digestién se realiza en tampdn fosfato sddico 75 mM. pH 7.6 con
100 g de ovoalbimina como proteina fria. En condiciones normaics. la digestin se realiza a una
relacién enzima/sustrato de 1:25 durante 6 h., con una segunda adicidn en idénticas condiciones.
En ocasiones se realizaron digestiones a relaciones 1:5 durante 12 h, con una segunda adicion.

En otros experimentos, péptidos tripticos fueron digeridos con proteasa de Staphilococus
Aurcu's, cepa V8 (Miles Laboratories). La muestra se disuelve en 400 4} de acetato amdnico 50
mM, pH 4 con 100 xg de ovoalbiimina tripsinizada, a una relacién enzima/sustrato de 1:5 durante
12 h 2 37°C. Se realiza una segunda adicién en idénticas condiciones. En estas condiciones se
produce una hidrdlisis selectiva del enlace carboxi-terininal de los residuos de glutdmico (188, 189).
Ocasionalmente se realiz6 una tercera adicion para conseguir ia ruptura de enlaces especialmente
resistentes.

Tras 1a digestion con estas enzimas, se afiaden 400 ug de un digerido triptico de
ovoalbimina. disuelto en 400 ul del mismo tampén de digestidn del péptido. La muestra se

congela a -80°C y se liofiliza para su posterior fraccionamiento por HPLC,

3.3.5 Puwrificacién cromatogrifica de péptidos coeluyentes,

Los péptidos tripticos que coeluyen en e sistema cromatogrdfico descrito pueden ser
separados mediante un segundo fraccionamiento en un gradiente de agua-TFA facetonitrilo-TFA
en las siguientes condiciones:

- Agua con 0.16% de dcido trifuoracético (TFA) durante 8 min (12 fracciones).

- Gradiente lineal del 0 al 4G% de acetonitrilo con 0.1% de TFA a pH 2.1 en ¢ solvente
anterior, durante 55 min (92 fracciones).

- Mezcla al 40% de los dos solvenies durante 12 min (20 fracciones).

- Acetonitrilo con 0.1% de TFA a pH 2.1 durante 12 min (20 fracciones),

E! fiujo de la ¢columna se mantiene a 1 ml/min, recogiéndose fraccicnes de 0.6 ml.
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33.6 Secuenciacitn radioquimica.

La secuenciacién radioquimica de los péptidos obtenidos se realizé en presencia de 10
nmaoles de apomicglobina en un secuenciador Beckman de fase liquida. Posteriormente dispusimos
de un secuenciador de fase gaseosa (Applied Biosystems, 470A), llevindose a cabo la
secuenciacion en ausencia de proteina frfa, usando un programa O3CMAC, Las fracciones son
contadas con 4 ml de Aquasol en los contadores Beckman LS-255 o LS-2800 de centelleo liquido,
con doble canal de *H y "“C y cdlculo de DPM en el 27 caso.

3.4 AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DE ¢DNA CODIFICANTE DE HLA-A2,

3.4.1 Cultivos bacterianos (190).

3.4.1.1 Cepas bacterianas y vectores utilizados.

Para e] cdlonaje de los antigenos HLA-A2 analizados en esta tesis, s¢ han usade dos vectores
de clonaci6n distintos:

- Plasmido pUCI8, de 2.7 kb, que contiene un sitio de clonaje milltiple con secuencia de
restriccién de las enzimas Eco RI y Hind I Contiene un gen de resistencia a ampicilina, lo que
permiie la seleccién de bacierias transformadas con este vector,

- Fago M13mp18, de 7.2 kb. que contiene un sitio de clonaje miltiple idéntico al de pUC18,
con los sitios de restriccién de Eco RI y Hind IIL

Estas vectores fueron introducidos, para su crecimiento, en dos cepas bacterianas:

- DHS a F. para el vector pUC18, derivada de la cepa DHI. Presenta una alta frecuencia
de transfeccidn, con un genotipo Sup E44, [ lac U169 (¢ 80 lac Z M15)). hsd R17, rec A, end At,
gyt A96, thi-1 red Al

- XL1-blue, para e} fago M 13, que presenta un episoma con un gen resistente a tetraciclina,
lo que permite seleccionar las cepas susceptibles de ser transformadas. Tiene un genotipo sup E44,
hsd R17. rec Al end Al gvr Ad6, rel Al lac-. F'lpro AB+ lac ¥ lac Z M15 Tnl0 (tet7)].

Estas dos cepas contienen ¢l fragmento C terminal del gen de la B-galactosidasa (genotipo
lac Z M15). que puede dar jugar a la enzima activa en presencia de vectores (pUC, M13, etc)
que lleven ¢f fragmento N terminal del citado gen (lac Z), mediante el fenémeno conocido como
a-compiementacién. Las bacierias transformadas con estos vectores son ficilmente reconocibles,
pues forman colonias azules en presencia del sustrato cromogénico X-gal (5-bromo, 4-cloro, 3-

idolil B-D-galactésido). Sin embargo, vectores recombinantes en los que se ha introducido un
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inserto en el sitio de clonaje multiple situado en el gen lac Z, generan un fragmento N-terminal
que no puede dar lugar a la acomplementacién. Las colonias transformadas con estos vectores
son incapaces de usar el sustrato X-gal, dando una coloracién blanca que permite su deteccidn
visual

3.4.1.2 Medios de cultivo y crecimiento bacteriano.

Los m‘edios Jti]iudos‘;ara el crecimiento de bacterias fueron:

- LB (Luria-Berioni) compuesto de:

- 1% bactotriptana
- 0.3% entracto de tevadura
- 1% NaCl
- XYT:
- 1.6% bactotriptona
- 1% extracto d;z levadura
- 1% NaCl

- TB (Terrific broth), que permite un rendimiento 4-7 veces superior en la obtencién de

plasmidos: -
- 1.2% bactotriptona
~ 2.4% extracto de levadura
- 0.4% glicerol

En el momento de utilizacidn se afiade un volumen 1/10 de una solucidn 0.72 M K,HPO,
¥ 0.17 M KH,PO..

Todas las soluciones se esterilizan mediante autoclavado a 120°C durante 25 min.

Para la preparacidn de placas de cultivo de medio sélido, se afade Bacto-agar hasta el 1.5%
antes del auroclavado. y se depositan posteriormente 5 ml del medio en placas de Petri de 10 cm,
donde se dejan gelificar. Para la preparacién de "top agar" usado en el p]aqueor de M13, Ia
proporcién de Bacto-agar afiadide es del 0.7%.

Para la seleccidn de las distintas colonias, los medios se suplementan con:

- 50-100 ugr/ml de ampicilina, para la seleccién de colonias transformadas con pUC.

- 50-150 wegr/mi de tetraciclina, para la seleccidén de bacterias XL1-blue con episoma,
susceptibles de transformacion.

- 50 ugr/mi de X-gal v 100 uM de IPTG (isopropil 8-D-tiogalacopirandsido. inductor de la
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sintesis de la galactosidasa), para la seleccion de colonias transformadas con los vectores
recombinantes, que dan coloracién blanca en los cultivos en placa.

Habitualmente, el crecimiento se realiza durante 8-12 h a 37°C, en bafio de agitacién en el
caso de los cultivos liquidos. Las colonias bacterianas pueden ser conservadas 1 semana en medio
liquido a 0-49C, hasta un mes en placa de agar a 49C e indefinidamente en medio de cultivo con
7% de DMSC a -70°C.

3.4.1.3 Obtencidn de bacteras competentes.

Para hacer posible la incorporacién de DNA extrafio, las bacterias han de estar en un estado
competente que permita la transformacién (191). El protocolo seguide para la obtencién de
bacterias competentes, se basa en someter a las bacterias a un chogue térmico en presencia de
cationes divalentes.

Una colonia bacteriana cultivada en placa de Petri se crece en 5-10 ml de medio LB hasta
alcanzar una densidad dptica a 590 nm de 0.3-0.6. 1 ml de este cultivo se crece en 100 ml de SOC-
Mg hasta alcanzar un densidad dptica de 0.48. El cultivo se enfria en hielo y se centrifuga a 4°C
durante 7 min a 2000 g.

Se retira todo el sobrenadante y se resuspende el precipitado bacteriano en 30 ml de TiBI
con suavidad, en fric, dejéndose en hielo 15 min para el caso de XL1-blue.

Se¢ centrifuga nuevamente y el precipitado se resuspende en 4 mi de TiEIL y se hacen
alicuotas de 200-400 ul que se congelan inmediatamente en nitrégenc liquido. Las bacterias
competentes son estables durante meses a -70°C,

Los medios utilizados en este protocclo son:

- SOC-Mg:- 2% bactotriptona

- 0.5% extracto de levadura
- 10 mM NaCl
- 2.5 mM KCl
- 20 mM MgCl,
- 20 mM MgSO,
- TIBL: - 100 mM RbCt

- 50 mM MnCl,

- 30 mM acetato potdsico

- 16 mM Cacl,



- 15% glicerol
Se ajusta a pH 5.8 con 4cido acético.
- TfBIL - 10 mM MOPS (4cido 3-(N-morfolino) propanosulfénice) pH 7.0
- 10 mM RbCl
- 75 mM CaCl,
- 15%‘ glicerol

El pH de MOPS se ajusta con NaOQH.

314.14 Transformacion de bacterias compe(éntos.

70-100 4l de bacterias competentes se descongelan a temperatura ambiente, y se mantienen
a 0-4°C durante 15-30 min.

El DNA del vector transformante es afiadido en un volumen no superior a 1/10 del volumen
bacteriano, manteniéndose durante 20 min a 0-4°C. Se da un chogque térmico a 42°C durante 90
seg y se mantienen 5 min a 0-4°C.

En el caso de bacterias transformadas con pUCIS, se afaden 4 volimenes de SOC-Mg-
Glugosa (solucién de SOC-Mg con glucosa 20 ‘.r'nM) y se crecen 45 min a 37°C en bafio de
agitacién. A continuacién se centrifugan 10 seg a 11600 g y s¢ resuspenden en 100 4l de medio
LB para plagueo en placas de medio LB con ampicijina. . )

En el caso de transformacién con M13; 2.5 ml de "top agar” se funden a 45¢C y se afiade
tetraciclina a una concertracién final de 100 pgr/mi y 300 4l de un cultivo de XL1-blue, que
servird como cesped bacteriano para el crecimiento del fago. Se afiaden las bacterias

transformadas y se extiende ia mezcla sobre una placa de medio LB, cultivindose 8 b a 37C.

3.4.1.5 Aislamiento de plismidos.
Los métodos utilizados en esta tesis para el aislamiento de pidsmidos se basan en la lisis
alcalina de las bacterias hospedadoras, variando los protocolos en funcidn de fa cantidad de DNA

a aislar y del grado de pureza necesario en funcién de su uso posterior.

A- Maxipreparacion.
Gste protocolo estd disefado para el aislamiento de grandes cantidades de pldsmido.
1 1l de cultivo de bacterias transformadas se adiciona a 250 ml de medio TB v se crece en

agitacién a 379C. A las 812 h se centrifugan 15 min 2 49C a 2000 g. El precipitado bacteriano se
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lava con 100 ml de STE (solucién 0.1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0).
El precipitado se resuspende en 3 ml de una solucidn 50 mM Glucosa, 25 mM Tris-HQ pH 80,
10 mM EDTA pH B.0 y se mantiene 30 min a 0-4°C. Se¢ afinden 8 ml de una solucidn recién
preparada de NaOH 0.2 M y SDS al 1%, se agita suavemente y se mantiene 10 min a 0-4°C. A
continuacién se afiaden 6 ml acetato potdsico 3 M pH 4.8 frio, con agitacién suave y se mantiene
15 min a 0-4°C. Se centrifuga durante 30 min a 0-4%C a 2500 g para precipitar e! DNA
cromosémice, RNA de alto peso molecular y los complejos de membrana celular, proteinas y SDS.

El sobrenadante que contiene el DNA del pldsmido se extrae con 18 mi de una mezcla de
fenol/cloroformo/aleohol isoamflico en proporciones 25:24:1 (a partir de ahora la denominaremos
fenol/cloroformo), centrifugdndose 15 min a 4°C a 2500 g.

A la fase acuosa se le ahaden 0.6 volimenes de isopropzanol y se incuba 15 min a T. A. Se
centrifuga 15 min a 2500 g a T. A. para evitar la precipitacién de sales y el precipitado de DNA
de pldsmido se seca 5-15 min a T. A. Se disuelve posteriormente en 1-4 m] de TE y se trata con
una mezcla de ribonucleasa A 2 una concentracién de 100 ugr/ml y ribonucleasa T1 a 100 U/ml
durante, al menos, 30 min a 37™C, Tras dos extracciones con fenol/cloroformo y una con
cloroformo (mezcia de cloroformo y aleohol iscamflico en proporcidn 24:1} el DNA del plismido

estd listo para su uso.

B- Minipreparacitn (192).

1.5 mi de cultivo bacteriano se centrifugan 30 seg a 11600 g retirindose exhaustivamente ¢l
sobrenadanie. Se afiaden 100 ul de una solucidn TE-sacarosa (25 mM Tris-HC pH 8.0, 10 mM
EDTA, 25 mM sacarosa) y se resuspende el precipitado en vortex, incubdndose a continuacidn 15
min a2 T.A. ¥ 5 min a 0-4°C. Se afiaden 200 ul de una solucién de NaOH 0.2 M, 1% SDS y se
mantiene 5 min a 0-4°C. A continuacién s¢ afiaden 150 ul de una solucidn 3 M de acetato sédico
o potdsico pH 8 y se incuban 45 min o 15 min respectivamente a 0-4°C. Se centrifuga 10 min a
11600 g y se ahaden 200 u! de isopropanol. incubdndose 15 min a T. A, Se centrifuga Ia suspensidn
10 min a T. A. y el precipitado se lava con 200 ul de etanol y se seca en bomba de vacio. A
continuacidn se resuspende el precipitado en 50 ul de TE y se incuba con ribonucleasa Ay T1 2
100 pgr/ml ¥ 100 U/ml respectivamente durante 30 min a 37°C. Se realizan extracciones con
fenol/cloroformo v cloroformo y se precipita el DNA con ta adicién de 1/10 volimenes de acetato
sédico 3 M y 2.5 de etanel, incubando 20 min a -208C. Se centrifuga 30 min a 11600 ga 4*Cy el

precipitado del plésmido se resuspende en 100 x4l de agua.
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Para purificar el DNA, se afiaden 40 ul de polietilenglicol (PEG) 6000 al 25% y 16 pl de
NaCl 5 M, incubdndose 1 h a 04°C. Se centrifuga 30 min a 11600g & 4°C y se retira el
sobrenadante suavemente.

El DNA del pldsmido asf purificado, puede resuspenderse en agia y someterse 2 tun proceso
de extracciones con fenol/cloroformo, cloroformo y precipitacién con acctato sédico y etanol,
. gquedando un DNA exremadamente puro listo pare su use.

" Siva 2 ser usado el‘ljsecucnciacién. en vez dei proceso descrito, ¢l DNA del plismido se
resuspende en 100 ul de NaOH 0.2 M recién preparada en agua bidestilada y se afiaden 4 ul de
EDTA 50 mM y 1-2 x del oliogonuciestido iniciador a una concemracidn imM. Se incuba 30 min
a 37%C y se precipita el DNA desnaturalizado con 10 ul de acetato aménico 7.5 M y 2.5 voliimenes
de etanol. incubdndose 30 min a -209C. Se centrifuga en las condiciones habituales y el precipitado

se resuspende en la cantidad de agua necesaria para la secuenciacién.

C- Minipreparacion répida.

Para el control del plismido recombinante obtenido en colonias transfectadas, se siguid un
métado répido de aislamienio de pequeiias cantidades (kit miniprep plus de Pharmacia) que rinde
un DNA puro, pera con contaminaciones de sales que 1o hacen inadecuado para su uso en muchas
reacciones de biologia molecular, -

1.4 ml de cultive bacteriano se centrifugan 1 min a 13600 g, retirindose exhaustivamente el
sobrenadante. Se anaden 100 yl de Ja solucin I {(50ml Tris pH 8.0, 50 mM glucosa, 10 mM EDTA,
0.15% Kathon) y se resuspende el precipitado por agitacién en vortex. Tras 5 min de incubacién
a 0-4°C se afaden 200 4l de la solucién I1 (0.8 M NaOH, 4% Triton X-100), mezclindase por
inversién. Tras incubar 5 min a 0-49C se afiaden 150 ul de la solucion IIT (3 M acetato sédico pH
4.8) ¥ se incuba otros 5 min a 0-4%C. Se microfuga la suspensién 5 min a T. A y se retira e]
sobrenadante al que se adicionan 450 gl de isppropanol. Tras incubar 5-10 min y centrifugar, se
lava el plésmido con 250 «l de isopropanol v se deja secar al aire. resuspendiéndose en 50 4l de
TE. Tras el tratamiento con ribonucleasas y posterior proceso de extraccionss con
fenol/cloroformo, cloroformo y precipitacién con acetato sédico y etanol, se obtiene el DNA del

plasmido recombinante para su andlisis en geles de agarosa.
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3422 Geles d¢ agarvsa v Southern blot,

3.4.2.1. Geles de agarosa analiticos.

El an4lisis del DNA se realiza en geles de agarosa (Bio Rad o FMC) al 0.6-1% en TAE (40
mM Tris-acetato pH 8.0, 1mM EDTA), con bromuro de etidio 1 ugr/ml! para la deteccién de
DNA mediante luz ultravioleta.

La muestra se deposita en un tampsn de carga con 0.01% de azul de bromofenol, 0.01%
xilencianol, 0.01 M Na,EDTA, 0.1% SDS y 5% de glicerol.

La electroforesis se realiza a voltaje constante de 90 V durante 30-120 min, en funci6n del

tamafic del DNA a analizar, en TAE.

3.4.2.2 Geles de agarosa preparativos y aislamiento de bandas.

Para la extraccién de bandas de DNA separadas por electroforesis, se realizan geles de
agarosa de bajo punto de fusién (Bio Rad o FMC) en las mismas condiciones que los anaiiticos.

Para el aislamiento de las bandas de interés, se usé el kit de Geneclean (Bio 101), cuyo
protocoio se describe a continuacién.

Se corta la banda de DNA deseada, procurando que contenga la minima cantidad de agarosa
posible, y se afladen 2.5-3 vol de Nal 6M (estimando un volumen de 1 4l por mg de banda). Se
mantiene 5 min a S5%C con agitaciones frecuentes para disolver la agarosa y se adaden 5 .l de
Glassmilk (matriz de silice que une DNA), manteniéndase 5 min 2 0-4°C con agitaciones cada
minuto. Este soporte adsorbe DNA bicatenario de 200-5000 bp, muy poco DNA monocatenario
¥ RNA y no adsorbe proteinas ni sales. Se centrifuga 5 seg 2 11600 g y el precipitado se lava 3
veces con 10-50 vol de New Wash frie (solucidn de Tris/NaCl/EDTA /50% etanol). El precipitado
se redisuelve en 10 ul de agua v se incuba 3 min a 45-55°C, microfugdndose 30 seg El
sobrenadante contiene el DNA extraido del gel. El precipitadoe vuelve a ser extraido con otros 10

ul de agua. recuperdndose un 20% del DNA extraido anteriormente.

3.4.2.3 Southern blot.

El anilisis de la especificidad del DNA presente en geles de agarosa, se realiza mediante
Southern blot, que consiste en la transferencia a filtros adecuados del DNA presente en ¢! gel y
su hibridacién con sondas especificas (193). El procedimiento usado fue la transferencia alcalina
a membranas Z-probe (Bio Rad).

2 trozos de papel Whatman 3M previamente humedecidos, se colocan en una superficie
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horizontal en eontacto con un reservorio de NaOH 0.4 M (tamp6n de transferencia). Se coloca
el gel de agarosa, evitando la formacidn de burbujas, y sobre éste una ldmina de Z-probe
humedecida. A continuacidn se colocan 2 l4minas himedas de Apapel Whatman 3M y toallas de
papel para absorber la solucién de transferencia. Tras un minimo de 4 h de transferencia, ia
membrana de Z-probe se lava en 2xSSC (0.3 M NaClL, 30 mM citrato sédico pH 7) y se realiza
_una prehibﬁdacidn de 30-50 min a 5°C por debajo de la temperatura media de fusién de la sonda

2 utilizar (calculada segin la férmula: Tm= 4(G +C}+2(A+T)) en el tampén:

- 5xSSPE (0.75 m NaCl. 50 mM NaHPO,, 50 mM EDTA. pH 7.0)

- ¥xDenhards (0.2% Ficoll, 6.2% polivinilpirrolidona, 0.2% albimina de suero bovina)

- 0.1% SDS

- 40 mgr/ml DNA de esperma de salmdn

La hibridacién con la sonda elegida se realiza durante un minimo de 3 h a 5°C por debajo
de la temperatura de fusidn, en un tampén andlogo al anterior, excepto que es 5xDenhardt.

Una vez hibridada, i3 membrana de transferencia se lava 2 veces durante 20mina T. A en
6xSSC v 3 min a la temperatura de hibridacién. Las bandas con DNA complementario a la sonda
usada. se localizan mediante autoradiografia en pelicula Kodad X-Omat § a -70°C. usando unas

pantallas amplificadoras Valterrar 6 (Valea).

3.4.3 Oligonucledtidos utilizadas.

3.4.3.1 Descripcion.

Diversos oligonuclestidos se han usado tanto como iniciadores de las diversas reacciones de
sintests, como sondas especificas para detectar la presencia de DNA de HLA-A2.

- 5" LP HIL: 5-GCAAGCTTATGACGGTCATGGCTCCCCGAACC:3

Oliogonuclestido utilizade como iniciador de 12 reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).
Abarca los residuos 1-24 del exdn 1, con una cola de 8 bases en el extremo 5’ que i:tacorpora un
sitio de restriccién Hind Il (subrayade). No es especifico del antigeno HLA-A2, sino que es
homdélogo a todos los zlelos de clase 1 (194).

- 3' UT RL: 5-GCOAATTCAGTCCCACACAAGCCAGCTG 3"

Cligonucledtido utilizado como iniciador de la sintesis de cDNA, por la transcriptasa reversa
v en li PCR. Es complemeniario al extremo 5° de la regién 3" no traducida de la hebra "+" de los
antigenos de clase I. e incorpora un sitio de restriccién para Eco RI (subravado) (154).

- Aal: 5-CACGGGGAGACACGGAAAGTGAAG-Y
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Oligonucledtido utilizado como iniciador de la polimerasa en las reacciones de secuenciacidn.
Abarca los residuos 180-203 del exén 2 del antigeno HLA-A2, siendo especifico de este alelo.

« A2a2; 5-TGGCAGCTCAGACCACCAAGCACAAGT-3

Iniciador en las reacciones de secuenciacidn y sonda especifica de HEA-A2. Abarca los
residuos 142-168 del exén 3 de éste.

- A2ed: 5-GAGCTCGTGGAGACCAG-3

Iniciador de la sintesis por la polimerasa en las reacciones de secuenciacidn. Abarca los
residuos 138-154 del ex6n 3 de HLA-A2.

La figura 3.2 representa la localizacién de los distintos oligonuclestidos en 12 cadena de
cDNA de antigenos de clase L.

Los oligonucleétidos descritos fueron sintetizados en un sintetizador automético de DNA,
modelo 391 de Applied Biosystems.

3.4.32 Purificacitn de olioganucledtidas.

Debido a los errores en el proceso de sintesis, los oligonucleétidos han de ser purificados
per separacidn electroforética en geles de poliacrilamida, compuestos de:

- 20% acritamida

- 1% bis-acrilamida (N, N"-bis-metien acrilamida)

-48% urea

- 0.06% persuifato amdénico

- 0.03% TEMED (tetrametiletilendiamnina)

en tampén TBE (0.9 M Tris-borato pH 8.0, 2 mM EDTA).

5'LP Alal A2a2 A2a3 IuUT
» d » » -
[ T T I I T 1T TN

Ex1 Ex2 Ex3 Ex4. Ex5 Ex6Ex7 Ex8

Figura 3.2- Esquema a escala del cDNA codificante de HLA-AZ2, en ¢l que se indican la posicién
de los distintos exones y de los oliogonucledtidos utilizados en la PCR y en la secuenciacidn.
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El oligonudestido liofilizado anteriormente se disuelve por agitacién en vortex en un tampén
al 90% de formamida, 0.1% azul de bromofenol y 0.1% xilencianol Se¢ calienta en bafio en
ebullicién durante 2-3 min guardindose a 0-4°C hasta su carga en e gel La electroforesis se
realiza a2 un voltaje constante de 500 V durante 2 h en tampén TBE.

Mediante iluminacién con luz ultravioleta del gel colocado sobre un soporte de gel de silice,
s¢ visualiza el oligonucledtido. El gel se corta justo por debajo de la banda ¥ se coloca sobre una
bandeja hm:iznmal: solapahc—io la banda con una tira de papel Whatman DES1. Con 2 piezas de
papel Whatman 3M colocadas sobre el extremo inicial del gel y sobre el final del Whatman DES1
respectivamente y en contacto con 2 reservorios de TBE, se establece wn puente salino que
permite realizar una electroforesis en las mismas condiciones anteriores. El oligonuclestido se
transfiere al papel de celulosa, quedando retenido en 4.

Mediante iluminacién con luz UV se delimita la zona donde ha quedado retenido. Esta zona
se coloca en una solucién 20 mM de Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, 0.1 M NaCl y se agita en
vortex hasta su completa disgregacidn,

Con una columna con un filtro de vidrio sinterizado que retiene el papel, se elimina el
tampdn de disgregacién, Se afiaden 5 ml de un tampdn de elucidn 2¢ mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM
EDTA, 1 M NaCl, recogiéndose fracciones de 400 4l a las que se afiade 1 ml de etanal y se
guardan 2 -70°C 18 h. Tras centrifugar 30 min & 11600 g a 4°C, se decanta ! sobrenad.an!e ¥ se
seca al yacio cada tubo: El precipitado.dé cada Tubo se solubiliza en sgua, junténdose tods las.
fracciones. Mediante la determinacién de l2 absorbancia a 260 nm, se calcule la cantidad de
oligonucledtido purificado, teniendo en cuenta que una connennacidn de 20 mgr/mi presenta una
unidad de absorbancia. -

3.4.3.3 Marcaje mdioactivo de sondas

Para su utilizacidn como sondas de hibridacién, se procede al marcaje radioactivo de
oligonuclestidos en su extremo 5 con la T4 polinuclestido quinasa:

- 50 pmoles de oligonucledtido

- 25 uCi de v-"P-ATP (actividad especifica 3000Cx/mmo}

- 100 mM Tris-HCI pH 8.0

- 133 mM MgCl,

- 56 mM DTT

-1 mM ATP
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La reaccidn se leva a cabo durante 45 min a 37°C, aftadiendo 1.5 pl de quinasa.

3.4.4 Obtencitn de cDNA de antigenos de clase L

3.4.4.1 Alsiamlento de RNA,

1-5.10* células lavadas en PBS, se resuspenden en 1 ml de PBS y se centrifugan 10 seg a
11600 g. Tras retirar cuidadosamente el scbrenadante, se lisan en 200 ul de una solucién de NP-
40 al 0.5% y 10 mM de vanadil ribonucledtidos (VRN) en TSM, mediante agitacidn en vortex ¢
incubacién a 0-4°C durante 5 min. Se agita en vortex brevemente y se precipitan los nicleos
celulares mediante centrifugacién a2 11600 g 1 min a 42C. Al sobrenadante se afiade un volumen
de una solucién de SDS zl 1% en TSE y se agita en vortex brevemente.

A continuacién se procede a una serie de extracciones en fenol/cloreforma con 0.1% de B-
mercaptoetanol, hasta la total extraccién de los VRN {eliminacién de la coloracién oscura,
tipicamente tras 10-12 exiracciones). Tras una dltima extraccién en cloroformo, se precipita el
RNA con acetato sdico y etanol, incubando 15 min a -70°C y centrifugando 30 min a 11600 g a
4°C, El precipitado se seca a T. A, durante 15 min y se resuspende en 400 pl de acetato sédico
0.15 M. Se afiaden 880 xl de etanol y se incuba 18 h a -20°C. Tras centrifugar en las condiciones
anteriores, se repite el mismo proceso con ¢l precipitado obtenido.

El precipitado de RNA se resuspende en 50 ul de agua y se almacena a -20°C. Una alfcuota
se cuantifica espectrofotométricamente a 260 y 280 nm, zsumiendo una concentracién de 40
mg/ml por unidad de absorbancia.

Las soluciones usadas en este aislamiento se preparan a partir de agua tratada con 0.1% de
dietilpirocarbonato, para destruir las ribonucleasas presentes, durante 18 h a T. A. y autoclavada:

TSM: -0.1 M Tris-HCL ph 7.6

- 0.15 M NaCl
- 0.002 M MgCl,
TSE: -0.1 M Tris-HCi pH 76
- 0,15 M NaCl
- 0.005 M EDTA

El rendimiento tipico de este proceso es de unos 10 ug RNA/10° células.

3.4.4.2 Sintesis de cDNA.
La sintesis de cDNA codificante de antigenos de clase I se realiza a partir de 5-20 ug de
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RNA, usando ¢! oligonucledtido 3' UT Rl como iniciador de la reaccién de la transcriptasa
reversa, en 50 ul de la mezcla de reaccién:

-14«M 3 UTRI

- 200 uM de cada dNTP
- 2mM DTT ° -
- 10 mM Tris-HCI pH 8.3
- 50 mM KCl

- 1.5 mM MgCl,

- 0.01% gelatina
- 2 U inhibidor pancredtico de fa ribonucieasa
- 2 U transcriptasa reversa del virus de la micloblastosis avicola

La reaccidn transcurre durante 1 h a 429C. El cDNA asi sintetizado se guarda a -20°C.

3.4.5 Amplificacion cDNA de antigenas de clase I mediante PCR.

La estrategia seguida para la obtencidn del cDNA de antigenos de clase | se basa en la PCR,
que permite la amplificacién selectiva de fragmentos de DNA, mediante la utilizacién de pares
de oligonucledtidos especificos que hibridan en Jos extremos 5"y 3" del material a amplificar (195).
Asi, desnaturalizando el DNA de partida e hibridando con los oligonucleGtidos iniciadores, se
consigue, en presencia de una polimerasa termoestable. la sintesis de unz hebra complemeniaria
al DNA molde con cada iniciador, duplicando la cantidad de DNA especifico presente en la
muestra. Sometiendo la muestra a un nueve cicde de desnaturalizacién, hibridacién con los
iniciadores y sintesis de DNA por Ja polimerasa, se consigue la amplificacién exponencial del
DNa.

La especificidad de la reaccion es muy dependiente de las condiciones en que se lleva a cabo.
Tanto la eleccion en cada proceso. como los tiempos de cada paso, €] tampén de reaccion y las
cantidades de material de partida, van a determinar la especifidad y fiabilidad de la reaccién.
Debido a la maultitud de parametros que influyen en el proceso, se realizé I PCR en condiciones
estandar de temperaturas y tiempos de reaccién previamente estabiecidos (194) y que fueron
adaptados a nuestro sistema (termociclo programabie, Hybaid). Se usaron dos tampones estandar
de reaccign con diversas cantidades de cation Mg™, que determinan tanto la especificidad como

el rendimiento de la reaccidn.

Se usaron 2 oligonucledtidas que mapean en el extremo 5° de la regidn 3* no traducida (3
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UT RI) y en ¢l extremo 5° del exén 1 (5' LP HII). Dado que estas dos regiones son muy
homdlogas en todos los antigenos de clase I y que existen miltiples trénscritos de RNA
codificante de los diversas antigenos de clase I de la cflula (al menos 6 en una ctlula
heterozigota) no es posible el disefio de oliogonucledtidos que permitan ia amplificacidn especifica
de uno determinado. Ademds, aun cuando ello fuera posible en el caso de una combinacidn
concrets de antfgenos presentes en un individuo, Ia gran capacidad de esta técnica y las
condiciones superdptimas en las que se lleva a cabo, darfan lugar a ia amplificacidén de los
trénscritos codificantes de otros antfgenos HLA presentes en la célula; aunque en mepor
proporcidn que ¢l deseado, pero que impasibilitarfan la secuenciacién directs del material
amplificado. Es necesario, por tanto, clonar el material amplificado para la seleccidn del cDNA
que codifica para e! antigeno HLA-A2 (113). Por ello, los cligonucledtidos indicados presentan
un sitio de reconocimieato para la enzima de restriccién Eco RI (3° UT RI} y para Hind III (5
LP HII) que permite introducir e} DNA amplificado en los vectores adecuados.
Los tampones en los que se llevaron a cabo las reacciones fueron:
A - 10 mM Tris-HCl pH 83
- 50 mM KCl
- 0.01% gelatina
- MgCl, a diversas concentraciones: 0.5 mM, 1mM, 1.5 mM, 2 mM, 3mM y émM.
B:  -6mMTrisHQpH83
- 30 mM KC1
- 0.006 % gelatina
- 1.6 mM MgQl,

La reaccidn tiene lugar a partir del cDNA sintetizado a partir de 1-2 ug de RNA, en 50 ul
de] tampén elegido en presencia de una concentracién 130 M de dNTP, 1 mM de los
oligonuciestidos iniciadores y 125-25 U de la DNA polimerasa de Thermus aguaticus (Taq
polimerasa). Previamente a la adicién de la enzimna, la mezcla de reaccién se calienta a 95°C 5 min
para desnaturalizar el complejo RNA-cDNA.

La reaccidn se lleva a cabo en 30 ciclos de amplificacidn consistentes en:

- hibridacién de iniciadores: 220 seg 35.5°C )

- efongacién del DNA por la polimerasa: 10 min a 72°C

- desnaturalizacién del DNA sintetizado: 110 seg a 929C

Posteriormente se realiza un ciclo fina! de extensién en las mismas condiciones, pero con un
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tiempo de elongacidn de 15 min.
E! andlisis de la reaccién se realiza por electroforesis en gel de agarosa al 0.6% de 1/10 de
cada reaccién, para determinar el tamafio del material amplificado, y posterior Southern blof con
la sonda A2a2 para detectar la presencia de cDNA de HLA-A2 entre el material amplificado. -

3.4.6 Clongje del cDNA ampiificado por PCR

3.4.6.1 Aislamiento y clonaje en pUC.

Las reacciones de amplificacién que rinden una banda de un tamafio aproxizriado de 1.1kb, -
correspondiente al tamafio esperado del cDNA de trénscritos enteros de antigenos de clase I, y
que contiene HLA-A2 detectada por Southern blot, son cargadas en geles de a;garosa de bajo
punto de fusién y sometidas a electroforesis en las condiciones descritas. Se aisla la banda de 1.1
kb con Geneclean (Bio 101 Inc.) y se somete a digestién con 10 U de las enzimas Eco Rl y Hind
11 en un tampén 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 5 mM MeCl, 100 mM NaCl, 1 mM 2-mercapioeianol
durante 3 h a 37°C, L ' '

Paralelamente, 1-2 pg de pUC18 se digieren con 2 U de Eco Riy Hind ]]] ¢en las mismas
condiciones, para generar extremos compatibles donde introducir el material amplificado.

_Tras un proceso de extraccidn en fenol/cloroformo y cloroformo, y posterior precipitacién
con acetato sédico y etanol, se procede al ligamiento del material ampliﬁuad.ofoon 200-300 ng de
pUCI8, a distintas relaciones inserto/vector. La reaccién. tiene lugar.cn 0 y.lidel tam‘pdnv de
ligamiento con 1 U de T4 DNA ligasa (Boerhinger Manheim) a 15°C durante un minimo de 4h.
El tampén de ligamiento que se usa es el siguiente: ’

- 2mM ATP

- 66 mM Tris-HCI pH 7.5

- 5mM MgCl,

- 1mM DTE

Bacterias DH5 o F* competentes se transforman con 1/3-1/2 de cada reaccidn de ligamiento
en las condiciones descritas y se siembran en placas Petri de 10 cm con medio LB con IPTG, X-

gal y ampicilina, incubdndose 12 h a 37°C.

34.6.2 Aislamiento v seleccidn de colenias recombinantes.
Les colonias ransformadas con vectores recombinantes son seleccionadas por su coloracién.

blanca, frente a las que incorporan vectores sin inserto, que presentan coloracién azul.
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Estas colonias se transfieren simultineamente a dos placas de Petri, una con membrana de
nylon (Hybon-N, Amersham) colocada sobre el medio de cultive LB y otra de medio de cultivo
LB con ampicilina, gue servirdn para la identificacién de las colonias que presentan ¢cDNA de
HLA-A2 mediante hibridacién y para el crecimiento de las eolonias, respectivamente.

Tras incubar 12 h a 37°C, la placa normal se guarda a 49C y la membrana se procesa para
su hibridaci6n con a sonda A2a2, segin el protocolo siguiente (196):

- Desnaturalizacién en una solucisn 0.5 N N2OH, 1 M NaCL Smina T. A

- Neutralizacidn en 1 M TrissHCL 3 M NaCl Smina T. A

-Lavado en xSSC 5 mina T. A.

- Secado 30 min a T. A.

- Fijacién del DNA a la membrana durante 2 h a 80°C.

El filtro con el DNA de las colonias recombinantes es prehibridado 0.5-1 h a 10°C por
debajo de 1a temperaturs media de fusién de la sonda en las mismas condiciones descritas pars
el Southern blot. La hibridacién y lavados se realizan en las mismas condiciones, salvo que se
utiliza un temperatura de hibridacién 10°C por debajo de la Tm.

Las eolonias que presentan cDNA de HLA-A2 se crecen en 1 ml de medio LB y se congelan
a -70°C en 7% DMSO. Algunas de ellas se crecen en 10 ml de medio LB con ampicilina para el
aislamiento y subclonaje del vector.

3.4.7 Subclonaje en M13mpl8 del cDNA de A2 clonado en pUC.

Para facilitar la secuenciacidn del DNA codificante de A2, ¢l material donado en pUCy que
hibridaba con [a sonda espectfica de HLA-A2, se subciond en ia forma replicativa del fago
M13mp18, que ai infectar bacterias XL1-blue libera al medio un DNA monocatenario ficilmente
aislable y de alta pureza que permite su secuenciacién.

3.4.7.1 Aislamiento y subclonaje en M13 del DNA de A2 introducido en pUC.

Plasmidos recombinantes que contienen c¢DNA de HLA-A2 son aislados por
minipreperaciones, segin el método descrito. Mediante digestién con Eco Rl y Hind IT ¥
electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusién, se genera una banda de 1.1 kb
correspondiente al DNA de HLA-A2 clonado, que se aisla por ¢l método de Geneciean.

Cantidades variables de este DNA se ligan con 200 ng de M13mp18 RF tratado con Eco RI

y Hind IIT en las mismas condiciones que para el clonaje en pUC, procediéndose a la
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transformacion de bacterias XL1-blue competentes con 1/3-1/2 de la mezcla de ligamiento.
Mediante plaqueo en "top agar® con X-gal, IPTG y tetraciclina, e incubando 8 h a 37°C, se obtiene
un cesped bacteriano con placas de lisis generadas por el fago. .

3.4.72 Aislamijento y crecimiento de M13 recombinante. .

La presencia de X-gal e IPTG permite la seleccién de fago recombinante por 12 ausencia de
coior en las placas de lisis. El agar de estas zonas se recoge con pipetas Pasteur estériles y se
deposita en mbos Eppendorf con 0.5-1 ml de medio 2xYT, permitiendo la difusién del fago
durante 30-60 min a T. A, tras lo cual se guarda a 4°C, donde M13 es estable por tiempo
indefinido. ' ]

Para el crecimiento del fago se cultivan 50 ul de la dilucién de fago en 5 mi de 2xYT con
tetraciclina at que se Je afaden 200 sl de un cultivo XL 1-blue durante 6-8 h a 37°C. Las bacterias
se precipitan por cenirifugacion a 1000 g durante 5 min y el sobrenadante con ¢l fago se guarda

a 49C para su posterior uso.

3.4.8 Secuenciacitin de M13-A2. _
3.4.8.1 Aislamiento de DNA de M13-A2 monocatenario.

1.2 mi de fago obtenido como se detallz anteriormente, se centrifugan 5 min 8 11600 g para’ . -

eliminar las bacteria presentes. El sobrenadante se vuelve a centrifugar, recogiéndase el nuevo -
sobrenadante con cuidado para evitar la conlaminacién bacteriana.

A continuacién se afiaden 250 sl de PEG 6000 al 209, 25 M NaCl y se incuba 306 min a 0-
4°C, precipitdndose el DNA monocatenario por centrifugacién de 5 min a 11600 g a T. A. Se
retira el sobrenadante con cuidado, centrifugdndose nuevamente durante 10 seg para permitir la
retirada total de liquido.

Al precipitado de DNA se anaden 100 ul de una solucién 20 mM Tris-HCl pH 72, 02 M
NaCl 1 mM EDTA (o 100 4l de TE) y se extrae con 100 ul de fenol, agitando en vortex 1 min
y permitiendo la separacisn de fases durante 15 min a T. A. Se centrifugan S min a 11600 gy se
vuelve a extraer la fase acuosa con 100 ul de cloroformo, precipitdndose el DNA con acetato
sddico y etanol. El precipitado se lava con 100 4l de etanol al 90% v se disuelve én 10 ul de agua

bides.ilada, quedando listo para su secuenciacita.
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3.4.8.2 Reacclones de secuenciacidn.

La secuenciacién del M13-A2 monocatenario se realiz6 por et método de dideaxi (157),
utilizando el kit de Sequenasa (U.5.B.) y los oligonudedtidos descritos:

i- Hibridacién de [a mezcla:

- 7 ul de DNA de M13-A2

-2 ul de tampdn de secuencia (200 mM Tris-HCQl pH 7.5, 100 mM MgQ,, 250 mM
NzCl)

« 1 pl de oligonuclestido iniciador 05-2 uM

Se calienta durante 2 min a 65°C y se deja enfriar lentamente hasta menos de 35°C para
permitir 1a hibridacién del iniciador.

2- Reaccién de marcajes:

A la mezcla de hibridacién se adaden:

-l DTT 01 M

- 2ul mezcla de marcaje (1.5 uM dGTP, 1.5 uM dCTP, 1.5 M dTTF)

- 0.5 ul ¥S-dATP (actividad especifica 1000Ci/mmol)

- 2 ul Sequenasa diluida (3 U de Sequenasa en 10 mM Tris-HCL pH 7.5, 5 mMIY
0.05% BSA)

Se realiza la reaccidn de marcaje 2 T.A. durante 2-5 min.

3- Reaccifin de terminacion:

A 4 tubos conteniendo cada uno 2.5 uf de una mezcla de terminacién (solucién 80 uM de
cada dNTP, 50 mM NaCly 8 uM del dANTP correspondiente) se les aftaden 3.5 ul de la reaccién
de marcaje y se incuban durante 5 min a 37%C. La reaccidn se para afiadiendo 4 4l de una
solucién de parada que contiene 95% formamida, 20 mM EDTA, 0.05% azul de bromofeno! y
0.05% xilencianol.

La reaccidn de secuencia puede guardarse a 04°C hasta su mfga.

Para resolver compresiones en el gel de secuencia, se realizan secuencias con dITP, en las
que la mezcla de marcaje es 3 M dTTP. 1.5 xM JCTP, 1.5 xM dTTP y las mezclas de terminacidn
son 160 uM dITP, 80 M dATP, 80 xM dCTP, 80 xM JTTP, 50 mM NaCl y 8 uM del ddNTP

correspondiente.

3.4.8.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida para secuencia.
Las electroforesis se realizan en geles de poliacritamida de 0.4 mm de espesor y 40 ¢m de



62

longitud, compuestos de:

- 42% urea

- TBE (0.09 M Tris-borato, 0.002 M EDTA)

. 8%.acrilamida

- 0.05% persulfato aménico

- 0.03% TEMED

La electroforesis se realiza a potencia constante de 45 W, dando un voltaje de 1500-2000 V
¥ una intensidad de 35 mA en tampén TBE.

Una vez realizada la electroforesis, el pel se seca sobre papel Whatman 3M al vacio a 803C

y se autoradiografia en peliculas X-Omat de Kodak.
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4.RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACTION BIOQUIMICA DEL ANTIGENO HLA-A*0209 EXPRESADO EN
LA LINEA OZB.

Mediante 12 combinacién de TBF y de estudios de reactividad de CTLs alogénicos se
comprobé la existencia de 4 subtipos de HLA-A2: A2.1, A22 A23 y A2 4. Los tres primeros sop
distinguibles mediante IEF, siendo A2.2 una unidad de carga mds bésico que A2.1, y A2.3 una
unidad de carga mds 4dcido. A2.4 presents el mismo punto isoeléctrico que A2.1.

En el mismo estudio que definis estos subtipos (109), se detect6 2 existencia de una variante
del antigeno HLA-AZ2 que no se ajustaba a este patrin de carrelacién entre pl y reactividad frente
a CTLs. PBLs del individuo portador de ¢sta variante (OZB) eran reconocidos como A2.1* por
CTLs especificos de este subtipo, pero presentaba un pl una unidad de carga més dcida, idéntico
al del subtipo A2.3. En esta primera parte de la tesis hemos analizado esta variante de A2 con el
objeto de definir los cambios estructurales que determinan las caracterfsticas funcionales y
bioguimicas descritas.

1a estrategia seguida para el anélisis de la variante HLA-A2 expresada en la linea OZB, fue
la del mapeo peptidico comparativa con el antigeno A®0201 expresado en la linea JY, cuya

secuencia ¢s conocida (86).

4.1.1 Localizacién de un, dnico péptido de diferencia ente las moléaulas A2-OZR (A0209) y
A0201 en el dominio o3.

La comparacidn entre los antigenos A2-OZB y A*0201, se realizé mediante mapeo peptidico
comparativo con los aminoacidos Tyr, Ris, Lys, Pro, Leu y Ala, que cubren todos los péptidos
tripticos de la porci6n extracefular def antigeno HLA-A2

Los mapas de Tyr e His muestran la identidad de todes los péptidos que contienen estos
aminodcidos (fig. 4.1.1.A y B). Los mapas de Leu (fig. 4.1.2A), Lys (fig. 4.1.3.A) y Pro (fig.
4.1.3.B) muestran la presencia de un pico de diferencia de *H (picos L3, K5 y P5, respectivamente)
y un pico de diferencia de “C (pices L4, K6 y PG, respectivamente), que eluyen en posiciones
apdlogas en los tres mapas (fracciones 68-70 para el pico de diferencia de *H y 74-76 para el de
“C). El mapa de Ala presenta un dnico pico de diferencia de “C (AS) que eluye en la posicién
76. pero carece de pico de diferencia de *H (fig. 4.1.4).

El pice de diferencia de *H L3, que contenia también radioactividad de “C, fue purificado

en gradiente de TFA. mostrando la presencia de un inico pico de diferencia de *H. L3.2. v un pico
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idéntico que coeluye en el mapa de Leu (fig. 4.1.2.B).

Estos datos indican la existencia de un tinico péptido de diferencia entre las dos moléculas,
que contiene Leu, Lys y Pro, pero que no contiene His ni Tyr. La ausencia de un pico de
diferencia de "H en ef mapa de Ala, indica que este péptido contiene Ala en la molécula de
A*0201, pero no en la de A2-OZB, que habrfa sido sustituida por otro aminoscido.

La secuencia radioquimica de los picos L3.2 y L4 indica que e péptide de diferencia
contienc Leu en la posicidn 11 (fig. 4.12.A). El pico L4 presenta, ademds, radioactividad de *H
¥ “C en el ciclo 2, debido a la presencia de un péptido idéntico contamindnte, pues no existe
ningiin péptido triptico de la molécula de A2 que tenga Leu en las posiciones 2 y 11 (table IV).
El unico péptido triptico que presenta Ley en la posicién 11 es el que cubre los residuos 220-
243 (DGEDQTQDTELVETRPAGDGTFQK), que contiene residuos de Pro, Lys y Ala, pero no
de Tyr ni His. Por tanto, el tinico péptido de diferencia entre los antigenos A2-OZB y A*0201 es
el péptido 220-243 que se localiza en ¢l dominio a3. La ausencia de un pico de diferencia de 'H
en ¢f mapa de Ala indica, ademds, que en la molécula A2-OZB debe haber al menos un cambio,
localizado en el residuo 236 (Ala en A*0201).

4.12 Delimizacitn de ka regidn de diferencia al p#ptido 233-243.

El anlisis radioquimico de la estructura primaria del péptide 220-243 requiere, dado su gran
tamafio, la fragmentacidn en péptidos menores que posibilite la secuenciacién radioquimica del
péptido marcado con los distintos aminodcidos. Dada la presencia de un enlace parcialmente
resistente 2 la hidrdlisis triptica en la molécula de A*0201 (Argn-Prog), se intentd su ruptura en
condiciones mas drésticas de reaccién, Puesto que ¢l péptido 220-243 contiene 4 residuos de Thr
distribuidos a ambos lados del enlace, se realizé el mapa correspondiente a este aminadcido con
el objeto de delimitar la zona de diferencia entre los dos antigenos.

Como se esperaba, los Gnicos picos de diferencia presentes en el mapa de Thr, T4 y T3, son
los que corresponden a los péptidos 220-243 de las moléculas A2-OZB y A*0201 (fig. 4.1.5).
Ambos picos fueron recogidos y digeridos conjuntamente con tripsina a una relacién -
enzima/sustrato de 1:5 y recromatografiados (fig. 4.1.6.A). En el cromatograma se observa una
digestion parcial del péptido de “C correspondiente a A*0201, pero no del péptido vari.ante.- La
digestidn 2 una relacion enzima /sustrato de 1:1 revela la total hidrélisis de enlace Arg,,-Pro., de
A*0201, pero la absoluta resistencia a la misma de ta molécula variante (fig 4.1.6.B). Realizamos

entonces una digestion con clostripaina. enzima que presenta especificidad de Ridro6lisis del enlace
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Tabla IV. Péptidos tripticos de la molécula de HLA-A2",

‘GSHSMR®
YFFTSVSR*PGR"

“GEPR®
ZF[AVGYVDDTQFVR®
*FDSDAASQR™

“MEPR"
*APWIEQEGPEYWDGETR®
“KVK*

*AHSQTHR™

*VDLGTLR®
®GYYNQSEAGSHTVQR”
*MYGCDVGSDWR™
WELR

TGYHQYAYDGK™
EDYIALKT #EDLR™
HSWTAADMAAQTTK™
WHEK™ "WEAAHVAEQLR™
SAYLEGTCVEWLR™.R'™
YL ENGK™

METLQR™

"“TDAPK™
WTHMTHHAVSDHEATLR™
WCWALGFYPAEITLTWQR™
2RGEDQTQDTELVETR™ ®PAGDGTFEK®
WAAWVVPSGQEQR™
FYTCHVQHEGLPK™ *PLTLR™

*) Se indica la posicidn de ruptura posible con tripsina y el péptido de mayor rendiriento (en
cada linea) en aquellas localizaciones donde se produce ruptura parcial.
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peptidico del extremo C-carboxilo de 1a Arg (187), obteniéndose ¢l mismo resultado (fig. 4.1.6.C).
Estos resultados demuestran que los cambios en Ia molécula de A2-OZB aumentan la resistencia
a la hidrélisis del enlace Arg, Pro,, que no pucde ter procesado por las endopeptidasas
especificas de residuos basicos en las condiciones més drédsticas.

Disefiamos entonces una estrategia basada en el procesamiento del péptido 220-243 con la
proteasa VB de Staphilococus Aureus, que hidroliza enlaces peptidicos en les extremos C.
caboxilicos de residuos de Glu, y en condiciones especiales o més drésticas de reaccién, los de Asp
(188, 189). '

La digestién conjunta de los picos T4 y T5 con V8 generd 2 picos idénticos (TV1 y TV2),
un pico de diferencia de *H (TV3) y otro de *C (TV4) (fig 4.1.7.A). Las secuencias radioquimicas
que se representan en la fig, 4.1.7.B muestran la presencia de Thr en las posiciones 3 y 6 de los
picos TV1 y TV2, lo que indica que corresponden a péptidos idénticos en ambas moléculas que
comienzan en la posici6n 223. Las secuencias de los picos TV3 y TV4 muestran la presencia en
los ciclos 1 y 8 de radioactividad de *H y “C respectivamente, indicando que corresponden a los
péptidos 233-243 de A2-OZB y A*0201, respectivamente (TRPAGDGTFQK en A*0201).

A continuacién se obtuvo el mapa triptico de Val (fig 4.1.8.A), aisldndose los dos picos de
diferencia V4 y V5, que fueron sometidos a digestidn con V8. El cromatograma correspondiente
muestra la presencia de dos picos idénticos, VV1y VV2 (fig. 4.1.8.B). La secuencia del pico VV1
demostrd la existencia de Val en la posicién 2, que corresponde al péptido 230-232 (LVE), no
detectado en el marcaje con Thr por carecer de este aminoécido. VV2, en cambio, que eluye en
la misma posicidn que TV2, exhibe radicactividad en el ciclo 9, correspondiente al péptido 223-
232 (DQTQDTELVE) generado por ruptura parcial del enlace Glup,-Leuy, Por tanto, el pico
TV2 corresponde, andlogamente, al péptido 223-232, mientras que TV1 constituye el pico del
péptido 223-229.

Los péptidos de Thr y Val generados por el tratamiento con V8 cubren todo el péptido
iriptico de diferencia 220-243, excepto el tripéptido 220-222 (DGE), mostrando que ¢l segmento
223-232 es idéntico en los 2 antigenos comparados.

Para completar el andlists de todos los péptidos generados por V8 a partir del péptido
triptico 220-243, se repiti6 esta estrategia iras el marcaje con Asp. Debido a! bajo nivel de
incorporacién metabdlica de este aminoacido, no fue posible realizar el mapa triptico comparativo,
sino que los dos antfgenos fueron marcados con *H-Asp, digeridos con tripsina y cromatografiadas

separadamente (fig. 4.1.9. A v B). Los picos D5 de ambos mapas fueron digeridos con V8 y
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recromatografiados separadamente. La fig. 4.1.10.A muestra la representacién superpuesta de los
dos cromatogramas, en la que se observa la existencia de 2 picos idénticos, DV1y DV2, ylos 2
picos de diferencia correspondientes a los péptidos 233-243 de A2-OZB (DV3) y A*0201 (DV4).
Puesto que el Asp estd presente en el tripéptido 220-222, no mapeado hasta el momentio, y no se
habia detectado ningln pico nueve, era previsible que este péptido coeluyese con aiguno de los
péptidos ya cubjertos. Al ser un péptido de pequefio tamafo y con 4 cargas netas, debfa
interaccionar minimamente con el soporte cromatogréfico utilizado, por lo que sospechamos debia
estar presente en el pico DV1. Por ello, los picos DV1 de las dos moléculas fueron fraccionados
en gradiente de TFA separadamente, obteniéndose 4 picos. La representacién conjunta de Jos dos
fraccionamientos muestra la identidad de los 4 picos en las dos moléculas comparadas (fig.
4.1.10.B). La secuenciacién de los picos mas sobresalientes, DV1.1 y DV1.3, mostrd la presencia
de radicactividad en el ciclo 1 y en los ciclos 1 y 5, respectivamente, correspondiente a los
péptidos 220-222 (DGE) y 223-229 (DQTQDTE), respectivamente. El resto de los picos no fue
analizado. La multiplicidad de picos se debe, probablemente, a rupturas parciales en los enlaces
de Asp, que también son sensibles a la hidrélisis por V8, aunque su ruptura total requiere otras
condiciones de reaccién. DV2, que eluye en la misma posicién que TV2 y VV2, presenta, asi
mismo, radioactividad en los ciclos Iy 5, correspondiente al péptido 223-232, obtenido por ruptura
parcial. El pico DV3, equivalente a TV3, presenta Asp en la posicidn 6, confirmando la presencia
de este aminodcido en e péptido 233-243 de A2-OZB.

De todos los datos expuestos, se deduce que el Gnico péptido de diferencia entre los
antigenos HLA-A2 expresados en las lineas OZB y JY, es el que cubre los residuos 233-243.

4.1.3 Identificacién de un tnico cambip de Ala—>Glu en la posicién 236 de la variante A2-
OZB (A*0209).

De los datos expuestos hasta €l momento se deduce que la molécula de A2-OZB se
diferencia de A*0201 Gnicamente en el péptido 233-243, existiendo al menos un cambio en la
posicidn 236. Adem4s, puesto que A2-OZB es una unidad de carga mis 4cida, y teniendo en
cuenta la total resistencia a la hidrélisis del enlace Arga.-Pro, se sospeché la existencia de un
cambio de la Ala,, 2 un residuo de Glu (hemos visto como el Asp no estd presente en. esa
posicién del pico DV3) o bien un cambic adicional en la Arg,,,.

Para analizar la primera posibilidad, realizamos el marcaje con Gln, que sufre

interconversién metabélica a Glu (185), suplementada con 300 pCi de *H-Glu en el caso de OZB.



)

34 DPM x10°2(

e L o o T B A £t S RN,
Dv1 — A..‘4
ASP-VE Dvia ovia
o) ameem T b |
- =~}
E . . -
L o LS
DvV3 = pva ] oOva 2
50 100 150 200
B
DVI-TFA E

A%0209-02B [—}
ARQZOI-JY  {---)

3H DPM x10-2{—)
3H DPM x10-2(—)

50 o 150

Fracoitn N2

Figura 4.1.10- A) Representacién superpuesta de los cromatograma correspondientes a las
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A2-OZB y A*0201. Incluye la secuencia radioquimica de los picos DV1.1, DV13, DV2 y DV3.
B) Representacion superpuesta de las purificaciones en gradiente de TFA de los picos DV1 de
los mapas de la figura A.
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Del mapa correspondiente (fig. 4.1.11.A), los picos Q7 y Q8 fueron tratados conjuntamente con
V8 y recromatografiados. Se obtuvieron 3 picos idénticos (QV1, QV2 y QV3), un pico de
diferencia de H, QV4, y un pico de diferencia de “C, QV5 (fig. 4.1.11.B). Anilogamente al pico
DV1, QV1 fue fraccionado en TFA, obteniéndose 5 picos idénticos (fig. 4.1.11.C), de Jos cuales
fueron secuenciados los picos principales. QV1.1, equivalente en su posicidn de elucién a DV13,
liberaba radioactividad en los ciclos 2, 4 y 7, indicando que s¢ trataba del péptido 223-229
(DQTQDTE). El bajo nivel de radioactividad de! ciclo 7 indica la presencia de un residuo de Glu,
que incorpora mucha menor radioactividad que la Gln. QV1.2 estaba marcado en las posiciones
3, 5y 7, con menor radioactividad en el ciclo 3, lo que indica la presencia de Glu. Por tanto,
QV1.2 corresponde al péptido 220-229 {DGEDQTQDTE) generado por la hidréiisis parcial del
enlace Glu,,,-Asp,,. Los picos mincritarios observados, deben generarse en la ruptura parcial de
los enlaces de Asp, como va hemos comentado.

El pico QV2, que ejuye en la misma posicidn que VV'1, presentz radioactividad en el ciclo
3 de la secuencia, por lo que se trata del péptido 230-232 (LVE). QV3, por tratarse de un péptido
parcial de bajo rendimiento, no pudo ser secuenciado. Los picos de diferencia QV4 y QVS5, que
eluyen en posiciones equivalentes a TV3 o DV3 y TV4 o DV4, respectivamente, corresponden a
los péptidos 233-243 de A2-OZB y A*0201 (TRPAGDGTFQK). La secuencia de QV4 muestra
radicactividad en los ciclos 4 y 10. La liberacién de radioactividad en el ciclo 10 indica ia presencia
de la Gin,,, en el péptido de A2-OZB. La cantidad de radioactividad liberada en el ciclo 4 revela
que este residuo estd mucho menos marcado que el de la posicién 10, pues de lo contrario, el
rendimiento repetitivo en cada ciclo de secuenciacién habria sido del 97%, cuando el valor medio
obtenido habitualmente se sitfia en el 88%. Ademds, el péptido termina en la posicién 11 con un
residuo de Lys, que induce la pérdida en los lavados de los péptidos cortos, disminuyendo
notablemente e} rendimiento aparente de la reaccién de Edman (185). Por tanto, al igual que en
las posiciones 3 y 7 de los pices QV1.2 y QV1.1 respectivamente, se asigné un residuo de Glu en
la posicién 4 del péptido. Esto indica la sustitucién de Ala por Glu en la posicién 236 de la
molécula de A2-OZB.

Para completar la secuencia del péptido de diferencia 220-243 de la variante OZB, se
realizaron Jos marcajes con Phe, Ser y Arg. E! mapa de Phe se realizé, andlogamente al caso de
Asp, mediante mar;".'ije con *H-Phe de las lineas JY y OZB y el procesamiento separado de los
antigenos A2, representdndose conjumtamente el mapa triptico obtenido en cada caso (fig.

4.1.12.A). Los picos de diferencia de cada mapa (F2 y F3 en la representacién conjunta) fueron
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Purificacién en gradiente de TFA del pico QV1.
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digeridos con V8. Como hasta ¢! momento no se habia observado nunca la hidroélisis del enlace
Glup,-Glyx, de 1a variante OZE, tratamos los dos péptidos en condiciones méis drésticas, con una
tercera adicion de V8, para forzar la hidrélisis de dicho enlace. El &omatograma conjunto (fig.
4.1.12.B) muestra la presencia de 2 picos de diferencia de *H, debidos a la ruptura parcial del
enlace. As, FV1 presenta radioactividad en el ciclo 5 de su secuencia radiogufmica,
correspondiente al péptido 237-243 (GDGTFQK), y FV2 en &l ciclo 9, correspondiente al péptido
233243 (TRPEGDGTFQK). El tnico pépido de diferencia de "“C, FV3, presema Phe en la
posicién 9, correspondiente al péptido 233-243 de A*0201 (TRPAGDGTFQK).

Con el objeto de conseguir la ruptura total en el Glu,, se realizé un marcaje de la Hnea
OZB con *H-Thr, aisléndose el péptido 220-243 del mapa triptico. El péptido fue digerido con V8
en las condiciones habitusles, generdndose los mismos picos de "H que en la fig. 4.1.8.A. El pico
TV3, correspondiente al péptida 233-243, fue entonces tratado con VE en un tampdn 50 mM de
fosfato s6dico a pH 7.8, en el cual se produce la hidrélisis tanto de los residuos de Glu como de
Asp (188). La digesti6n se realizd con 3 adiciones sucesivas de VB a una relacidn enzima/sustrato
de 1:5, con periodos de incubacidn de 12 h. a 37°C, En estas condiciones, conseguimos la ruptura
tota] del enlace Glun,-Gly,.: ¥ la parcial del enlace Asp.,-Glyp,,. generdndose 3 picos (fig. 4.12.C).
As{, el pico TV3VI1 presenta radioactividad en el ciclo 1, correspondiente al pépido 233-236
(TRPE). El pico TV3V2 presenta Thr en la posicién 4, correspondiendo al péptido 237-243
(GDGTFQK). El pico TV3V3 representa la ruptura parcial del enlace 238-239 que genera el
péptido 239-243 con Thr en la posicién 2 (GTFQK). De esta manera, se confirma la presencia
de Glu en la posicidn 236 de A2-OZB.

El mapeo de los residuos de Gly se realiz6 aprovechando el alto nivel de interconversién
metabdlica que sufre la Ser por la pérdida del fragmento monocarbonade, en una reaccidn
catalizada por la enzima serina-hidroximetil-transferasa (198). El nivel de interconversién en estas
ineas celulares osclla entre el 30-50% de la serina incorporada (185). Dada la diferente
distribucién isotdpica de los dtomos de 'H y “C en la molécula de Ser, determinada por la
presencia uniforme de “C en los tres carbonos de Iz molécula y la presencia de 'H unido
Unicamente al CB, s6lo se genera Gly radioactiva en el marcaje con “C-Ser. Por tanto, parz
localizar las Gly del pépiido de diferencia, la linea OZB fue marcada con *H-Ser y “C-Ser,
reatizindose el mapa éomparativo entre los antigenos A2-OZB procedentes de los des marcajes
(fig. 4.1 13.A). El pico de diferencia de “C. G1, generado por la presencia de Gly en el péptido
220-243 y la ausencia de Ser, fue aislado y digerido con V8, obteniéndose 2 picos (ﬁg. 4.1.13B).
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GV1 presenta radioactividad en el ciclo 2 correspondiente al péptido 220-222 (DGE). GV2, que
eluye en las mismas posiciones que TV3, DV3 y QV4, mostré la presencia de Gly en las
posiciones 5 y 7 del péptido de diferencia 233243 de A2-OZB, confirmando la presencia de la
Glyz, y Glyam

Para establecer la presencia de la Arg.,, se realiz6 el marcaje de OZB con *H-Arg ¥ se aislé
el pico R12 que eluye en la fraccidn correspondiente al péptido 220-243 de A2-OZB (fraccién 71,
fig. 4.1.14.A). La secuenciacion del péptido RV obtenido en el tratamiento con V8 (fig. 4.1.14.B),
mostrd ia presencia de radioactividad en el ciclo 2, conﬁrm#ndo la presencia de la Arg,, en el
péptido 233-243.

Los picos PS y P6 del mapa de Pro (fig. 4.1.3.B) fueron tratados con VB, generando 2
péptidos de diferencia correspondientes a los péptidos 233-243 de las dos moléculas (fig. 4.1.15).
La presencia de radioactividad en ef ciclo 3 de la secuencia de ambos péptidos, confirma su
adscripcién ¥ la presencia de la Pro,, en la molécula de A2-QOZB.

Asi pués, se pudieron asignar directamente, mediante secuenciacién radioquimica, los
aminodcidos presentes en todas las posiciones del péptido de diferencia de A2-OZB (220-243),
como se representa en la fig. 4.1.16. Tan sélo la Lys,, no fue asignada directamente por la
dificultad de secuenciar este residue localizado en Ia dltima posicién. St adscripeién se realizé en
base a la presencia de Lys en el correspondiente péptido triptico (fig. 4.1.3.A) y su ausencia en
otra posicidén del péptido.

Todos Jos datos expuestos, demuestran la existencia de un finico cambio en la posicién 236
de la molécula de A2-OZB, consistente en ia sustitucién del aminodcido Ala presente en A®0201
por un residuo de Giu. La molécula asi caracterizada, fue designada por el comité de

nomenciatura de la OMS como el aloantigeno A=0209 (57).
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42 BASES MOLECULARES DE LA REACTIVIDAD DE LA LINEA ALOGENICA
ESPECIFICA DE HLA-A2, CTL14. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LOS ANTIGENOS HLA-A2
EXPRESADOS POR LAS LINEAS CELULARES SCHU, ARC Y ESST.

La estimuiacién en cultivos mixtos de linfocitos {CML) de¢ respondedores HLA-AZ por
estimuladores HLA-A2.4* permitié la obtencién de lineas policlonales alogénicas especificas de
HLA-AZ cuyos patrones de reactividad frente a HLA-A2.4 revelaron la heterogeneidad de este
subtipo {fig. 4.2.1) (109). La reactividad de las lineas CTL12, CTL13, CTL14 y CTL15 definié¢ 1a
existencia de 3 subtipos de HLA-A2.4 presentes en las lineas celulares CLA (A*0206), KNE
(A*0207) y KLO (A*0208) {tabla V) que fueron posieriormente caracterizados (118, 120, 121).
La linea CTL14. generada en un CML de un respondedor HLA-A1, 30, B8, 27 frente al
estimulador KNE (HLA-AL 2, B8.27) reconocfa la lineas KNE (A™0207) y CLA (A'0206). pero
ro reconocfa KLO (A*0208) ni SCHU {A24). Asl mismo, reconocia una fraccién de células
HLA-A2.1", lo que sugeria la existencia de 2 subgrupos dentro de este subtipo.

En esta segunda parte de la presente tesis, hemos pretendide analizar !a base molecular de
la reactividad alogénica de la linea CTL14, mediante el andlisis de los antigenos HLA-A2
reconocidos diferencialmente. Por ello, hemos estudiado los antfgenos HLA-AZ2 expresados por
las lineas SCHU (antigenc A2.4 no reconocido), ESST (antigeno A2.1 no reconacido} y ARC

(antigeno A2.1 reconocido).

Tabla V. Patrones de reactividad de CTLs dirigidos frente a individuos del subtipo AZ.4.*

Individue  Subtipo CTL12 CTL13 CTL14 CTL1S

CLA A*0206  + + + +
SCHU + + - +
KNE A*0207T  + - + .
KLO A*0208  + . - -

* Adaptado de la ref. 109.
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4.2.1 Andlisis estructural del antipeno HLA-A2 expresado en la linea SCHU.

La estrategia seguida para el estudio dei antigeno HLA-A2 de ia linca SCHU fue el mapeo
peptidica comparativo con antigenos HLA-A2 de secuencia conocida, de forma aniloga al estudio
realizado con e| antigeno HLA-A®020% de OZB. l

La diferencia fundamental se centra en que logramos el marcaje metabélico de las lineas
celulares con *H-Arg y “C-Arg lo cual permitié la comparacidn de los dos antigenos realizando
inicamente los mapas de Lys y Arg, que cubren la'totalidad de los péptidos tripticos de la
molécula. De esta manera se pueden detectar répidamente las diferencias entre las dos moléculas
analizadas € inferir, por la posicién de elucién de los picos de diferencia, los posibles péptidos a

los que corresponden.

4.2.1.1 Mapeo peptidico comparativo entre los antigenos HLA-A2 de SCHU y A*0201.

Mediante los mapas wipticos de Lys y Arg comparamos los antigenos HLA-A2 expresados
en las lineas SCHU ({A2.4) y JY (A*0201). Como se puede apreciar en la fig. 4.2.2, no existe
ninguna diferencia en los péptidos que contienen Lys entre las dos moléculas. En cambio, en €l
mapa de Arg se detectan 2 picos de diferencia de *H, R20 y R22 y otros 2 de ¥C, R21 y R23 (fig.
4.2.3.A). La purificacién del pico R20 en gradiente de TFA (fig. 4.2.3.B) muestra la existencia de
un pico de diferencia de*H, R20.1, que coeluye con un pico idéntico en el mapa de Arg, lo que
justifica la presencia de *H y “C en dicho pico.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio sugerfan que estos picos podrian
corresponder, por su posicidn de elucién, a los péptidos 7-14 ¥ 7-17 (YFFTSVSRPGR), que se
generan por hidrélisis parcial del enlace Arg,.-Pro,, resistente a la hidrélisis por tripsina (118).
Para corroborar esta hiptiesis se realizé el marcaje con Tyr. El mapa triptico correspondiente (fig.
4.2.4.A) muestra la presencia de 2 picos de diferencia de 'H, Y16 y Y18, y otros 2 de C, Y17y
Y19, en posiciones andlogas a los del mapa de Arg, como habfames supuesto. La purificacién del
pico Y16 muestra, al igual que el caso de R20, Iz presencia de un pico de diferencia de H, Y15.1,
¥ un pico idéntico de *H y "C, que coeluyen en el gradiente de acetato aménico/acetonitriio (fig.
4.24.B).

A su vez, la purificacién del pico Y17 genera un pequefio pico de diferencia de “H. Y17.1,
un pi&"o de diferencia de-“C que también contiene *H, Y17.2, y un pico idéntico Y17.3 (fig.
4.24.C) lo que evidencia la coelucién de diversos péptidos en el gradiente de acetato

amdénico/acetonisrilo,
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La secuenciacién radioquimica de los picos Y16.1 e Y18 revela la presencia de Tyr en
losciclos 1 y 3 (fig 4.24.A). De todos los antigenos HLA-A2 de secuencia conocida, los dnicos
péptidos tripticos con Tyr en las posiciones 1 y 3 son los que cubren los residucs 7-14 y 7-17 de
los antigenos A*0205, A*0206. A*0208 y A*0210 (117, 118, 121, 122). Todos los demds antigenos
A2 presentan Phe en la posicitn 9 de la molécula. lo que sugiere que A2-SCHU difiere de A*0201
en un cambio de Phe-->Tyr en dicha posicién.

También se secuenciaron los picos de diferencia obtenidos en la purificacidn de Y17 (fig.
4.2.4.C). El pico Y17.1, obtenido en muy bajo rendimiento. presenta radioactividad de "H en las
posictones I y 3, confirmando {a secuencia obte_m'da en YI6.1 y Yi8, lo que sugiere que se (rata
de una pequefiz contaminacién de uno de estos‘ picos. Por su parte, el pico Y17.2 presenta
radjoactividad de >H v “C en el ciclo 1. pero en una relacién 'H/"C de 1:2, muy inferior a la
mantenida en la obtencién del mapa triptico (1,5:1), lo que sugiere la presencia de un pico de
diferencia de *C coeluyendo con un pico idéntico de *H v “C. Por tanto, este pico debe contener
el péptido 7-17 de la molécula de A*0201, que presenta “C-Tyr Gnicamente en la posicién 1, ¥,
probablemente, el péptido 257-268 de A2.SCHU v A*0201 que también contiene tinicamente Tyr
en la posicién 1. siendo ambos péptidos inseparables en las condiciones cromatogréficas resefiadas.

La ausencia de otros péptidos de diferencia sugeria que A2-SCHU debfa ser similar 2
A*(206 (linea CLA), que difiere de A*0201 en un dnico cambio de Phe~>Tyr en la posicién 9
de la molécula (118), por lo que procedimos 2 Ia comparacién c-:lirecta de ambas moléculas.

4.2.1.2 Mapeo peptidico comparativo entre los antigenos HLA-A2 de SCHU y A*0206.

La comparacién entre los antigenos A2-SCHU y A*0206 se realizéd mediante ¢l marcaje con
Lys y Arg, cuyos mapas tripticos demuestran la absoluta identidad entre las dos moléculas (fig
425A y B). Para comprobar el cambio detectado, realizamos el mapa comparativo
correspondienie al marcaje con Phe, que corrobora la identidad entre ambas moléculas (fig. 4.2.6).
Puesto que apenas se detecta el pico andloge 2 los picos R22 y Y18 (péprido 7-14), se realiz6 la
secuencia radioguimica del pico de la posicidn 174, que corresponde 2 los picos citados (pico F5).
La presencia de radioactividad de "H y “C tnicamente en ¢l ciclo 2 demuestra la presencia del
péptido 7-14 en el cromatograma y la presencia de Phe tnicamente en la posicidn 8 de las
moléculas A2-SCHU y A*0206 y su ausencia en la posicidn 9, que cambia a Tyr respecto de fa
secuencia de A*0201. como ya habifamos demostrado. Asi pues. los antigenos HL A-A2 expresados

por las lineas SCHU v CLA son indistinguibles por mapeo peptidico comparative, lo que sugiere
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que la diferenciacién funcional establecida por CTL14, debe basarse en diferencias entre los PBLs

de los individuos analizados no presentes en la estructura primaria del aloantigeno reconocido.

422 Andlisiy extructural de los antigenos HLA-A2 expresados en las neas ARC y ESST.

La identidad mostrada entre los dos antigenos HLA-A2.4 reconocidos diferencialmente por
la linea CTL14 sugerfa la posibilidad de que esta linea distinguiese entre los antigenos A2.1 del
panel de PBLs analizados en base a otros factores diferentes de la estructura primaria de estos
antigencs. ]

Para analizar esta posbilidad, procedimos al estudio de los antigenos HLA-A2L
provenientes de los 2 subgrupos diferenciados por CTL14. Para ello, aislamos los antigenos de jas
lineas ARC y ESST, derivadas de linfocitos reconocidos y ne reconocides, respectivamente, por
CTL14 y los comparamos con ¢ antfgeno A*0201.

La fig. 42.7 muestra la comparacion de A2-ARC con A*020] mediante marcajes con Lys
(A) y Arg (B). Ambos mapas son idéaticos entre las dos moléculas, lo que sugiere que ¢l antlgeno
HLA-A2 expresado en ARC es idéntico a A*0201.

La comparacién de A2-ESST con A™0201 se realizé de manera andloga mediante los mapas
tripticos de Lys {fig. 4.2.8.A) y Arg {fig. 4.2.8.B) que muestran la identidad entre ambas moléculas.

Asf pues, los antigenos HLA-A2.1 expresados por las lineas ARC y ESST distinguibles
funcionalmente por CTL14, son idénticos entre 8f en base a la identidad de ambos con A*0201
expresado en JY. CTL14 parece distinguir, por tanto, entre las células HLA-A2.1* en base a
diferencias no atribuibles a la secuencia de aminoicidos del aloant{geno expresado por dichas
células.

4.2.3 Secuenciacidn del cDNA codificante del antierno HILA-A2 expresado en la Unea SCHU.

El mapeo peptidica comparativa es una téenica analftica de gran sensibilidad que ha
permitido la determinacién de cambios muy conservativos entre proteinas que difieren en un
reducido nimero de aminodcidos. La secuenciacién del DNA codificante de algunas de estas
proteinas, ha corroborado totalmente la secuencia de aminodcidos determinada por esta técnica,
demostrando su alto nivel de sensibilidad y fiabilidad {119, 199, 200). Sin embargo, es claro que
no puede excluirse formalmente la posibilidad de cambios altamente conservativos entre las
proteinas analizadas que no afecten a la interaccitn con el soporte cromatogréfico del péptido

correspondiente, 0 que tengan lugar en péptidos obtenidos en muy bajo rendimiento que puedan
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ser enmascarados en el perfit cromatogréfico por péptidos de mayor rendimiento. Para poder
demostrar la identidad entre las moléculas A2.SCHU y A*0206, fue necesario acudir a la
secuenciacién del cDNA codificante del antigeno HLA-A2 expresado en SCHU.
La estrategia seguida para eflo fue la amplificacién, mediante PCR, de transcritos enteros
de mRNA codificante de antigenos de clase 1. La homologia existente entre los alelos de clase I
¥ las caracterfsticas de la reaccién de amplificacién no permiten la amplificacién especifica del
cDNA del alelo deseado. Por ello es necesario clonar el material amplificado para la seleccidn del
¢DNA que codifica para el antigeno HLA-A2.

4.23.1 Obtenci6n y secuenciacién de cDNA del antigeno HLA-A2 de la linea celular SCHU.

Se aisld RNA citopldsmico a parii: de 5x10° células, obteniendo 46 ug de RNA. 13 ug fueron
utilizados para la obtencién de cDNA, del cual se amplificaron 5 alicuotas conteniendo 1/7 del
cDNA sintetizado {unos 2 ug originales de RNA) en el tampén A {ver materiales y métodos) a
diversas concentraciones de catién Mg" con 25 Ulde"_'I‘aq polimerasa en presenciz de una
concentracién 130 M de dNTPs. Otra aljcuota fue amplificada en el tampén B (materiales y
métodos) en las mismas condiciones. Como puede apreciarse en la fig. 4.2.9, tan sélo la alfcuota
amplificada en el t'ampén B gener6 cantidades suficientes de material amplificado de un tamaho
compatible con <l cDNA de antigenos de clase 1 (1.1 kb). El anlisis por Southern blot muestra
1a presencia de cDNA especifico de HLA-A2 entre el material amplificado (fig. 429B). Conun
tiempo mayor de exposicién se detecté la presencia de material amplificado especifico de A2, en
Ios pocillos 3 y 5 correspondientes 2 amplificaciones en tampén A en presencia de concentraciones -
1y 3 mM de MgCl, Se comprueba, por tanto, corno las condiciones espectficas en las que se lleva
a cabo la reaccién de amplifieacion. determinan absolutamente su rendimiento, para un mismo
tipo de DNA molde.

El material amplificado en el tampén B fue sometido a electroforesis en geles de agarosa
de bajo punto de fusidn (fig 4.2.9.C) y la banda de > 1 kb fue aislada por el método de Geneclean,
procediéndose a su digestién con 20 U de Eco Rl.y Hind II. Cantidades variables de} material
digerido (20-50%)-fueron ligadas con 100 ng de pUCI8 tratado con Eco Rl y Hind L
realizdndase el clonaje mediaﬁle transformacién de bacterias DHS a F'. Se obtuvieron 122
colonias recombinantes, de las cuales 89 contenian DNA especifico de A2 (fig. 42.10.A).

Cinco colonias diferentes que resultaron positivas en la hibridacién con la sonda A2a2

(colonias Al, C1. E9. E16 y F3) fueron crecidas v el pldsmido recombinanie aislado en las
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Figura 42.9- A) Electroforesis en gel de agarosa de alfcuotas de las amplificacidn por PCR del
cDNA de SCHU. Los pocillos 1, 2, 4, 5, 6 y 7 contienen las PCR realizadas en el tampén A en
presencia de concentraciones 0.5, 1, 1.5, 2, 3 y 4 mM de Mg,CL La reaccién PCR3 se realizd en
<l tampdn B y es la Gnica que presenta material amplificado del tamafio correspondiente al cDNA
de antigenos de clase I. Se indica la posicién de marcadores de DNA con un tamaiio de 1019 y
1615 pb. B) Southern blot del gel anterior con la sonda especifica A222. C) Gel de agarosa de
bajo punto de fusién con el material amplificado en PCR3.
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Figurz 4.2.10- A) Hibridacién con la sonda A2a2 de las colonias bacterianas portadoras de
plasmide recombinante obtenido por clonaje en pUC del material amplificado en la PCR3 de la
figura 4 2.9. La flecha indica la posicién de una colonia que contiene un pldsmido de pUC con
el cDNA de A®0201, come control positivo de la hibridacién. B) Gel de agarosa que muestra la
banda de ¢DNA de A2 de 1.1 kb, obtenida a partir de los clones Al, C1, E9. E19 v F3.
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condiciones descritas. Se procedié a la digestién con las enzimas Eco Rl y Hind I de los 5§
clones de pUC-A2-SCHU, procediéndose a la separacién y aislamiento del material clonado
insertado en el piismido (banda de 1.1 kb) ¢n geles de agarosa de bajo punto de fusitn.

Un 5% del material extrajdo en cada aislamiento (fig 4.2.10.B) fue subclonado en 100 ng
de M13 digerido con Eco RI y Hind III, mediante transformacitn de bacterias XL1-blue, 10
colonias recombinantes conteniendo M13-A2, de cada clon de A2-SCHU, fueron aisladas y usadas
como fuente para la obtencién de DNA monocatenario.

Un subclion de M13 proveniente de cada clon de pUC-A2, conteniendo el trinscrito entero
de cDNA de A2-SCHWU, fue secuenciado con los oligonuce6uidos iniciadores A2al, A2a2, A2ad
y ¢l iniciador universal de M13. Se determiné la secuencia completa (1098 pb) de 3 clonos (E9,
E16 y F3) y la secuencia parcial de otras dos (bases 1-305 y 1-214 en los donos Ci y Al,
respectivamente, y 515-1098 en ambos). As{ mismo, se realiz¢ la secuencia con dITF del clon F3,
para eliminar las compresiones que afectan a algunas zonas de estructura secundaria que dificultan
la lectura. Las secuencias obtenidas en los § clonos fueron idénticas entre sf, ¢ idénticas a Ia
secuencia de A*0206, diferenciindose de A*(0201 en un cambio en el codén 9 (T 2 A en el
nucledtido 98) y un cambio silencioso en el codén 10 (A a C en el nucleétido 102), que generan
un cambic de Tyr 3 Phe en la posicion 9 de fa molécula (fig 4.2.11 y 4.2.12). Asi, pues, sc
demostré que et antigeno HLA-A2 expresado en la linea celular SCHU es idéntico a1 de la linea
CLA (A*0206) y que, per tanto, la linea policlonal CT1.14 reconoce diferencias no atribuibles a

la estructura primaria del aloantigeno.

7 11
Y FY T §

N 105
TAT TTC TAC ACCTCC  A2-SCHU
--------------- A*0206
 F
cme - -T---A---  A*0201

Figura 4.2.11- Secuencia de aminodcidos y de cDNA del antigeno A2-SCHU entre los codones
7 ¥ 11 del ex6n 2. comparada con la de los antigenos A®0201 y A*0206. Las lneas indican
identidad con la secuencia de A2-SCHU.
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Figura 4.2.12- Gel de secuencia del clon E9 entre los nucledtidos 86 y 133. Se sefialan las
diferencias de A2-SCHU respecto de A*0201 en las bases 98 y 102.
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43 CARACTERIZACION DE LOS ANTIGENOS HLA-A%0204 Y HLA-A*021).

Durante los trabajos del X Workshop Internacional de Histocompatibilidad fueron
detectados, mediante IEF, dos nuevos subtipos: ef subtipo A2.4 (A*0204), con un pl ligeramente
mas 4cido que el subtipo Ar0203, encontrado en dos amerindios sudamericanos no relacionados,
y ol subtipo A*0211, dos unidades de carga mas 4cido que el subtipo A*0201, encontrado en un
tnico individuo del sudeste asigtico (112). Con la caracterizacién de estos dos nuevos subtipos se
completa el total de variantes de HLA-AZ descritas, por lo cual procedimos a su andlisis.

43.1 Ohtendén y secuenciacidn de cDNA del aleio HLA-A %0204 expresadn en ka Uneq RML.

A partir de 2x10° células de la linea RML (HLA-A*0204, BS1, DRw16, Dw22, DQwT) se
obtuvieren 20 ug de RNA citoplismico. 1 xg fue wrilizado para la obtencién de cDNA. Se
amplificaron 5 alicuotas conteniendo 1/7 del ¢DNA en ¢l tampén A y otra en el tampdn B, en
presencia de una concentracién 130 uM de dNTPs. Se obtuvo amplificacién de material con un
tamaiio de 1.1 kb en los pocillos 2, 3 y 6 (fig 4.3.1 A ¥ B), correspondientes a concentraciones de
MgCl, de ImM, 1.5mM en el tampén A y 1.5mM en e} B, respectivamente. El material ottenide
en |a reaccién de mayoer rendimiento (PCR2), fue sometido a electroforesis en geles de agarosa
de bajo punto de fusién, aislindose la banda de 1.1 kb, procediéndose a su digestidn con 10 U de
Eco Rl y Hind III. Se realizaron ligamientos de diversas cantidades del material digerido (10-
60%) con 100 ng de pUCI8 previamente digerido, procediéndose al clonaje mediante
transformacién de bacterias DHS o F° competentes con 1/2 de 1a mezela de ligamiento. Se
recogieron 134 colonias recombinantes, de las cuales 92 hibridaban con 1a sonda espectfica de A2
{fig 4.3.1.C). El pldsmido recombinante de cuatro de estas colonias (A1, B3, C15 y D1) fue aistado
y tratado con Eco RI y Hind IIT (fig 4.3.1.D), procediéndose al subclonaje de la banda de 1.1 kb
en M13mpl8, para su secuenciacidn. Se realizé la secuencia completa de los cuatro clones,
resolviéndose las compresiones en determinadas zonas mediante secuenciacién con dIPTG del clon
BS.

Las secuencias de los clonos B8 y D1 fuercn idéaticas entre si, difiriendo de la de A*0201
en un Gnico cambio de base de G a T en la posicidn 362 (fig 43.2). Esta posicin corresponde a
la segunda base del codén 97 ¢ implica un cambio de amino4cido de Arg a Met. Las secuencias
de A1y C15 presentan este mismo cambio, ademds de cambios adicionales diferentes en cada clon
(tabla VI). Todos los cambios adicionales se encontraron tnicamente en uno de los 4 clonos

secuenciados y correspondian a transiciones que involueran cambios de purinas o pirimidinas.
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Figura 43.1- A)Electroforesis en gel de agarosa de alicuctas de las amplificacién por PCR del
eDNA de RML. Los pocillos 1, 2. 3, 4 v 5 contienen las PCR realizadas en el tampdn A. en
presencia de concentraciones 0.5. 1, 1.5, 2 v 3 mM de Mg,Cl. La reaccién PCR6 se realizé en el
tampcn B. B} Southern blot del gel anterior con la sonda especifica A222. C) Hibridacion con la
sonda A2a2 de las colonias bacterianas portadoras de pldsmido recombinante obtenido por clonaje
en pUC del material amplificado en la PCR2. D) Gel de agarosa de la digestién con Eco RI y
Hind i1 de los pldsmidos aislados a panir de las colonias Al, B8 C15 v D1,



Figura 4.3.2- Gel de secuencia del clon A1 entre las bases 341-422. en el que se muestra ¢l cambio
de la posicién 362, respecto de A®0201.
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Tabla VL. Cambios de nucledtidos en los clones de cDNA de A*0(204 amplificado por PCR*.

Eclimiorfismo en J2
B3 Gu—~>T T Re->M Polimérfica
jaj | Gyg=>T Rp—->M Polimérfica
Al Gyo~>T R,~>M Polimérfica
Tar>C Lo—>P Conservada
Gg—~>A Rip~>K Conservada
Ta~>C P,,: Stiencioso Conservada
Cl5  Gye->T Ry~>M - Polimdrfica
Ay->G Ry, Silencioso " Conservada
Ta~>C S, Silencioso . Conservada

* Los cambios se relacionan con la secuencia dé A*0201. Las letras. en negrilla indican los
cambios encontrados en todos los clones.

r

Estos cambios al azar impﬁcaﬁan sustituciones de aminodcido- en posiciones conservadas
entre todos los antigenos de clase L o bien, serfan silenéiosos, lo que confirma que se deben a
errores introducidos por la polimerasa duraniela reaccidn de la PCR. Por tanto, los resultados
obtenidos indican que A*0204 difiere de A*020] en un tnico cambio de base de G,g a Ty, que
implica un Onico cambio de aminodcido de Arg,; a Met, (fig 4.3.3).

4.3.2 Obtencitn y secuenciacién de cDNA del aleio HLA-A*02]11 expresado en la linea KIME
A partir de 10* células de la linea KIME (HLA-A2.5, 32; Bw32, w61, Cw6) se obtuviercn
2 ug de RNA citopldsmico total. de los cuales 0.1 ug fueron utilizados como molde para Ia stitesis
de trdnscritos completos de cDNA codificante de antigenos de clase I. La PCR en las mismas
condiciones que en ¢] caso anterior dio origen a una Unica banda de 1.1 kb en el tampén A con

una concentracidn 1.5 mM de MgCl, v 130 uM de dNTPs. A partir de este material aislado en gel
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Figura 4.3.3- Secuencia consenso de cDNA y de aminodcidos del antigeno A*0204 analizado.
Los 24 primeros nucledtidos se corresponden con la secuencia del oligonucledtido iniciador LPH
5IIi usado en la PCR. El cambio respectio de A*0201 se encuentra subrayado.
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de agarosa de bajo punto de fusién (fig 4.34.A y B), se obtuvieron por clonaje en pUC y
transformacién de bacterias DH5 a F*, 65 colonias recombinantes, de las cuales 27 hibridaban con
la sonda especifica de HLA-A2 (Fig 4.3.4.C). Los clones de ¢cDNA amplificado correspondientes
a los trénscritos completos de A*0211 de tres de estas colonias (A4, B4 y D8) fueron aislados y
subclonados en M13 en la forma descrita, realizdndose su completa secuenciacién, asi como la
secuencia con dITP del clon B4. Las tres secuencias fueron idénticas entre si, salve una transicién
de C 2 T en el nucledtido 53 en el cion A4 (1abla VII), que se atribuyé a una mutacién al azar
introducida por la polimerasa durante el proceso de amplificacién y que implicaria un cambio de
Alz a Val en la posicién -7 del péptido sefial. La secuencia consenso de los tres clonos (fig 43.5)
difiere de A*0201 en dos nucleétidos en las posiciones 290 (cambio de Ca T) y 292 (C a G) (fig
4.3.6). Estos cambios corresponden a la segunda posicién del codén 73 ¥ a la primera del 74,
respectivamente, del exén 2, e implican dos cambios de aminoécidos de Thr, a Le,, y de His,, a
Asp.,. Esta Gltima sustitucién justifica e} patrén de electroenfoque de este antigeno, que difiere

en dos unidades de carga de A*0201, siendo el subiipo mas dcido de HLA-A2.

Tabla VEL. Cambios de nucledtidos en los clones de cDNA de A*0211 amplificado por PCR*.

imerfismo en

Clon  Nudedu Aminodgido posicion del cambio
B4 Co->T T2l Polimérfica
Cp—->G H,-->D Polimdrfica
D8 Cop>T Ty->1 Polimdrfica
Cpy->G H,--»D Polimdrtica
A4 Cg--->T A2V Conservada
Co—>T Ty >1 Polimdrfica
Cop>G H,-->D Polimérfica

* Los cambios se relacionan con la secuencia de A®0201. Las letras en negriila indican fos
cambios encontrados en todos los clones.



Figura 4.3.4- A) Gel de agarosa de bajo punto de fusidn con el material amplificado en la reaccién
de PCR a partir del ¢<DNA de KIME y Southern blot com Iz sonda AZ02 de una alicuota del
material anterior, B) Hibridacién con la sonda A2a2 de las colonias bacterianas portadoras de
pldsmido recombinante obtenido por clonaje en pUC del material amplificado por PCR. Las
flechas indican las posiciones de colonias con pUC-A*0201, como control de la hibridacion.
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Exon & Exon 7
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ATGTGGAGGAGGAACAGCTLAGATAGAAMAGEAGGGAGE TACTCTCAGGCTGLAAGLAGTGACAGTGECCAGGGL TCTOATRTRTCTCTCACAGCTTGT 1089
Exon &
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AMAGTGIGA 1098

Figura 4.3.5- Secuencia consenso de cDNA y de aminodcidos de! antigeno A*(211] analizado. Los
24 primeros nucledtidos se corresponden con la secuencia del oligonucledtido iniciador LPH 511f
usado er. la PCR. Los cambios respecto de A*0201 se.encuentran subrayados.
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Figura 4.3.6- Gel de secuencia de los clones B4 y D8 entre las bases 263-320. en ¢l que s¢ muesira
el cambio de las posiciones 290 v 292, que presentan T y G, respectivamente.
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5. DISCUSION

5.1 ANTIGENO HLA-A*0209 EXPRESADO EN OZB: POLIMORFISMO EN EL DOMINIO
ad.

Como hemos visto, la heterogeneidad inmunolégica y estructural de la familia de antigenos
HLA-A2 ha sido muy ampliamente analizada. En este estudio, hemos analizado la relacidn
estructural de ia variante de A2 expresada en el individuo OZB con los demés subtipos conocidos,
mediante el mapeo peptidico comparative con A*0201 y secuenciacién radioguimica de los
péptidos de diferencia. El dnico cambio detectado de Glu en sustitucién de Ala en la posicidn 236
de la variante A*020% de OZB, justifica la diferencia de patrdn de electroenfoque entre estas dos
moléculas (una unidad de carga) y establece que la identidad de pl con el subtipo A*0203 no
implica una mayor similitud estructural con diche subtipo. En realidad, A*0209 es mas anflogo
al subgrupo A2 4 (antigenas A*0206 v A*0207) puesto que presentan también una Gnica diferencia
de aminodcido respecto de A*0201, pero en el caso de A*0209 esta diferencia implica un cambio
de carga. El hecho de que este cambic de aminofcido pueda resultar de un tinico cambio de base
en la secuencia nucleotidica (GCA a GAA) sugiere que puede haberse generado por mutacién
puntual, puesto que ademds no estd presente en ningiin otro antigenc de clase 1. Asi, esta variante
constituye un ejemplo mas de la significativa contribucién de este mecanismo al proceso de
diversificaci6n det antigeno HILA-A2 (120, 121). Esta situacién contrasta con su aparente ausencia
en a generacidn de mutantes murinos de H-2 (70) y sugiere Quc Ia serie de mutantes bm de rat6n
s6lo es un cjemplo de parte de los mecanismos genéticos que contribuyen a la generacidn del
polimorfismo en las moléculas de clase I. Andlogamente, en el caso de HLA-B27, la conversién
génica, 0 mecanismos andlogos. son predominantes ¢n la generacién de polimorfismo (195, 103).
Por tanto, es concebible que para distintos loci o alelos de clase 1 la frecuencia con que operan
los distintos mecanismos de diversificacidn sea diferente.

La variante A*0209 es Gnica entre todas las de clase I en el hecho de que el Gnico cambio
detectado respecto del subtipo mayoritario se localiza en el dominio a3. Todas las demds variantes
de HLA y mutantes de H-2 presentan cambios en los dominios al y/o a2, pera no en a3. Como
ya hemos descrito, la mayoria de las posiciones polimérficas de los antigenos de clase [ se
locaiizan en los dominios al y a2, siendo el polimorfismo en a3 mucho mas limitado. A nivel de
DNA. los cambios de base en el exén 4 codificante de o3 tienden a ocurrir preferentemente en
la tercera base del coddn (75% de los cambios detectados), mientras que la frecuencia de cambios

en las tres posiciones del codén en los exones 2 v 3 es similar (61). Esto se traduce en la
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generaci6n de mucha mayor variabilidad de aminodcidos en a1 y a2 respecto de o3, mientras que
la diversidad a nivel de DNA es similar. Tal patron de variabilidad reflejarfa la existencia de
prestones selectivas a favor de un mayor polimorfismo en al y o2, y hacia la conservacién de a3.
Las bases funcionales de esia distribucidn diferencial del polimorfismo se encuentran en la
participacién de los dominios al v o2 en el reconocimiento por CTLs, mientras que a3 tendria
un papel estructural en la interaccidn con la 82-microglobulina y con CD8 y en la estabilizacién
de la estructura de a1 y a2 (201, 80). Por elio, los cambios en el dominio o3 estarfan severamente
restringidos. Puesto que o3 presenta un plegamiento en liminas B, similar a fas inmunoglobulinas,
es probable que cambios no conservativos en este dominio no puedan acomodarse en las gadenas
B. De hecho, la estructura tridimensional de HLA-A2 muestra que la posicién 236 se localiza

justamente al final de una cadena § (B4), donde los requerimientos estructurales podrian ser

menos estrictos (fig. 5.1).

Figura 5.1- Localizacién de la posicién 236, sustituida en A*0209, en la estructura terciaria de
HLA-AL
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La caracterizacién de una variante natural con cambios solamente en a3 proporciona una
nueva herramienta para el estudio de la participacién de este dominio en el reconocimiento por
de los antigenos de clase 1 por CTLs. El papel de al y a2 en la determinacion de la especificidad
de reconocimiento por CTLs ha sido muy claramente establecido por distintas lineas de evidencia.
En primer lugar, {a mayoria de jas posiciones polimérficas se localizan en estos dos dominios (58).
En segundo lugar, un reducido ndmero de cambios de aminodcidos en estos dominios, como los
presentes en las variantes de HLA, fos mutantes de H-2 o los generados por mutagénesis dirigida,
afectan drdsticamente al reconocimiento por CTLs (103). En tercer lugar, los estudios de
intercambio de exones han demostrado que la especificidad del reconocimiento por CTLs de las
moléculas hibridas se correlaciona con los dominios el y o2, mientras que o3 sélo juega un papel
en la destruceién de algunos epitapos reconocidos en los otros dominios (202), al contrario de lo
que ocurre con anticuerpos que si son capaces de reconocer especificamente el dominio 3. Los
estudios con moléculas hibridas no han detectado CTLs capaces de reconocer polimarfismo en
a3l (202). Estos datos coinciden con los derivados del estudio de lineas policlonales de CTLs
especificos de A*0201, que no son capaces de diferenciar ambos antigenos (109). 5in embargo,
algunes clonos alogénicos especificos de A2 son capaces de diferenciar A*0201 de A*0209 (203),
lo que sugiere que el cambio observado en esta variante afecta al reconocimiento individual de
algunos clones. Un estudio previo demostré que CTLs generados frente a maléculas de clase 1
truncadas carentes de los dominios al y a2 eran capaces de reconocer polimorfismo en a3, si bien
estos CTLs no podian reconocer moléculas intactas de clase I (204). También se ha demostrado
el reconocimiento diferencial por CTLs de los alelos murinas de B2m, con cambios en 1a posicién
85, cercana a los residuos 1 vy 3 que se sitdan en la interfase B2m-a2 y por tanto pueden alterar
la estructura de! sitio de unién del antigeno (205-207). Estas evidencias, junto con los datos de
A"0209, sugieren que cambios estructurales limitados localizados fuera de los dominios a1 y a2
pueden influir en el reconocimiento par CTLs. Los cdones especificos de A2 cuya reactividad se
ve alterada por el cambio en la posicidn 236 de A*0209, también reconocen cambios en al y a2,
puesto gque no reconocen otros subtipos con cambios en estos dominios {203). Esto sugiere que,
o bien estos clones reconocen epilopas conformacionales formados por residuos de los tres
dominios, 0, lo que es mas probable, gue el cambio en la posicidn 236 tiene un efecto indirecto
en los epftopos localizados en los dominios al y «2. Esta posibilidad es sugerida por 1z localizacién
de la posicién 236 en una zona de la estructura terciara de la molécula involucrada en contactos

entre dominios (101). El dtomo de oxigeno del grupo carbonilo de ia Ala,,, interacciona mediante
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puentes de hidrégeno con las cadenas laterales de los aminodcidos 12 y 24 de la B2m. Por su
parte, los residuos adyacentes 234, 235, 237 y 238 interaccionan con las posiciones 8, 10, 12, 26,
65 y 99 de B2m y el residuo 234, ademss, se encuentra en las proximidades de los amino4cidos
27y 33 de al (101). Es posible, por tante, que este cambio no conservativo provogue alteraciones
en la estructura de 2 molécula que influyan en la conformacién de la 14mina B del sitio de unién
de péptido v altere la capacidad prcsemadora de HLA-A2, Por tanto, el efecto de la mutacidn en
A*0209 sobre el reconocimiento alogénico es de naturaleza diferente al observado en las
moléculas Aw68.1 y D*(34.2.12%) (24, 208). En estos antigenos, los cambios en las posiciones 245
¥ 227, respectivamente, impiden la interaccién del antigeno de clase I con la molécula CDB de los
CTLs. alterando la capacidad de reconocimiento por CTLs especificos de baja avidez, que
necesitan fa interaccién del complejo trimolecular CD8-TCR-antigeno de clase I para la lisis de
la célula diana (163). El cambio en la posicién 236 no afecta a la interaccidn con CD§, que si se
ve afectada por alteraciones conservativas en las posiciones 233 y 235, que interaccionarian
directamente, auaque no de manera esencial. con CD8. Al contrario que en el resto de las
varianies de HLA. el cambio detectado no forma parte del sitio de unién del antigeno donde se
localizan los residuos de al ¥ 2 que participan esencialmente ‘en el reconocimiento por células
T (59). En cualquier caso, la correlacién de la estructura de A*02(09 con el patrén de su
reconocimiento diferencial por algunos clones de CTLs indica que el polimorfismo en a3 puede
influir en la especificidad de reconocimiento por CTLs en un antigeno natural de clase 1. Asi
pues, la determinaci6n de la estructura de A*0209 puede servir para generar CTLs que
reconozcan especificamente cambios en a3, y valorar la contribucidn del polimorfismo de esta

regién a la capacidad de HLA-A2 como molécula presentadora de antigenos.

52 REACTIVIDAD DE LA LINEA ALOGENICA CTL14: RECONOCIMIENTO
ALOGENICO DE HLA-A2 MEDIADO POR PEPTIDOS ENDOGENOS.

El anilisis estructural de antigenos de clase | homogéneos serol6gicamente pero reconocidos
diferencialmente por CTLs alogénicos ha permitido correlacionar ia falta de reactividad con
cambios en la estructura primaria del aloantigeno (103). Frecuentemente tales cambios se
localizan en las a-hélices del sitio de unidn del péptido, con las cadenas laterales de los residucs
impli~ados dirigidas hacia el interjor del sitio. Algunas veces, como es el caso de A*0206 y A*0207,
un druzo aminodcido situado en la lmina B, en el fondo del sitio, es el responsable de las

diferencias en el alorreconocimiento por CTLs. Esto sugiere que el efecto del polimorfisme de



119

subtipos en el reconocimie;'uo alogénico es debido a la modulacién en la unidn de péptidos antes
que a un efecto directo en la estructura del aloantigeno. Sin embargo, esta Gltima posibilidad no
puede ser descartada pues puede argilirse que un cambio de aminodcido puede influenciar la
orientacién de cadenas laterales vecinas mas accesibles al TCR.

En esta parte de la tesis hemos examinado la estructura de moléculas de HLA-A2 que eran
diferencialmente reconocidas por pobleciones policlonales de CTLs especificos de este antfgeno
y demostrado que tal distincién se realizaba entre antigenos con la misma secuencia de
amino4cidos. Para ello hemos utilizado dos técnicas: mapeo peptidico comparativo y secuenciacién
de trinscritos enteros de cDNA amplificados por PCR. La primera aproximacién no pemite
descartar formalmente que hayan tenido lugar cambios de aminoé4cidos altamente conservativos
sin efecto en el perfil cromatogrifico de los péptidos correspondientes. Sin embargo, la alta
sensibilidad de esta 1écnica ha quedado demostrada en miltiples estudios en los que la sequencia
de zmincdcidos asi determinada fue totalmente confirmada por secuenciacién del DNA
correspondiente (119, 199, 200). Mediante mapeo peptidico hemos proporcionado evidencia de
la identidad estructural de dos antigenos A2.4, A2-SCHU y A*0206, distinguidos por CTL14.
También hemos demostrado que los antigenos A2.1 expresados por cflulas diana susceptibles y
resistentes a la lisis por CTL14, eran indistinguibles de A*0201 por esta 1écnica, lo que sugiere
que ambos antigenos eran moléculas A*0201 idénticas. La secuenciacién de miltiples clones
correspondientes a trinscritos enteros de cDNA obtenidos por amplificacién mediante PCR, es
una aproximacin fiable para la determinacién de la secuencia de antigenos de clase 1 (113). Con
esta aproximacién hemos demostrado que A2-SCHU es idéntico al antfgeno A*0206 expresado
en CLA, diana susceptible a la lisis por CTL14. Asf, a nivel de DNA, A2-SCHU difiere, como
A*0206 en CLA, de A*0201 en un Gnico cambio no sindnimo en ¢l codén 9 (T a A en €
nucle6tido 98) y un cambio silencioso en el 10 (A a C en el nucledtido 102).

Existen dos posibles interpretaciones para estos resultados. Segtn la primera, CTL14
reconoceria A*0201 ¥y A*0206, pero la susceptibilidad a la lisis de las correspondientes células
diana dependeria de diferencias en factores no especificos que influyen en la avidez, como los
patrones de glicosilacién de la superficie celular o la densidad de moléculas de adhesién. Esta
posibilidad es muy improbable, ya que el patrén de reactividad de CTL14 fue establecido con
iinfocitos de sangre periférica de multiples individuos y Jas misma dianas fueron utilizadas con
otros CTLs, mostrando patrones de reactividad totalmente diferentes {109). Una segunda

alternativa mas probable. seria que CTL14 reconoce un péptido asociado a HLA-A2. Este péptido
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estarfa presente inicamente en una fraccién de los individuos A2°, puesto que CTL.14 reacciona
con 14 de los 33 individuos A2.1* analizados. Una posible explicacién es que el péptido implicado
provenga de una proteina polimdrfica expresada Gnicamente en el 50% de los individuos
analizados. Otra posibilidad seria la existencia de polimorfismo en las proteasas o proteinas
transportadoras de péptidos que participan en el procesamiento intracitopldsmico, si bien esta
alternativa implicarfa una mayor frecuencia de este tipo de reactividades en los anélisis de CTLs,
tanto alogénicos, como rcslringicios. Ambas interpretaciones suponen que al menos parte de los
CTLs alorreactivos dependen criticamente en su espeificidad, del reconocimiente conjunto de
péptidos especificos unidos al aloantigeno, por lo que serian CTLs alorrestringidos.

La interpretacién sugerida del patrén de reactividad de CTL14 implica que una fraccién
considerable de los clones alorreactivos de esta poblaci6én policlonal debe reconocer un péptido
presentado per HLA-A2. Sin embargo, es presumible que miiltiples péptidos enddgenos estén
unidos al aloantigeno, lo que requiere una explicacidn a la aparente limitacién de especificidades
clonales en la linea CTL14. El antigeno estimulador utilizado para generar CTL14, fue A*0207,
que difiere de los otros subtipos reconocidos por CTL14, A*0201 y A*0206, en uno y dos
aminodcidos respectivamente, jocalizados en la l4mina B del fondo de! sitio de unidn del antigeno
¥ que alteran la capacidad de presentacidn de péptidos par HLA-A? (119, 137, 138). Es previsible
que sélo una fraccidn de los péptidos enddgenacs presentados por A*0207 puedan ser presentados
también por A*0201 v A*0206. De esta manera, s6lo aquellos clones capaces de reconocer
pépiidos en asociacién con estos tres subtipos serian los responsables de la reaccién cruzada que
presenta CTL14. Dos caracteristicas de la reactividad de esta linea sugieren que una mayoria de
su pablacién de células T presentan esta especificidad: primero, la eficiencia litica hacia las djanas
susceptibles que presentan cualquiera de los tres subtipos era muy similar; segundo, los estudios
de inhibicién fria mostraban una fuerte inhibicidn de la lisis de las células estimuladoras tanto por
dianas A*0201° como A*0206 frias. Estos estudios también descartan la posibilidad de que dos
subpoblaciones distintas de células T sean responsables de la reaccitn cruzada con célelas A*0201°
o A"0206". Por tanto, parece que bajo las condiciones en que fue obtenida CTL14, un complejo
conceeto de péptido+ HLA-A2 habria tenido una estructura inmunodominante contra la que se
dirigid la mavor parte de la respuesta alorreactiva. El aislamiento de péptidos end6genos unidos
a antigenos de clase | ha demostrado que el ntimero de péptides mayoritarios unidos a un
determinado antigeno en la superficie celular puede ser relativamente limitado (180). Por tanto,

es posible que el nimero de complejos MHC + péptido con alte poder de estimulacitn alogénica
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sea reducido. Ademds, la naturaleza de los epitopos inmunodominantes puede ser influenciada
por la combinacitn especifica de respondedor y estimulador utilizada.

Una cuestin fundamental es en que medida los péptidos endégenos unidos
constitutivamente afectan esencialmente a la especificidad del alorreconocimiento. El andlisis
mediante mapeo peptidico comparativo de 3 variantes de HLA-B7 definidas por CTLs (B*0702,
B7.1 y B7.4) que eran reconocidas diferencialmente por una serie de clones especificos de HLA-
B7 (209), mostré que eran indistinéuibles de B*0702 (210). Esto sugiere también que los clones
de CTLs utilizados en ia definicién de dichas variantes podrian reconocer B*6702 en una manera
alorrestringida en asociacion con pépridos diferencialmente expresadas en la poblacidn. L2 misma
sitvacitn ha sido descrita en antigenos de clase 11, donde CTLs alogénicos dirigidos frente a una
especificidad DR, diferencian células dianas provenientes de individuos diferentes que portan ia
misma cadena B (211). Asimismo, han sido descritos diversos ejemplos de CTLs alogénicos cuya
reactividad depende, presumiblemente, del reconocimiento de péptidos endégenos derivados del
MHC, presentados por el aloantigeno (147-151, 155-157, 212). Sin embargo, es probable que la
mayoria de los péptidos endSgenos no sean polimérficos dentro de una misma especie, por lo
que los CTLs alorreactivos que recenocerian estos péptidos en el contexto de un aloantigeno dado
no revelarfan su naturaleza alorrestringida en los andlisis de panel, especialmente si se utilizan
células diana de linajes similares. La dependencia del reconocimiento o patrén de especificidad
fina de algunos dones alorreactivos del tipo celular de las célutas diana, apoya esta hipdtesis (152-
154). Ademds, pueden genecrarse gran nimero de precursores de CTLs alorrestringidos en
condiciones adecuadas de estimulacién "in vitro® de linfocitos T periféricos con células alogénicas
infectadas con virus, lo que indica que los complejos péptido+aloantigeno pueden producir
respuestas alorrestringidas (213).

En resumen, nuestros datos sugieren la naturaleza alorrestringida de una linea de CTLs
alogénicos, debido a la identidad estructural de fos antigenos diana reconocidos diferencialmente.
Esto se afiade a |z evidencia en oiros sistemas experimentales que muestran la implicacién de
péptidos en el alorreconocimiento y la capacidad de las poblaciones de eélulas T de generar CTLs
alorrestringidos. por lo que sugerimos que &l reconocimiento conjunto de péptidos y antigenos del
MHC es una caracteristica frecuente entre las células alorreactivas. Por tanto. el reconocimiento
alogénico y ¢! restringido compartirfan similares bases estructurales, al menos en una fraccién

de los CTLs alogénicos.
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53 ANTIGENOS HLA-A*0204 Y HLA-A*0211: LA SELECCION NATURAL COMO
MOTOR DE LA DIVERSIFICACION DE HLA-A2,

La secuencia de A®0204 revela la existencia de una tnica sustitucién de Arg, por Met,,
lo que justifica el patrén de electroenfoque de este subtipo, pues implica la pérdida de una unidad
de carga positiva respecto de A*0201, siendo su lcarga neta idéntica a A*0203 (112). La pequefia
deferencia en el pI enire estos dos subtipos es atribuible a la diferente naturaleza de los residuos
cargados sustituidos en ambos subtipos (Val,, a2 Glug en A*0203) y a la influencia de estos
cambios en el pK de residuos cercanos a cada uno de ellos. Un efecto andlogo en €l patrén de [EF
de sustituciones que no involucran cambie de carga ha sido observado entre los subtipos de HLA-
B27, B*2704 y B*2705 {214).

Entre A*0204 y A®0201 existe un Unico cambio de base en la posicidn 362 que es el
responsable del cambio de aminodcido en la posicién 97. Esto sugiere que A*0204 deriva de
A*0201 por un énico proceso de mutacidn puntual. La metionina en la posicion 97 se encuentra
en otras moléculas del locus A, pero ascciada a cambios en posiciones muy cercanas como la 95
en el caso de A68.1 y Awl19 (A29, A31, A32 y Aw33)} (61). Por ello, parece improbable que este
cambio hava sido iniroducido por medijo de conversién génica interalélica, pues uno de los puntos
de ruptura en el intercambio de DNA estaria muy cercano al de la mutacién detectada (base 356).
Si esta inlerpretacion es correcta, la introduccién de la Met,, mediante mutacién puntual indicarfa
que mutaciones recurrentes pueden introducir €] mismo cambio en la misma posicién mas de una
vez durante el proceso de diversificacién de los antigenos de clase . Sin embarge, r;o es
descartable la existencia de conversiones génicas que afecten a segmentos muy limitados y que
introduzcan cambios #nicos. Los antigenos A31, Aw33 y A68.1 podrian actuar como donadores
en un fenémeno de conversidn génica de estas caracteristicas, por transferencia del fragmento
356-350. como méximo. de su secuencia de DNA. A*0204 ha sido detectado dnicamente en indios
sudamericanos ¥ podria estar presente en una ala proporcién en esta poblacidn. Ademds, este
subtipe estd ausente entre los indios norteamericanos y mejicanos examinados. lo que sugiere su
reciente aparicién, probablemente tras la diferenciacién étnica de los indios americanos ocurrida
hace 16000-40000 afios (215). Significativamente, el antigeno A31 estd presente en una alta
proporcion en las poblaciones indias, por Jo que podrfa ser un candidato idéneo para proporcionar
el DNA donador en una hipotética conversidn génica.

A*Q211 presenta dos tinicas sustituciones a nivel de DNA en as posiciones 200 (Ca T) y

202 (C a Q) io que se traduce en dos cambios en la secuencia de aminodcidos en las posiciones
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73 (Thr 2 He} y 74 (His a Asp), la Gliima de las cuales explica el patrén de IEF, en el que A*0211
difiere de A*0201 en dos unidades de carga (112).

La secuencia encontrada en A*0211 de Dle,-Asp,, es muy poco frecuente entre los antigenos
HLA de clase I y sélo se ha encontrado en HLA-A31 y Aw33 (216). La presencia de esta
secuencia en subtipos de HLA-A2 es particularmente sorprendente puesto que el residuo 73 es
Thr en todos los antigenos A y B, excepto A®0211, A31 y A33, mientras que el Asp,, es frecuente
entre los antfgenos de los tres loci excepto en los antigenos HLA-A2 que presentan His de
manera exclusiva en esta posicidn. Existen dos posibles explicaciones para el origen de A*(211.
Una serfa una conversidn génica interalélica en la que participarian HLA-A31, -Aw33 u otro
antigeno desconocidoe con esta secuencia, como genes donadores, segtin sugiere la identidad de
las secuencias de DNA en esta regién (fig 5.2). Una segunda posibilidad serfa que la secuencia
de A"0211 derive de un precursor comin 3 todos los antigenos HLA-A2, que contuviera Ia
secuencia consenso de HLA, ACT GAC, en los codones 73-74 (61). Dos mutaciones
independientes en este ancestro hubieran generado A*0211 (ATT GAC) y lz secuencia de todos
los demds subtipos (ACT CAC). Las secuencias de A31 y Aw33 en estos codones se habrfan
generado a partir de los precursores correspondientes que fuvieran la secuencia consenso ACT
GAC, mediante una mutacidn recurrente en el coddn 73. No hay ninguna evidencia sustancial que
favorezea una de estas alternativas. Sin embargo, apoyamos ia primera posibiidad en base a los
patrones de distribucién de los subtipos de HLA-A2. Asl, A®(201, el subtipo mayoritario, se
encuentra en todos los grupos étnicos principales, mientras que los demds subtipos tienen una
distribucidn étnica mas restringida. Por ello es probable que [a mayorfa de los subtipos (exeepto
los del subgrupe A22) deriven de A*(0201 en vez de un antepasado comin 2 HLA-A2. Ademds,

70 77 281 303
HLA-AZ HSQTHRVD CACTCACAGACTCACCGAGTGGAC
HLA-A*0211 --=-ID~--- TG -—
HLA-AW33 -=-=-ID---~- SO - S
HLA-A31 - = =1ID=~=-+ mme——————— B
A-CONSENSUS e e e D == ememrm———— P

Figura 5.2- Comparacidn de las secuencias de aminodcidos v de DNA entre A"0211 y otros alelos
HLA en la region de diferencia con A*0201 (216).
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la segunda explicacién implicaria que A*0211 se habria generado en tiempos muy remotos (antes
de la divergencia entre A*0201 y A2.2, que precede a la aparicién del homo sapiens) (117) ¥
habrfa permanecide intacto, sin sufrir ningiin tipo de diversificacién posterior, lo cual, teniendo
en cuenta la dindmica del sistema descrita en esta tesis, es altamente improbable. Una situacién
aniloga se observa entre los subtipos de HLA-B27. Por tanto, la conversién génica interalélica
proporcionaria un mecanismo de generacién de A®0211 mediante un tnico acontecimiento
gendtico a pariir de A0201. 5i bien este mecanismo es dificil de probar mediante la
determinacién de secuencias, ha sido propuesto como mecanismo esencial en la generacidn del
polimorfisma de los antigenos HLA (61), incluyendo la generacién de otros subtipos de HLA-
A2 como A*0203, A*0205, A*0206 v A*0210 (117, 115, 119, 122). Ademds, hay que resaltar el
hecho de que las poblaciones orientales y de indios americanos presentan las mas altas frecuencias
de Aw33d v A3], respectivamente, lo que favorece la posibilidad de conversidn génica en HLA-
A2 con fragmentos de DNA de estos genes donadores (217).

El residuo 97 se localiza en la cadena B1 del dominio a2, que cubre los residuos 92-104,
sitvada en la l4mina B del fondo del sitio de unién del antigeno, con su cadena lateral dirigida
hacia el interior del sitio. Participa en la formacién de los subsitios C y E y es parte esencial de}
surco prominente que cruza la ldmina B en HLA-A2 (79, 101). Por tanto, el cambio de A*0204
puede afectar a la unidn de péptidos v, por ello, al reconocimiento por células T. Asf pues, al igual
que los demés subtipos de HILA-A2, A"0204 debe ser un alelo funcionalmente distinto.

Por su parte los dos residuos 73 y 74 alterados en A*0211 se localizan en la hélice = larga
del dominio a1 dirigidos hacia el interior del sitio de unitn del antigeno. Por tanto, como hemos
descrito que ocurre en el polimorfismo de los subtipos. su localizacién espacial puede influenciar
la unién de péptido y el reconocimiento por células T, puesto que forman parte esencial del
subsitio C. Asi, el cambio tGnico de la posicién 74 altera tanto el reconocimiento por CTLs
alogénicos (143} como el de CTLs especificos de nucleoproteina de influenza restringidos por
A®0201 (137). Por eilo. son suscepribles de sufrir presién selectiva en base a [a funcionalidad de
HLA-A2 como molécula presentadora. .

§i anatlizamos la localizacidn espacial de las posiciones poliméficas de todos los subtipos de
HLA-A2, encontramos un sorprendente agrupamiento de los residuos polimérficos en una zona
iimitzda de la 1dmina B ex e} fondo del sitio de unidn del péptido (fig 5.3). De las 13 posiciones
polimorficas detectadas en Jos subtipos. 10 s¢ localizan en el sitio de uni6n del antfgeno. De ellas

tres. las posiciones 95 (cambiada en A*0202, A*0205 v A*0208), 97 (A*0204) ¥ 99 (A"0207 ¥
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A*0210}, ocupan posiciones alternantes en 2 misma cadena B (cadena B1 del dominio a2). Una
cuarta, la posicién 9 (A*0205, A*0206 y A*0208) se sitGa en una cadena B adyacente (cadena B1
de al), estando en contacto con las tres posiciones 95, 97 y 99, En los diferentes subtipos pueden
producirse cambios en cada una de estas cuatro posiciones separadamente o en combinacién con
otras de este grupo, encontrdndose hasta 3 aminoicidos diferentes en ta posicitén 99 en los
diferentes subtipos. Asf, existen siete combinaciones diferentes con estas cuatro posiciones en los
once subtipos de HEA-A2 analizados, lo que iguala el nimero total de combinaciones encontrado
entre todas las dem4s especificidades del locus A de secuencia conocida (tabla VIII). Estos cuairo
residuos dirigen sus cadenas laterales hacia el interier del sitio de unidn del antigeno, por lo que
su variacién puede modular la especificidad de la unién del péptido y contribuir significativamente
a la diferencia en las propiedades como moléculas presentadoras de antigenos de los distintos
subtipes. De hecho, el cambio individual de las posiciones 9, 95 y 99 altera la capacidad de
reconocimiento en células T tanto alogénicas como restringidas (109, 117, 119, 137, 141, 143}. Los
residuos 73 v 74 cambiados en A®0211, se encuentran espacialmente muy cercanos al
agrupamiento de las posiciones polimdérficas 9, 95, 97 y 99 de la l4mina B. El residuo 74 en
particular, estd en contacto con los residuos 95 y 97 y la sustitucién de His,, por Asp,, origina un
subsitio cargado negativamente delimitado también por las cadenas laterales de los residuos 9, 70,
73,95 y 97 (101, 102). Las cuvatro posiciones polimérficas restantes del sitio de unién del antigeno
se sitdan en la hélice a de ol (residuo 66 en A*0208) o en [a de o2 (residuos 149, 152 y 156 en
A*(203, y 152 en A®0202, A*0205 y A*0208). Tan sdlo tres combinaciones diferentes han sido
generadas por el polimorfismo de los subtipos de HLA-A2 en el agrupamiento de la hélice a del
segmento 149-156.

Este patrdn de polimorfismo encontrado en HLA-A2 es muy diferente del observado entre
los subtipos de HLA-B27, que constituye el otro grupo de aleios de clase [ cuyo polimorfismo ha
sido analizado en profundidad (103). El agrupamiento de residuos en la ldmina B que genera la
mayor parte del polimorfismo en HLA-A2 estd conservado en los seis subtipos conocidos de HLA-
B27. Por el contrario, existen cuairo combinaciones diferentes de residuos polimériicos en el
segmento de la hélice o que cubre los residuos 74-81. Este segmento, cuya relevancia en el
reconocimiento por células T ha sido suficientemente demostrada, estd totalmente conservado
entre todos los subtipos de HLA-A2, excepto la posicién 74 de A*0211. Esto sugiere que la
diversificacién de subtipos entre antigenos de clase [ tiende a ocurrir preferenciaimente en zonas

del sitio de unién del antigeno espacialmente localizadas, con relevancia funcional, siendo dichas
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Figura 5.3- Localizacién en el sitio de unién del antigeno de los residucs polimérficos en los
subtipos de HLA-A2, excepto el cambio en la posicién 236 de o3 presente en A*0209.4

Table VIIL, Patrones de polimorfismo de 1a limina § en los subtipos de HLA-A2*,

POSICION
UBTIPO 2 B 57 9.
A*020t, 03.09. 11 F v R Y
A*0202 E L R Y
A*0205. 08 Y L R Y
A"0206 Y v R Y
AT0207 F v R C
A*0210 Y v R F
A*0204 F v M Y

Los cambios de amino4cidos en cada posicién respecto del subtipo A*0201 se indican en

negrilla.
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2onas diferentes para los distintos antigenos. Sugerimos que, dependiendo de la particular
especificidad de presentacién de péptidos de un antigeno determinado, la presién selectiva
favoreceria la acomulacidn de las diferencias entre subtipos en ciertas regiones de la molécula,
debido al efecto que el polimorfismo de dichas posiciones pueda tener en la presentacidn
antigénica por parte de un antigeno HLA determinado.

La marcada diferencia en los patrones de distribucién étnica de los distintos subtipos de
HLA-A? y Ia significativa frecuencia de algunos subtipos (como A*0204) en grupos étnicos
particulares, puede estar determinada por factores estrictamente genéticos, pero también, como
sugieren nuestros datos, por la distinta ventaja selectiva proporcionada por subtipos individuales
como moléculas presentadoras de antigenos para la interaccidn con patégenos especificos en tales
poblaciones. 7

Puesto que A*0211 y A*0204 fueron detectadas mediante JEF la acumulacién de cambios
de los subtipos en este drea funcionalmente critica no estd predeterminada por los procedimientos
de deteccidn de los subtipos (habitualmente, variantes funcionales detectadas por su reactividad
con CTLs). Por tanto, aunque no existen estudios de poblacidn relativos a A*0204 y A*0211, sus
secuencias refuerzan €l concepto de que la diversificacién de HEA-A2 estd dirigida por un proceso
selective que tiende a modificar predominantemente una regién particular del sitio de unién del
antigeno. Esta region estd formada por residuos en dos cadenas B que forman la interfase al-a2
y por residuos muy cercanos en la hélice o de al. Probablemente, la principal fuerza selectiva es
el efecto que las mutaciones en dicha regién tienen en la especificidad de presentacién de
péptidos por parte de HLA-A2 y es ejercida fundamentalmente a través de la interaccidn con los
patdgenos del entorno en el que habitan las distintas poblaciones en un proceso de seleccidn

natural.

5.4 DISCUSION GENERAL: IMPLICACIONES FUNCIONALES Y EVOLUTIVAS DEL
POLIMORFISMO DE HLA-A2, RECAPITULACION.

Los datos de caracterizacion estructural de tres nuevos subtipos aportados en la presente
tesis permiten una evaluacidn mas extensa de los mecanismos evolutivos que operan en el procese
de diversificacién del antigeno HLA-A2 (tabla IX). Dos son los mecanismos fundamentales que
han generado el polimorfismo de subtipos:

- mutacién puntual, operante, al menos, en: 1) e} cambio del aminodcido 43 de Q-->R,

derivado del cambio de la base 200 A--> G, presente en los alelos del subgrupe A2.2, puesto que
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Tabla IX. Resumen de las diferencias entre los distintos subtipos de HLA-A2 respecto de A*0201.

-Denomipacidn subtipo _Aminodcido  _Nudledtido _
X WH. Aptigva Célula Posicién Cambio Pos.  Cambio _ Técpica Ref
A0t A21 IY Sec. proteica 76
PCR B6
LCLT21 clon gendémico 113

AT0202 A22F T M7-T 43 Q->R 200 A~->G Mapeo peptidico 114
DR1 a5 V->L 355 G->C Clon gendmico 115

402 C->G

136 E~>W 539 T->G

A*0203  AZ3 DKi 14% A-->T 517 G-->A  Mapeo peptidico 116
DEW 152 V-»>E 527 T->A  Clon gendmico 115
156 L->W 538 T-->G

A™0204 RML 97 R->M 362 G->T PCR *
A®(0205 A22Y  AM 9 F->Y 98 T->A  Clon gendmico it7
WT4% 102 A-->C Clon gentmico 137
43 Q->R 200 A->G
95 Ve>L 355 G->C
402 C->G
156 L->W 339 T->G
A*0206 A2da- CLA 9 F->Y 98  T->A Mapeo peptidico 118
102  A~>C  Clon gendmico 119
T7527 PCR 61
A™0207 A24b  KNE 99 Y->C Mapeo peptidico 120
AT0208 AZ4c KLO g F->Y Mapeo peptidico 121
43 Q->R
66 K->N
95 V->L
156 1L-->W
A*0209 A2-QZB OZB 236 A-->E Mapeo peptidico *
A*0210 A2-LEE LEE 9 F->Y 98 T->A  Clon gendmico 122
102 A->C
99 Y-->F 368 A->T

107 W..>G 391 T-->G

A*021: A25 KIME 73 T-->1 290 C->T PCR -
74 H->D 292 C>G

* Esta tesis
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ni la G ni la Arg estdn presentes en esas posiciones en ningfin otro alelo del locus A secuenciado,
¥, aunque estd presente en todos los alelos B, la presencia de T en lugar de C en la posicién 198
indica, con la méxima probabilidad, que ha aparecido en HLA-A2 mediante mutacién puntual
recurrente; 2) ¢l cambio de la posicién 99 Tyr—>Cys, en A*(207, que puede originarse por un
Gnico cambio en la base 368 de A—->G, sélo presente en el alelo Cwl, asociado a cambios en las
posiciones 360 y 378; 3) el cambio silencicso de la base 402 de C—>G, presente en los alelos del
subgrupo A2.2, que no Se encuentra en ninguna otra secuencia; 4) el cambio detectado en A®0209
del aminedcida 236 de Ala-- > Glu, derivado, presumiblemente, de un dnico cambio de nucledtido
en la posicién 779 de C-> A y que sdlo se encuentra en este alelo.

- conversién génica, que habria operado en: 1) la generacién del subtipo A23 mediante la
donacién de, al menos, el segmento de DNA que cubre las posiciones 517-539 y que se traduce
en los cambios de aminoécidos de las posiciones 149, 152 y 156, probablemente por parte de los
antigenos A25 o A26; 2) la generacidn del cambio de la posicién 9 Phe-- > Tyr, que se corresponde
a nivel génico con 2 carbios (uno de ellos silencioso) en dos codones distintos, en las posiciones
98 y 102, y que habria ocurrido al menos 2 veces en el proceso de diversificacion de HLA-A2
{conversién génica recurrente), existiendo miltiples alelos potencialmente donadores; 3) en la
generacion de los cambios en las posiciones 73 (Thr—->lie) y 74 (Hys—> Asp) del subtipo A*0211
que presenta cambios de nucledtidos en las posiciones 290 (C-->T) y 292 (C—->A), pudiendo
haber participado los alelos A3t 0 Aw33 como genes donadores de' DNA. Lz conversion génica
habria tenido lugar fundamentalmente entre alelos del mismo locus, como parece ser generai entre
los alelos HLA.

El resto de los cambios detectados {posiciones 66, 95, 97 y 156) podrian haberse generado
por cualquiera de los dos mecanismos, bien involucrando conversiones génicas que afecten a
segmentos muy pequeiios de DNA (19 bases en el caso de la posicidn 95 a partir de Aw24, Gnico
antigeno con esa secuencia ¢n dicha posicién) lo que explicaria la repeticién del mismo cambio
en distintos procesos de diversificacidn (posicién 156), © mutaciones puntuales recurrentes a
cambios presentes en otros antigenos. Esta segunda posibilidad es especialmente probable en los
casos de los cambios en [as posiciones 95 y 97, puesto que la eventual conversidn génica implicaria
fragmentos de DNA muy limitados (unas 20 bases como méximo en el caso de la posicién 95) y
con el punto de ruptura muy cercano a la base cambiada (6 bases). Asi mismo, el subtipo A*0210
podria haberse generado mediante dos mutaciones recurrentes en las posiciones 368 y 391, dos

conversiones génicas advacentes, lo cual parece muy improbable, o bien una Gnica conversidn
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génica de un gen donador desconocido. ‘

Un tercer mecanismo podria haber tenido lugar en la generacion de este polimerfismo. Se
trataria de una recombinacién recfproca entre los subtipos A*0201 y A*0205 en la que se habrian
generado los subtipos A®0206 y A*0202 (117). Anslogamente, la recombinacion entre estos dos
subtipos generarfa los dos primeros, si bien, dada la frecuencia del antigeno A®0201 y su
distribucifn en todos los grupos étricos analizados, es muy improbable que esta segunda
posibilidad haya tenido lugat. En cualquier caso, este mecanismo no es necesario para explicar la
diversificacién de HLA-A2, puesto que A*0206 y A*0205 pueden haberse generado a partir de
A*0201 y A*0202, respectivamente, mediante la introduccitn del cambio de fa posicién 9 Y~>F,
por conversitin génica de un fragmento andlogo de DNA donadar,

Por tanto. los dos mecanismos fundamentales generadores del polimorfismo de los antigenos
de clase I, la conversién génica y la mutacién puntual, también parecen operar en el proceso de
diversificacin del antfgeno HLA-A2, mientras que la participacién de la recombinacidn genética
es mas controvertida. Dependiendo de la participacién de este mecanismo o no, se pueden sugerir
dos escenarios alternativos en la evolucidn de HLA-AZ2, sepin los esquemas de la figura 5.4, que
minimizan el niimerc de acontecimientos genéticos que darian lugar a la diversidad observada.
En ambos casos, los subtipos A*0204, A*0207 v A*(0209 por un lado, y A®0208 por otro, se
habrian generado por mutacién puntual a partir de A*(201 y A%0205 respectivamente. Por su
parte, los subtipos A*0203, y A*0211 por.una parte, y A*G210 por otra, s¢ habrfan generado por
conversion génica a partir de A*0201 y A*0205, respectivamente. A su vez, en la priiera
altemativa, los subtipos A*0205 y A*(0206 se habrfan generado por conversidn génica que
involucra una misma regidn de DNA donador. a partir de A*0202 y A*0201, respectivamente.

A pesar de la gran diversidad observada. no parece que la frecuencia de fijacidn de nuevo
polimorfismo sea muy elevada, puesto que el andlisis de antigenos A2 presentes en distintos
individuos, incluso de diferente origen étnico, no ha revelado diferencias dentro de los mismos
subtipos, ni mutaciones silenciosas en la secuencia de DNA (117). La Gnica mutacién silenciosa
detectada es la de la posicion 402 (C—>G) que esté presente en todos los subtipos del grupo A2.2
(A*0202, A*0205 y A*0208) v que, por tanto, se conserva desde 1a aparicion del primer alelo de
este subtipo en tiempos muy remotos, asf como la de fa posicidn 102 que estd asociada al cambio
de aminodcido de [a posicion 9 (A*0206, A“0205, A*0208 y A*0210), derivada del DNA donador
de la conversion génica que generd este cambio (117, 119),

La caracteristica fundamental del polimorfismo observado y de la que deriva su importancia
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Figura 5.4. Esquema de posibles procesos de diversificacitn de los antigenos HLA-A2, sepin se
considere la participacién de Ia recombinacidn reciproca (B) 0 no (A). Las flechas sencillas indican
procesos de mutacidn puntual y las gruesas conversién génica (y recombinacion en B). Las lineas
entre AC201 y A*0202 indican mutaciones puntuales originadas en uno u otro antigeno 0 en un
ancestro comaun.
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funcional, es su localizacién mayoritaria en el sitio de unién del antigeno, como ya bemos deserita,
Incluso el subtipo A*0210, definido serolégicamente, y los subtipos A®(204 y A*0211 definidos por
IEF, presentan sustituciones en ¢! sitio de unidn del antigeno no accesibles a anticuerpos, lo que
confirma que la distribucién del polimorfismo no es fruto del sistema de definicidn funcional de
las variantes polimdrficas, sino una caracteristica intrinseca de la generacidn de diversidad como
moduladora de la funcionalidad del antfgeno A2. Mas aiin, todas las posiciones poliméefices det
sitio, excepto la 14.9, preses;tan sus cadenas laterales dirigidas hacia el interior, con capacidad de
interaccionar con los péptidos endégenos presentados por HLA-A2. Por tanto, la variabilidad
detectada afectaria la capacidad de unién de dichos péptidos, que serian presentados
diferencialmente por los distintos subtipos, constituyendo la base de la presién selectiva que
dirigiria ef proceso de evolucién det antigeno. La distinta capacidad de preseniacién de los
patdgenos operantes en el medio puede determinar la seleccidn de distintos subtipos en las
distintas poblaciones. Asf existe una distribucién preferencial de los diferentes subtipos en los
distintos grupos étnicos: A2.1 es predominante en poblaciones caucasianas, A22 estd
preferencialmente representado en poblaciones negroides, A2.3 lo es en poblaciones orientales y
A*(204 en poblaciones de indios americanos (112). El andlisis de un mayor admero de individuos
y de los haplotipos en los que se encuentran los distintos alelos podria determinar si esta
distribucién es debida a factores estrictamente genéticos, o; como sugieren nuestros datos, a la
seleccién de los distintos subtipos por su- especificidad de presentac:dn 'arlt‘igén‘ica. El reciente
andlisis de los antigenos de clase | presentes en la tribu Waranj de indios sudamericanos, formada
pot unos 600 individuos sin contacto con otras poblaciones, ha puesto de manifiesto que tan sélo
presentan 10 alelos A y B (D. Watkins, comunicacién personal). Su secuencia de DNA ha
demostrado que todos ellos corresponden a nuevos subtipos, con 1 a 6 nucledtidos de diferencia
respecto de los previamente conecidos, que implican cambios en el sitio de unién de péptido,
generados por muiacién puntual o conversién génica, v a nuevas moléculas originadas por
recombinacién entre distintos alelos del misme locus. Paraddjicamente, los dos dnicos alelos A2
encontrados eran A*0204 y A*0211, siendo los otros dos alelos del locus A presentes, Aw24 y
A31. A31, como ya hemos discutido, puede actuar coma donados de DNA en conversiones génicas
que generarian los dos subtipos descritos sobre el subtipo normal A*0201. Estos datos sugieren
que la capacidad de generacidn de polimorfismo es muy amplia y confirmarian que su fijacién en
la poblzcidn es debida a la seleccién de aquetlos alelos cuva capacidad de presentacidn peptidica

confiere una ventaja selectiva al interaccionar con los patégenos especificos del media, La
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comprobacién de que cambios tnicos en la molécula presentadora revierten la capacidad de
presentacidn de péptidos mutados no reconocidos por CTLs especificas (218), refuerza la idea de
la fijacién no estocdstica del polimorfismo generado y la adaptacitn de Ia estructura del antigeno
a las variaciones especificas de los péptidos antigénicos presentados. En poblaciones més amplias
con un mayor repertorio de antigencs de clase 1, 1a ventajs evolutiva proporcionada por la
aparicién de nuevos subtipos ante un patégeno especifico, se veria atenuada por la presencia de
otros alelos capacitados para la presentacion de dicho antigeno y la necesidad de interaccionar
con un mayor nimero de patégenos. La fijacién de nuevas especificidades én estas poblaciones
seria un proceso mas lento y s6lo se seleccionarian aquellas que presentan una gran ventaja
evolutiva en el entorno especifico. Por ello, no se ha detectado un mayor nivel de polimorfismo
en ¢l andlisis de antigenos provenientes de individuos seleccionados al azar, de diferente origen
étnico.

La diferente interaccitn con los péptidos endégencs afecta no sélo al reconocimiento
restringido, sinc tambidn al alogénico, pues todos los subtipos son diferenciables por CTLs
alorreactivos. En esta tesis hemos proporcionado una dara evidencia del papel de los péptidos
endégenos en el reconocimiento alogénico, al demostrar que CTLs alogénicos pueden distinguir
enire células de la misma estirpe provenientes de distintos individuos que presentan el mismo
aloantigeno. Este reconocimiento alogénico diferencial de subtipes se darfa a través del
reconocimiento conjunto del complejo HLA-A2-péptido, de forma que ta incapacidad de presentar
determinados péptides reconocides por los TCR alogénicos, bien por su incapacidad de unir
dichos péptidos o por la alteracién en la conformacién que adoptan, daria cuenta de las
diferencias en e! alorreconocimiento. La invocacién de cambios conformacionales indirectos en
los epitopos de la molécula de HLA-A2 reconocida por el TCR, no tiene soporte experimental,
puesto que la determinacién de la estructura terciara de HLA-AwSS demostrd que los cambios
de aminoécidos en e antigeno de clase I, apenas provocan alteraciones en las cadenas laterales
de los residuos vecinos sino que modifica totalmente la cavidad del sitio de unitn de péptido,
conservindose la estructura global de la molécula (102). A la luz de estos datos, podria
reevaluarse el papel del cambio detectado en A*0209 en el reconocimiento alogénico y sugerir que
la falta de reconocimiento de OZB por tres clones alogénicos podria deberse 2 la participacion
de péptidos polimérficos ausentes en esta linea celular. En este caso, ¢l cambio en la posicidn 236
no afectarfa al reconocimiento por células T y serfa una mutacidn neutra. Si bien esta posibilidad

no es descartable. hay que considerar que los tres clones presentan un patrén de reactividad
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diferente con los distintos subtipos vy que 1odas las lineas A*0201 analizadas eran igualmente
reconocidas, lo que sugiere que la diferente reactividad con OZB se debe al cambio en el
aloantigeno y no a otros factores que influirian también en el reconocimiento de otras lineas
ceiulares. . )

Finalmente, cabrfa evaluar el papel del polimorfismo de subtipos en el trasplante de
aloinjertos. Su importancia ha side puesta de manifiesto en los limitados estudios que se han
realizado. Ef trasplantes d¢ rifién, se ha cbservado una estricta corretacion entre supervivencia
del trasplante ¥ la identidad de subtipos entre donanates y receptores (219), mientras que en ¢l
grupo de rechazo, la distribucién de frecuencias de subtipos en los donantes es andloga a la de la
poblacidn control. La comprobacidn fehaciente de la participacidn de este polimorfismo en el
rechazo de trasplantes ha sido demostrada en el rechazo de médula dsea en una combinacidn
Jonante-receptor HLA idénticos con distintos subtipos de HLA-B44, diferenciados finicamente
<n un cambio de Leu—> Asp en la posicién 156 (220). El individuo trasplantade (B44.2°) genera
"in vivo" una poblacién de CTLs aloespecificos del subtipo B44.1, cuya reaciividad puede ser
anaiizada directamente en PBLs, duranie €l periodo de rechazo. La generacion de respuesias
alogénicas especificas de subtipo puede explicar, en parte, €l alto grado de respuestas injerto
frente a huesped que ocurren en el 20-50% de los trasplantes de médula entre individuos HLA
idénticos. Por tanto, la compatibilidad de subtipos de [os antigenos HLA en procesos de trasplante

se concibe como Una premisa necesaria para la mejora del nivel de supervivencia el misme.
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6. CONCLUSIONES
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6-CONCLUSIONES.
* El antigeno A®0209 presenta, respecto del subtipo A*0201, un finico cambio en la posicién
236 del dominio a3 de Ala a Glu: Este cambio rcqixicrc ‘un Ginico cambio de base a nivel de DNA,

lo que sugiere su generacitn por un proceso de mutacién puntual.

* El reconocimiento-diferencial de A*0209 respecto de A*0201 por algusos clones de CTLs
alogénicos indica que cambios fuera del sitio de unidn del antigeno pueden influir en Ia

especificidad del reconocimiento por CTLs.

* Los antigenos A2-SCHU y A2-ESST, no reconocidos por la linea alogénica CTL14, son
bioquimicamente indistinguibles mediante mapeo peptidico comparativo, de los antigenos A*0206
v A2-ARC, respectivamente, que si son reconocidos. A2-SCHU presenta la misma secuencia de

DNA que A*0206 lo que indica que CTL14 reconoce diferencialmente ant{genos HLA-A2

idénticaos.

* La distincién por CTL14 entre antigenos HLA-A2 estructuralmente idénticos sugiere que |
estos CTLs reconocen un péptido polimérfice presentado pur dtcho antigeno. Por lama, e’
reconocimiento atogémco es, al menos pm una fm:mén de Cl'l.s, un- reoonoumlenlo-_
alurrstnng:do en eb que e reconooen conjumameme el aloantfgeno y !t.:s: pépt:dos endégcnos |

presentes en el sitio de unién del antigeno.

* El antigeno A*(0204 presenta un tnico cambio de base respecto de A*0201 en la posicién
362 {G-->T) que implica un Gnico cambio de aminagdcido en la posicién 97 (Arg—>Met). Este

antigeno, puede, por tante, haberse generado mediante un mecanismo de mutacién puntual

* El antigeno A*021] presenta 2 cambios de base respecto de A*0201 en las posiciones
290 (C~>T) y 292 (C~>G) que implican dos cambios de aminodcidos en las posiciones 73 (Thr-
->Ile) y 74 (His--> Asp). Esta misrna secuencia se encuentra ﬁnii‘amenleﬁenllos alelos HLA-A31
vy HLA-Aw33, lo que sugiere su generacién pot medio de una conversién gémc.a en )2 que estos
u otras alelos desconocidos de igual secuenciz en esta region, habrfan actuado como genes

donadores de DNA.
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* Las secuencias de A*0204 y A*021], junto con las de los demds subtipos de HLA-AZ2,
revelan el agrupamiento del polimorfismo de subtipos de HLA-AZ2 en una regifn espacialmente
limitada del sitio de vnidn del antfgeno, con capacidad de interaccionar con los péptidos
enddgenos unidos y, por tanto, de modular la especificidad de presentacién antigénica de HLA-
A2,

* La regidn que agrupa ef polimorfismo en HLA-A2 es diferente de la de otros antigenos
(HLA-B27), lo que sugiere que la distinta capacidad de presentacion de péptidos de cada antigena
determina la regién de la molécula donde se acumula e polimorfisme, mediante la presién

selectiva a que se ve sometido el antigeno de clase I como molécula presentadora de antfgenos.

* La diferente distribucién étnica de cada subtipo sugiere que ésta puede estar determinada
por la diferente ventaja setectiva que proporciona cada subtipo como molécula presentadora en

relacidn a los patégenos presentes en cada poblacidn.

* Los tres subtipos definidos bioquimicamente A*0204, A*0209 y A*0211 presentan cambios
que alteran la capacidad de reconocimiento por CTLs y definen el agrupamiento de las posiciones
paolimérficas en una regidn critica para la funcionalidad, lo que sugiere que éstas son
caracterfsticas inirinsecas al proceso de diversificacién de HLA-A2 y no estdn predeterminadas

por ¢l método de deteccidn del polimorfismo.

* Los cambios en los tres nuevos sublipos caracterizados sugieren la operatividad de los
dos mecanismos fundamentales generadores del polimorfismo en antigenos de clase I, la muacién

puntual y la conversién génica, en el proceso de diversificacién de HLA-A2.
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Abstract. The HLA-A2 antigen expresscd by donor OZB
can be distinguished from the main HLA-AZ.1 subtype
by isoelectric focusing — it is one charge onit inore acid-
ic — and by some alloreactive T-cell clones but oot by cyto-
lytic T lymphocyte kines. The strucure of variant OZB
has been examined by comparative peptide mapping with
A2.1 and radiochemical sequence amalysis. The two
molecules were found to differ in a single wyptic peptide
from the a3 region, spanning residues 220-243. The ami-
no acid sequence of this peptide from variant OZB re-
vealed that there was only one amino acid change of Glu
instead of Als a1 position 236, a hitheno invariant residuc
in class T HLA uotigens. All previously clurscterized
HLA or H-2 camral varisnts have suruchal changes
restricted o the al and/or &2 dumains. Thus, variant OZB
is unigue in that (1) it has one amino acid chenge in o3
and (2} it has no changes in a1 and a2, The raly deiecied
substitution of this variant mey be eccountzd for by 2 tin-
gle base change at the DNA level, supgesting that i might
have resilted from a point mutation in the A2. / gene. The
structural featores of vanant OZB opeir a navel way to
examine the influence of polymorphism in a3 on cytolytic
T-cell recognition of naturally occurring class 1 antigens.

Introduction

Class I HLA antigens are highly palymorphic cell surface
glycoproteins encoded in the HiA-A, -8, and -C loci of
the human MHC. They are involved in the recognition
of other antigens expressed on virus-infected or otherwise
modified cells by CTL (McMichzel etal. 1977, Dickmeiss
et al. 1977). Polymorphism is achieved through a mul-
tiplicity of loci with a great number of codominantly ex-

Address correspondence and affprint requests to: 1. A, Lbpez de Castro
Abbreviations wied in thia paper: CTL. cyobviic T lymphocyres; HPLC.
high perfnrmunce liquid ch graphy; [EF. i focusing:
MHC, maor histocompatibility complex

pressed allcles a1 each locus, The HLA-4, -B, -C allelic
series have been defined by conventional tissue fyping
serology (Bodmer ot al. 1984). Structural analyses of
saveral serologically defined alloantigens have revealed
that they usually differ from each other in at least 5-10%
of their amino zcid sequence (Glssow et al. 1987). The
grest majority of the polymorphic pasitions are located
in the two amino-terminal &1 and a2 domains, the poly-
morphism &t the a3 region being much more limited. The
finding that i i distinguishable class [ an-
tigens from different mouse subspecizs (Arden and Klein
1982) or different human ethnic groups (Holmes et al.

1 Hy &
gically

1987} are also stracturaliy identical has led tu the sugges-

tion that much of the allelic repertoire of L species could
have been essentially established. before speciation.
Several well-defired serologic specificities have been
shown to include a number of structarally different sub-
types, which are readily distinguishable hy CTL andfor
IEF. The stucture uf several HLA-B7 (Takewni ¢t ol
198%), -B27 (Vega et al. 1985, b, 1985, Sceman et al.
1986, Rojo e12l. 1987a, b), -A3 (van Schravendijk exal.
1985, Cowan et al. 1925), and -A2 (Krangel et al. 1982,
1983, Ezquerra et al. 1986, Marwson et al. 1987, Holmes
eral. 1987, Doménech et 2l. 1988) subtypes has been exa-
mined. The various subtypes from a given serologic speci-
ficity differ from each other by one or very few aming
scid replacements, which are always located in al andfor
a2. The nature of this variability has provided supportive
evidence for the occurrence of point mutations and of
several types of recombination mechanisms in the genera-
tion of MHC class I polymorphism. [n some cases, partic-
ularly with HLA-B27, the stucture of the subtypes can
be correlated with their distribution among different eth-
nic populations. This correlation suggests that subtype-
relaed polymorphism may be relatively recent, much of
it having arisen afier divergence of (he major ethnic
groups (Vega et al. 1986, Rojo et al. 1987a). Further-
more. class 1 subtypes are amenable 10 differential recog-
pition by CTL. For this reason, in addition their value
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for evolution studies. they are uniquely suitable to analyze
the influence of limited structural polymarphism in
modulating the specificity of CTL recognition.

HLA-AZ2 is one of the most common class [ serologic
specificities (Baur and Danilovs 1980). Heterogeneity
within this antigen has been detecied with self-restricied
(Biddison et al. 1980a, b, 1982, Pfeffer and Thorsby
1982. Gasion et ak. 1983, Goulmy et al. 1982, 1984}, al-
logeneic (Horai et al. 1982, van der Poel et al. 1983b,
Ware et al. 1983, Brenner er al. 1985) and xenogeneic
CTL (Engelhard and Benjamin 1983). Four subtypes,
designated A2.1 10 A2.4, were defined by using alioreac-
tive CTL lines and IEF on a large panel of A2-positive
individuals (van der Poel et al. 1983a). A2.1, A2.2, and
A2.3 are distinguishable by IEF, A2.2 being one charge
unit more basic and A2.3 ane charge unit more acidic than
A2.1. The AZ.1 2nd A2.4 antigens have identical isoelec-
tic points. Further heterogeneity within A2.2 and A2.4
has been dezected with both alloimmune and self-restrict-
ed CTL {(Gotch et al. 1985, van der Pocl et al. 1984,
1986).

An A2 variant was found in donor OZB that did not
fit into the four established subtypes (van der Poel et al.
1986). This variant was not distaguishable from A2.1 by
the polyclonal CTL used in the definition of the subtypes,
bar was identical with AZ.3 by IEF. Here, the structurai
analyeis of the OZB A2 variant is described.

Maierials and mcthods |

Purhication of vadivchemicall labeled HLA-AZ heavy chairs. The lyar
phobiasioid cell lines JY (HLA-A2.1: B7) and OZB (HLA-AZ, 3: B16,
35) were used as the source of maserial, The radiochemical purification
of HLA-AY heavy chains ws performed by immunoprecipitation with
the A2/ AwtS-specific monocional antibody PAZ. Y (Pastam and Bodwer
1078 and antidenatured HLA-A. -B heavy chain antiserum {anti-H) as
desnbed (Exquerta of af, [986).

Prpride mapping. Th sruciurad analysis of HLA-A2 from OZB by com-
parstive pepride mapping with A2.J was performed as deseribed {Ez-
querra et al, 1986). Trplic maps were obuined by HPLC ir & gradieat
of ammanium acoule 1nd acewonivile a3 dewailed elsewhere (Vega a
al. 19850}, Further f:actionation of some unresolved peptice mixtures
e carried aut in HPLC with a gradient of aceronirile and triflusroacer-
ic acid following a deseribed grocedure (Rojo o ul. 1987a). In some
experimess. purified Lnpic peptides wert dipesied with Staphydococ-
ows aureis, Arain V8, procease (Miles Laboraiories, United Kingdam).
Samgies wers dissolved in 200 yl of 30 mM ammoniym sctie bufier,
pH 3.0, conraining 100 i3 of ovalbumin 43 CATICT proteis, #120 €RZyme-
Lo-submrmis rati) 004 er cartier proteind of 135 for 12 b a 374C. Afier
this Lime, the same amount of enzyme was added again snd the resrion
was contiwed for another 12 h 3 37 °C. These conditions allow sciec-
Ine cleavape o the carboryltermimal end of ghnamic acid residues
(Drapeau 1$771. Occasionally, a third sdditicn of the szmc amount of
enzyme was mde 10 promote cleavage al speciadly resistant glnamyl
honds, and incul 8100 was continued for another t2 b w37 *C. Afer
digestian. 09 ug of 2 inygRic digest of evallnanin was added and dis-
wived in 400 pl of e same buffer, Samphes were Ivophilized snd
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rechromatographed under Lhe same condith
of tryptic pepeides.

Awomated scquences analrsis. Raiochemical sequence analysis of sin-
gle amino acid-labeled peptides was performed in the presence of 10
nmol of apomyoglobin as earrier, ina Beck Tiquid-phasc &4

25 described (Ezquerra of al. 1985). Ahernatively, sequencing was car-
ried out in 8 gaz-phuse sequenatar {Applied Biosysiems, 470A) i the
absence of apomyugiobin cartier. using the S3CMAC program supplied
by the f Seq fractions were couned with & md of
Aquasol {Kew Englasd Nuchear) ina Beckmas LS-255 or LS 2500 liquid
scinillation counter, using # doudle channel for *H- and '*C-radio-
sctivity, Radioactivity ouspls were expressed, depending on the coumier
used. a5 cpm (LS-255) or dpm (LS 2800). Spill corrections were in:
roduced from the values obtained with upproprize *H and C s
dards.

used for the sep

Results

The HLA-A2 antigens from JY and OZB differ in o single
trypric peptide from the &3 region, The structural charac-
terization of the OZB A2 variant was carried out through
its eomparison with the known strucrure of HLA-A2.]
antigen (Koller and Orr 1985), which is expressed on JY
cells, by doubie-label comparative peptide mapping and
radiochernical sequencing of the differcnce peptides.
Tyr-, His-, Lys-, Pro-, Lew-, and Als-labeled aryptic
peptide maps were initially gbtained. These amine acids
labet overlapping sets of peptides that together encompass
100% of the axiraccliular partion of the molecule. The
Tyr- and His-labelsd maps were ideatical (not shuwn).
The Lvs-, Pro-, and Leu-. lahekd maps each showed
ane "H-labeled (K5, PS5, and L3, respectively).and cne
“C.labeled (K6, P6, and L4, respectvely) difference
peaks eluting at equivalemt positions in aii three maps
(Fig. 1). The Ala-labeled map ined. a C:labeled
difference peak. AS. eluting in the same position as those

of previous maps, but lacked any “H-labeled coumterpan.

(Fig. 1). These results suggesied that there was only one
difference peptide berween A2.1 and the OZB A2 variam.
which was labeled in buth proteins with Lys, Pro, and
Leu, but not with Tyr er His. Furthermare, this peptide
contained Ala in A2.1 but not in the OZB variant.
Sequencing of the Leu-labeled difference peprides L3 and
L4 indicated that they hoth contained radioactivity at cyele
11 (Fig. 1). The “C-labeled L4 peptide showed, in
addition, *H- and "“C-radicactivity a1 cycle 2. This was
due 1o the presence of 3 contaminant identical peptide. be-
cause no Lryptic peptide from A2.1 has Leu at both pesi-
tions 2 and 11, These results indicated that L4 was the
AZ2.] pepride spanning residues 230-243 (DGEDQTQD-
TELVETRPAGDGTFQK) because this is the only trvpoc
pepide of the molecule with Leu 81 position 11. This pep-
tide also contained Lys. Pro, and Ala The sequence of
L3 confirmed that this peptide was the OZB counterpan
of L4,

PV, T A— Y
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The HLA-A2 antigen from OB has a single aminv acid
charige with A2.]1 ar position 236, The absence of 2
*H-labeled counterpart to the AS difference peptide, in
the Ala-labeled map (Fig. 1), suggesicd that at least
Alsyy, could be changed in the OZB variam. Thus, the
structure of the OZB difference peptide spanning residues
220-243 was amalyzed in detail. This was done by labeling
the molecule with each of the amino acids of this pepride,
in separate experiments, followed by isolation of the la-
beled trvpac peptide, The A2.1 peptide. but nut that from
variant OZ8. could be clesved &1 the Args,-Prow, bond
with trypsin under very drasiic conditions, or with clos-
tripain (not shown). This was due 10 the presence of a hin-’
dering acidic residue at pasition 236 in the OZB variam
and a0t (o the absence of Argyy (see below), Thus, the
220-243 peptide, which is rich in Glu residues, was fur-
ther digested with S, aureus V8 protease under conditions
of selective cleavage a1 these residues. and the resuiting
peptides were isolated and sequenced. Figure 2A shows
4 comparison of the Thr-labeled tryptic maps from A2.}
and the OZB variant. As expected, the only difference
pepudes, T4 and T3, were those correspondiag by their
elution position 1o the 220-243 pepiide from GZB and

A2.1, respeciively. T4 and T5 were mixed together and
Jjoindy digested with V8 protease, Two identical peptides
(TVI and TV2). & *H-difference peptide (TV3). and &
“C-difference pepiide (TV3) were genermed (Fig. 2B).
The sequence analysis of these four peptides is shown in
Figure 2C. TV1 and TVZ had Thr at positions 3 and 6,
which indicated that both peptides started a1 position 223.
Sequencing of TV3 and TV4 showed *H- ang "C-label,
respeclivelv, at cycles T and 8, suggesiing that they were
the OZB and A2.] peptides spanning residues 233-243
(TRPAGDGTFQK in A2.1). Simitarly, a Val-labeloed
Typlic map was obuzined 1o isolale the 220-243 difference
peptides V4 and V5 (Fig, 3a}. These two peprides were
joimly digesied with V8 prowease, and twa identical pep-
tides, VV1 and VV2, were generated and sequenced (Fig.
3B). The presence of *H. and " C-radioactivity au eycle
2 of ¥V indicaied that this was the peptide spanning
residues 230-232 (LVE). Sequencing of VV2 showed
radioactivity at cycle 9. indicating that it was a partial
cleavage intermediate  spanning  residues 223-232
(DQTQDTELVE). Since VV2 chuted a1 Lhe same pasition
as TV, this allowed the agsignment of the TV1 und TV2
peptides (see above) 25 those spanning residues 223-2729
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and 223-232_ respectively. Togsther, the Thr- and Val-
labeled VX protease peptides encompass the whole span
of the 220-243 difference wrypiic peptide, except the
iripeptide 220-222 (DGE). The analysis of these VE pro-
tease peprides indicare that the segment spanning residues
223-232 is identical in A2.] and the OZB varjant.
The Asp-labeled 220-243 wyptic difference peptides
from A2.1 and the OZB variant were also obizingd (not
shown) and further digesied with V8 protease. Four pep-
lide peaks were obtainad upan chromaographic fractiona-
tion of these digests (Fig. 4A). DV and DV2 were identi-
cai, DV} and DV4 were QZB and A2.1 difference
peptides. respectively. DV actually consisied of a mix-
ture of several idenuical peprides. amenable to separation
under differem chromatographic conditions {now shown).
Sequencing of 1wo of these peptides, DV1.1 and DV1,3,
showed radioactivity 21 cyele I, and af cycles | and 5,
respectively (Fig. 4A). This indicated that these 1wo pep-
tides were those spanning residucs 230-222 (DGE) and
223-229 (DQTQDTE). respectively, DV2 also showed
radicactivity at cycles | and 5. This peptide eluied in the
same positior s TV2 (Fig. 2B) and was therefore as-
signed as the panial cleavage imermedime spanning

THR-V8B Js
—_
| 2=y (—=y | |
Sl A2-028 (—) | %
] =1
& 4 2
2 3 Fiz- 2. A shews the mveniephue HPLC
-1 —H3 a comparisom of The-iabeled ryptic pepdes. B
5 3 shows & comparative peptide map of jointly
x ] drgested T4 and T¥ peptides with & awrrwr VE
e - provease. C shows the saquence analysis of theys
| - VE protease pepedes. TV and TV2 were puris

fied tzam "H-isbeled OZB in 8 separate experi-
200 menl prige 10 Rquencing. Numbering and
sequenzing of paaks are 3s W Figure §

residues 223-232. The OZR gifference peptide DV3 eiut-
ed at the same position as TV (Fig. 2B} and showed
tadioactivity 81 eycle 6 (Fig. 3A). This indicated that it
was the peptide siarting at residue 233, DV4 was not se-
quenced, bur its elution position was identica] with that
of TV4. Thus, it was assigned as the A2.1 peptide span-
ning residues 233-243.

Labeling with Gln wogether with Glu allowed incorpo-
ration of both radioactive amino acids. As in previous ex-
periments, the single 220243 tryptic difference pepide
was isolated from *H-labeled OZB and '“C-Inbeled A2.1
proweins {not shown). Joint digestion of both peptides with
V8 protease was carried out 2nd the resulting mixture was
resolved in three identical peaks (QV1, QV2, and QV3),
a *Hdifference peak, QV4, and & “Cudifference peak,
QV5 (Fig. 4B). The QV1 peak was shown to consist of
a mixture of identical peaks. inctuding rwo main peptides.
QVI1.1 and QV1.2, amenable to separation under different
chromatagraphic conditions (not shown). The sequence
analyses of these peptides are shown in Figure 4B. QV1.1
was labeled at cycles 2, 4, and 7. indicating that this pep-
tide was thal spanning residues 223-229 (DQTQDTE).
The significantly lower radicactivity at cycle 7 is consis-
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tent with the presence of Glu at the carboxyl-terminal posi-
tion, QV1,2 was labeled at cyeles 3, 5, and 7, the relative-
Iy tower level of radiaactivity al cycle 3 being consistent
with the presence of Glu instead of Gln (which is incorpo-
rated more tfficiently upon metabolic labeling) ut this po-
sition. Thus. this peptide was assigned a3 a partial
cleavage mermediate spanming  residues 220-229
(DGEDQTQDTE). QV2, which eluted in the same posi-
tion a8 VV1 (Figs. 3B and 4B), showed radioactivity at
cycle 3 upon sequencing (Fig. $B). Thus, it was assigned
as the 230-232 peptide (LVE). QV3 could not be se-
quenced. The difference peptides QV4 and QVS ehuted
a1 the same positions as TV or DV3, and TV or DV3,
respectively (Figs. 2 and 4), suggesting that they were the
OZB and A2 1 peptides, rupu:mdy sumng n posumn
233 (see above). 8 2 of QV4 d r

as cycles 4 and 10. ﬂmpmm label at residoe 10
indicated tha this peptide spanned residues 233-243, on
the basis of the sequence of A2.1 in this segment
(TRPAGDGTFQK). The relative amounts of radioactivi-
ty recovered at cycles 4 and 10 indicated that residue 10
of this peptide was much more efficienily labeled. Other-
wise the repetitive yicld of the QV4 sequencing run would

have been 97'% . a value which is never obtained with smalt
peprides in our hands, Furthermore, the yield of radio-
activity at cycle 10 upon sequencing was éxpected to be
especially low because the peptide ends at cycle |1 with
a Lys residue. Shon peptides ending with Lys tend 10 be
washed owt during sequencing, negatively affecting the
repetitive yield of the Edman reaction, Thus, Glu instead
of Gln was assigned at cycle 4. This result indicated that
the OZB A2 variani had Glu, instead of Ala, at position
235, QVS, whichmtbel]S-ZﬂwmkrpmfrunA! 1
on the basis of its elution position, was not sequenoed
To« lete the scquence at the i
of the 220-243 difference peptide from the OZ.B variant,
the follawing experiments were carried out. First, Gly
idues were labeled th holic conversion with
umfurmly Iabeled [C}- Scr The 220~243 peptide from
variamt OZB, G1, was punfwd (Fig. 5A) and digested
with V& p Sequencing of the two peptides, GV1
and GV2 which were obumed showed radm:cuvny at
cvcle 2 and a1 cycles 5 and 7, respectively. These results
indicated that GV1 was the 220-222 peptide (DGE) and
GV2, which eluted as TV3, DV3, and QV4 (Figs. 2B and
4). was the difference peptide spanning residues 233-243.
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They further confirmed that Gly.g, and Glya., were un-
changed in OZB. Secend, the Arg-, Pro-, and Phe-labcled
233-243 peptides frum the OZ B variant were obizined and
sequenced 1% in previous sapetiments (Fig. 6). The Arg-
[abeles pepiide, RV, was labeled at vycle 2 (Fig. 6A),
establishing the presence of tic unchanged Arg.y, in this
variant. The Pro-labeled pepide, PV, showed radiosc-
tivity af ¢ycle 3. confirming the presence of Pro at position
235. Sequencing ofthe A2.1 part PV2 also showed
ragicactivity af positioa 3, confirming its identity with the
233-243 peptide of this anzigen (TRPAGDGTFQK). V8
protease digestion of the Phe-labeled 220-243 tryptic pep-
tides from A2_! and the OZB variant was performed with
a higher amount of enzyme 1o promoie cleavage ut the
Gluyy, of the variant. which was not observed in previ-
ous experiments. As showa in Figure 6C, two V8 protease
difference peptides from QZB, FV1, and FV2 were ob-
tained which showed radioactivity at cycles 5 and 9,
respectively. This indicated that FV1 was the peptide
spanning residues 237-243 (GDGTFQK) and FV2 was
the 233-243 peptide (TRPEGDGTFQK). Thus, Phe,,,
was unchanged in OZB. Funhermore. the partial VE pro-
1ease cleavage a1 position 1236 confirmed the assignment
of Glu a1 this position of the varians, As expecied. only
one A2.1 difference peptide, FV3, was oblsined, which
was that speoming residues 233-243 (TRPAGDGTFQK)

OZB and JY AZ molculs were
separaicly obtained and werz ploned
sogeirer. The Glu+Gin-bbeied map
was obiined from jointly digesed *H-
Labeled OZ8 and "“C-labeled 1Y (A2.1)
tnpric  pepudes.  Numbering  xnd
sequencing of peaks are #s in Figure 1

HC DPM x107!(-—)

Fraetlon n.

on the basis of its elution position and of 1he presence of
labe? ar cycle 9.

A summary of the proposed assigrments for he vari-
ous peptides referred 10 gbove. showing the residues
directly idemified by seguencing, is presented in Figure
7. Al residues within the difference wyptic peptide
220-243 were formally established excepr Lvs,,;. This
residue wus assigned on the basis of the presence of Lyt
in the corresponding wyptic peptide (Fig. 1) and the ab-
sence of this residue in other pasitions of that peptide.
Thus, taken together these results demonstrate that the
only change within the single difference trypric peptide
of the A2 variant in OZB is that of Glu, insiead of Ala,
at position 236,

Discussion

The immunological and structural heterogeneity of the
HLA-A2 antigen family has been extensively analyzed.
The lour basic subtypes, A2l w A2 .4, which were origi-
nally defined on the basis of their differential recognition
by CTL {van der Foel et al, 19832, 1986), have abso dis-
tinct structural patterns. The A2.2 subtype differs from
A2.1 by the presence of three scatiered changes in both
ol and a2, at positions 43, 95, and 136, There are a1 least
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rwa variaras, A2 2F and A2.2Y, within this subiype, the
iatter having one additional change ar positica 9 (Krangel
et ab. 1982, Hobmes 1 af. 1987, Mattson et al. 1987). In
contrast. A2.3 antigens differ from A2.1 by three
clustered changes at positions: 149, 152, and 156, in a2
(Krangel et al. 1983, Mattson et al. 1987). The two A2.4
varianis which have been examined, CLA and KNE, each
have a single amino acid change with A2. }, which is locat-
ed either in o) (CLA) (Ezquerra e1 a1, 1986) or in a2
(KNE) (Doménech et al. 1988} The structural reladon-
ship of the A2 variani expressed on OZB oells to these
subtypes was examined by comparative peptide mapping
and radiochemical sequencing of the difference pepudes.
The reliability of this approsch has been discussed else-
where (Vega et al. 1986, Dornéncch e1 al. 1988). The sin-
gle detecicd change of Glu instead of Ala at position 236,
berween the OZB varian and A2.1, accounts for the IEF
difference berween these two molecules and indicates that
the reponied charge identity of variam OZB with the A2.3
subtype ¢van der Poel e1 al. 1986) does not invalve an un-
derlying sructural similarity. Acnually, the structural pat-
lern of variant OZB is more analogous to that of A2.4,
since it presents a singie amino acid change, but differs

snahsis of these pepeides i3 also
nctodes. Numthering god sequeacing of
resks ofc o in-Figure |

from the A2.4 variants in that their changes do not involve
any charge difTerence with A2, 1. The fact that the detected
amino acid change could have resuited from a single base
change a1 the DNA level suggests that it could have been
the result of & point mutation. The occurrence of poim
mutations as one of the mechanisms significantly con-
tributing to the diversification of the HIL.A-AZ antigen
family has been previously suggested (Ezquerra et al.
1985, Hoimes et al. 1987, Doménech et 2l. 1988). This
comrasts with the apparent absence of this mechanism in
the generation of -2 mumnts (Nathenson et al. 1986) and
suggests that the mouse bm series illustrates only a frac-
tion of the genstic events contributing 1o the generation of
iy | MHC polymorphism, HLA-B27 is the only other class
1 HLA antigen in which 2 relatively large number of sub-
types hat been examined in molecular detail. For this anti-
penl, gEnt CONVETIION Or analogous Eenclic cvenls arc
probably predominant in the generation of subtype paly-
merphism (Vegs er al. 19852 b, 1986, Seeman et al.
1985, Rajo et al. 1987a). Thus. it is conceivable that for
different class 1 toci or alleles, the frequency with which
the various possible diversification mechanisms occur
might be different.



R. Caxtado ot al.: Strmcoure of HLA-A2 variant OZB

352
s ARG-vg A
—- H CPM Av -
] 2% av A2-028B (__) 42 I
ER hl 13
= - =
= x
= L -
) 100 150 200
—
—~ _ W g cru] B
| PRO-VE -
L oeraz-gy  (—) ] . i1
T A2-0IB (——} T
2 o
x =
x
: z
* ¢
Fig. 8 A-C. Reverse-phase HFLC frac-
vonation and sequence  analysis of
PHE-V8 e c — . anrews V8 procase peptides chained
T [az-0y 1— e _.} ™ I‘ atier digestion of the 220-243 tryptic
J. AZ-028 >——-——) oL pepiide. In A the Arg-labeled Uyptic
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Numbering  and

The A2 OZR variant is unique among previously
characterized class I MHC variants, including those of
A2, in that the only detected substitulion with the major
subiype, A2, 1.is jocated in the a3 domain. All other HLA
variants and A-2 sutanes chat have been analyzed have
changes in &} and/or w2, but not in a3. As it is well
known. mest polymorphic positions of class | antigens are
iocated inal and o, the polymorphism in «3 being high-
Iy restricted. Atthe DNA Jevel, base changes ai the coding
exxn for 1his domuain have a pronounced bias 1oward oc-
curring 2t the third base of codons, whereas the [requency
of chaznges a1 the three base positions in codons of those
exons coding for al and a2 is roughly equivalent (Stra-
chan 1987). This results in the generation of much more
amino acid vanability in ol and a2 than in o3, a1 3 com-

plotied  10pethier.
saquescing of peaks are 23 I Figure )

parable degree of DNA diversity. Such a variability pat-
tern is befieved 10 reflect the existence of selective pres-
-sures promoting polymorphism in af and a2 while
favoring conservation in a3. The underlying functional
basis for the differential distribution of poiymorphism
along the pretein donizing would be the primary involve-
ment of ol and a2 in specific CTL recognition {Lew et
al. 1988), whereos o’ would have as its main role interact-
ing with be-2 microglobulin (BZm) (Yokoyama and
Nathenson 1983) and perhaps also stabilizing the structure
of o} and 2. Because of this syructural role, substitutions
within a3 would be generally subjecied 12 stringem con-
straints. Since a3 is folded with an 1g-like B-pleated sheet
structure {Orr et al. 1979, Borjiunan et al. 1987a), it is
likely that nonconscrvative changes in this domain. such
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as that observed at posivon 226 in varignt OZB, would
not be easily accomodated within §-strands. Indeed,
X-ry diffraction studies have shown that position 236 of
HLA-A2 is located at the end of a f-strand (Borjkman
el al. 1987a).

The characterization of a naturaily oceurring variant
with changes restricied to a3 provides a novel opportunity
10 assecs the putative participation of this domain in the
specific CTL recognition of class | antigens. The role of
al and 2 in determining the specificity of CTL recogni-
tion is wel' established from three lines of evidence. First,
a3 nated above, most polymorphic positions are located
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hybrid molocules have failed to find any CTL recognizing
polymorphism at a3 (reviewed in Lew et al. 1985), These
mmmmﬁmmwmm QZB vari-
ant is not distinguished from A2.1 by polyclonal
AZ2.1-specific CTL (van der Pocl et al. 1986). Neverthe-
fess. some Al-specific alloreactive CTL clomes do
differentiate between A2. 1 and the<OZB variant (Borst er
al. 1987}, suggesting that the observed change in this vari-
ant does affect recoghition by individuat CTL clones. A
previous study demonstrated that CTL raised against
defective molecules lacking ol and a2, synthesized fmm
in vitro deleted class I genes, could detect pok

in the a3 region expressed by these molecules, although
they would not recognize intact class ] amtigens
(McCluskey et al. 1986), In addition, differential recogni-
tion of mouse H2m alleles by # CTL clone has been repart-
ed (Ko et sl 1987). These findings 2dd to thase con-
cerning variant OZB to suggest that limited suructural
changes in the class I MHC molecule located ouside ot
and o2 may also influence the specificity of CTL recogni-
tion. Those A2-specific clones whose reacivity is affected
by the amino acid change at pasition 236 in OZB are also
sensitive o changes in a) and o2, as indicated by their
lack of recognition of other A2 variants with changes in
either of these two domains (Borst et al. 1987). This indi-
catey either that these clones recognize conformational
epitopes contributed for by residues from ali three o}, a2,
and a3 domazins or that the change 2t position 236 has an
indirect effect on epitapes located in the ol and o2 do-
mains. The hutter possibility could be supported by crys-
tallographic analyses showing that poskiva 236 is closs
ta residues involved. i inerdomain coracts of o3 with
both c 1 and B2m {Borjkman etal. 1987a). But, in contrast
10 &l othes known HLA variams, this posicion is not a
part of the antigen-binding site of class T antigens, where
many residues form al and a2, known o be relevant for
T~cell recognition, are locmed (Borjkman et al. 1987a,
b). In either case, a correlation of the structure of the OZB
variam with the patiern of its differentia) recognition by
some CTL clones indicates thar polymorphism in o3 may
also influence the specificity of CTL recognition in 2 noa-
chimerical, naturally occurring class I antigen. Knowl-
edge of the structure of the OZB variant may now be used
10 raise CTL specifically recognizing a change in a3, and
lo test the contribution of polymorphisin in this region to
the restriction properties of the HLA-A2 molecule.

The mnhors thank Jack L. Strominger. David A

in these mvo domains. Secund, subtle amino acid eh
in @1 or a2. such as those occwrring in HLA variams and
H-2 muans. affect CTL recognition (Lépez de Castro et
al. 1985, Nathenson et al. 1986). Third, exon-shuffling
studies have demonstrated that the specificity of CTL
recognition of the hybrid molecules expressed on ap-
propriate wrget cells correlates with ihe ol 2nd a2 do-
mains. Previous amalvses with exon-shuffled class §
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STRUCTURAL IDENTITY BETWEEN HLA-A2 ANTIGENS DIFFERENTIALLY
RECOGNIZED BY ALLOREACTIVE CYTOTOXIC T LYMPHOCYTES'

A. RAUL CASTARO, PILAR LAUZURICA. NIEVES DOMENECH, ano JOSE A. LOPEZ pe CASTRO?

From the Department of Immunology. Fundactin Jiménez Diaz, Consejo Superior de lrweslloammes Clenuifioas, Aventda
Reyes Cardlicos, 2. 20040 Madrid, Spatn

Alloreactive CTL raised against HLA-AZ Ag often
display heterogeneous recognition of HLA-A2" tar-
get cells, This heterogencity has been found to re-
flect structural polymorphism among the corre-
sponding target Ag. thus defining HLA-A2 subtypes.
A previous study (van der Poel et al 1986. Human
Immunol. 16:247) established the existence of 4 new
HLA-AZ2.4 variant, A2-SCHU, that was distinguished
from A*0206 (A2.4a) by HLA-A2-specific alloreac-
tive CTL. The same CTL subdivided HLA-A2.1 Ag
into two subgroups. In the present study, the molec-
ular besis of this hetérogeneity has been examined
by double-label comparative pept.ide mapping axaly-
sis of differentially recognired AZ.1 and AZ.4 Ag. In
addition., we have determined the complete se-
quence of polymerase chain reaction-amplified full
length ¢cDNA from A2-SCHU The resunlts show that:
1) A2-SCHU is ble from A*0208 by
peptide mapping;: 2) the cDNA sequence of A2-SCHU
Js identical to that of A*QZ08:; and 3) two differen-

tlally recognized A2.1 Ag are both indistinguishable
irom A*0201. by comparative peptide mapping.
These resulls indicate that differentia) recognition
by alloreactive CTL can.occur among structurally

igentical class [ HLA Ag and suggest that allofecog--

nition by such CTL may invelve corecognition of
egdogencus peptides, presumably derived from po-
lymorphic proteins.

HLA class | Ag are buman cell surface glycoproteins
that present peptides from endogenously synthesized
proteins to CTL. Antigenic and peptide-binding specific-
ity of class i molecules Is modulated by thelr high degree

of polymorphism, which is genetically encoded in the.

multiallelic HLA-A, -B, and -C loci. Discrimination among
class [ alleles has been traditonaily carried out by clas-
steal tissue typing serclogy. Nevertheless, sublype poly-
morphism among well-established serplogic specificities
can be detected with mAb, IEF, or CTL. Subtypes usually
differ from each other in one or-very few amino actd
residues {1]. Many of these are located in the peptide
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binding groove of the melecule, (requently at positions
that do not appear to be fully aceessible to antibodies or
10 direct Interaction with TCR. Indeed, subtypes are often
poorly amenabile to serologic discrimination. However,
both alloreactive and self-reatricted CTL. the latter spe-
cifically recognizing antigenic peplides bound to class
proteins. are highly sensitive to detecting class 1 sulb-
types.

The structural bases of CTL allorecognition are nat yet
clarified, but twa general options exist. First, as originally
proposed by Matzinger and Bevan (2} and further devel-
oped by others (3), alloreactive T cells would recognize a
compiex between the alloantigen and an endogenous pep-
tide bound to tt. This fdea 18 supported by recent findings
that endogenous peptides bind to class [ Ag In the endo-
plastnic reticulum (4, 5) end that they are required for
stable assembly and cell surface expression (6-8). Their
involvernent in alloreactivity s also suggested by growing
evidence showing corecogiition of specific peptides and
MHC Ag by allospecific T cells (9-15). Second, the speci-
Ticity of alloreactive CTL wouid be determined salely by
the alloantigen, irrespective af any hound peptide. Sup-
port from this altemative comes' {rom suggestions that

alioreacdve T celis might recogmire peplide-free. class I

molecules {16) and that self-restricted. but not alloreac-
tive, CTL kilitng is abrogated in a2 mutant target cell with
a defect in endogenocus protein processing (171, These two
options are not mutually exciustve, as dif ferent CTL could
conceivably recognize either peptide-dependent or pep-
tde-ingependent epitopes.

One of the most conspicucus examples of subtype pOI-
ymorphism, and of its relevance in modylating the im-
munologic features of ciass | Ag, 1s found in HLA-A2. As
many as 10 structurally different subtypes have been
defined for this Ag (}8), and their primary structure has
been getermined [1).°

In previous studies van der Poel et al. (19) reported that
target celis from a number of HLA-A2™ individuals, ex-
pressing HLA-A2 Ag indistinguishabic by !EF from the
main A2 subtype. AZ.1.* were not killed by antl-A2.1
CTL. They were designated as A2.4, Further heteroge-
neity was subsequently demonsirated with four poly-
clonal CTL ratsed against A2.4 Ag. Each of these effec-

*Castadio, A. R, and J. A. Loper de Castro. Structure of the HLA-

A*Q204 antigen. (ound in South American Indlans. Sp-ual clustering of
HLA-A2 sublype paly ed for
* The curnent HLA- .unnnenthmr: [Ref. la}mu—nmﬂlw
this articke only for those Ag cxprrssed on cells Ihal were used & stairce
of maseral for such as A*0201 from JY and A*0206 (rn
CLA. For HLA-A2 Ag expresaes on cells frimm which po siruciural snalyus
wih avgilable, the previous nomenclaiure (42,1 =A2.¢, sce Ref. 19) has
bern used.
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ters revealed a unique reaction pattern when tested
against A2.4* target celis. suggesting a subdivision of
A2.4 into four subtypes {20}. Heterogeneity among A2.4
Ag was also detected with minor H-specific, A2-restricted
CTL {21). The structure of three of these putative A2.4
subtypes was subsequently analyzed in our laboratnry by
comparative peptide pping and radioch

quencing (22-24). These studies confirmed that lhey
were, indeed, structurally different subtypes. and they
were designated as A*0206 (A2.4a), A°0207 (A2.4D), and
A*0208 {A2.4c), The fourth putative subtype was distin-
guished from A*0206 by only one of the CTL used (CTL
14 In Ref. 20} This CTL could also subdivide A2.1 Ag
inte two groups, as it reacted strongly with only & {raction
of the A2.17 cells and little or nothing with other cella
bearing this Ag (20).

In this report we have determined the primary structure
of the fourth CTL-defined A2.4 sublype and demon-
strated that it Is idenueal to A*0206. Furthermore, rep-
resentative Ag from the two A2.1 subgroups defined by
the same effector celis were compared by peptide map-
ping and both were tdentical to A*0201 by this eriterien,
The results demonstrate that alloreacttve CTL are capa-
ble of distingutshing among structurally identical class
Ag and suggest that additional elenients, such as endog-
€nous peptides, may be responaible for Lthe reaction pat-
tern of these CTL.

MATERIALS AND MEITHODS

Cell itnes. The [ollowing EBV-transformed LCL' were used as
souiree of material: JY (A°0201: B7: DR4. w6]. ESST (A2.1: BS: Cw2.
wd: OR4, 7), ARCIA). 2.1: B7. 8; Cw6: DRI, 4). CLA {A*0206, 3: 86,
35; DR2), and SCHU (A2 £, 31: BS, 12; Cw], w5; DRS, wt). All ecils
except JY were kindly pmvided tv; Dra. Ell Goulmy and Jos Pool
from the D of I logy and Bloodbani. Uni-
versity H-pdml. Luden, The Ndh«hndz. The cells were cultured
in RPM 1 i g [GIBCO. Paksicy.
UK} (0% hul -insctivated PCS 'hw Labaratories Inc., Middlesex,
UK). xnd no antibiotics. at 37°C and 5% CO,.

tton of rudinchemivaily labefed HLA-AZ M chains. This
was perfarmed by Immunoprecipitation with the A2/AwtS-spectiic
mAb PAZ.1 (25) and anti-denatured HLA-A,B H chain serum (a kind
gL of Dr. Hidde Ploegh. Amsterdam. The Netherlands), exsctly as
descrtbed (22).

Peptide mapping and ical seq iisis. Dou-
bt -label P peptide and partia! mdiochemical
SOQuUENEIng wis Carricd out as deseribed (22 ). Briefly. Lyptie mape
of the joinuy digested HLA-AZ H chl!mmb:wmpﬂvd which were
previously labeled with & same H- and "*C-amine acid, respectively,
were oblained by HPLC io a gradient of ammonium acewate and
acetonitriie, as detailed elsewhere (281 Further (ractionation of some
unresolved peptide mixtures was carvied out by HPLC with a gradient
nfnnelmm‘lk and trifluoroacetic acid a3 previouily deseribed {17).

PCR and tng of HLA-AZ jull lengch cONA
jromSCHl.'ceus. Tmlcytoph..ml: RNA{mSIo! X 1% SCHU
ceils was v d [28); 17 uf of this RNA
was used to sy mbem full length HLA class | cDNA by using 1 xM
of the 3° UT-derived anti-sense c:l!#onuckoude primer 5'-GOGAATT-
CAGTCOCACACAAGCCAGCTG-3' contatning an EcoRl site
avian myeloblasiold virus reverse transeriptase [Bochringer Mann-
heim B M. FRG) under d deseribed

elsewhere [28]
.\ncr Incubation. 8wl of the mﬂlou mixture were ':nplmed na
nM 4 I 6 mM
Trl.l—HC.‘lpHBBSBmMKGODOS! htl‘nlﬁrnM . and
2.3 U of Taq polymerase (Cetus Corp.. Emeryville, CA). with 1 »M
each of the 3" UT and the 5° leader exoan-derived primers {3'-
GCAAGCTTATGACGGTCATGGCTCCONCAACE-3°) this one baving
an Hindit recognstion site. These two primers were dexigned &3 (o
have the capacily 1o hybridize *with any class | HLA Ag (28]. Amphi-
fieation was carrted oul for 30 cvcles of 10 = at 92°C, 220 5 at

* Abbreviations vsed In this paper: LCL. lymphabiasterd eell lines; PCR.
poiymerase chain rescuion.
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35.5%C. and 10 min at 70°C, with a final extension cycle of 110 s at
92°C. 220520 35.5°C, and 15 min at 70°C. in a thermocycler [Hybaid
Lad, Middiesex. UK]. An aliqoot [usually Ye) of the reaction mixture
was lozded on & 1% agarces gel and run for 1 b at 90 V. A band of
about 1.1 kb, corresponding in size Lo HLA class | amplified material,
was To aswmure the presence of HLA-A2 ¢cDNA in thiz
band, alkaline Southern blot uu}yulmmrmdunudumhm
claewhere (26). using an HLA-AZ-ap

nucleatides 142~168 from exon A, A Alal [5-
TGGCAGCTCAGA&A CCAAGCACAAGT-27).
The & was Joaded on u [% Jow

melting temperature Wﬂ"“ Rocidand, ME) gel.
and the 1.1-kb band was exiracted with the Geneclears Kit (Bio 161
Inc., L& Jolka, CAL &2 spectfied by manufacturer. Purified DNA was
digeated with 20 U of EcoRl and Hindlll (Boehringer Mannheim
Blochemicals) for 3 b at 37°C and ted 1o EcoRl-Hindit-treated
PUC 18 for at least 4 hat 14°C. Half of the Lgation mexture wks maed
to transform competent DHS = F~ cells. Transiormant colondes were
screcried on LB plates with ampiciliin, IFTG, and X-Gal. Nylon filters
[Hyband-N, Amersham, UK]j containing DNA [rom the white colonies,
were d for HLA-A2. g clones with the [PP|-labeled
AZa2 specific probe as abave, except that hybridization was carried

out at 10°C below melling temperature.
m—mmnlmmmmmrmmm
and  siandasd procedure:
2.¢ofphmudfmmypvmmhny‘=redl¢mmvlm&cmmd
Hindlll. The I.1-kb band was Isolated as above and subclened in
M13mpl8. The single stranded forme of M13 subclones were used
for msequenzing. This was dane with Sequcnl-e [U.8. Biochemical
. Cleveland, OH) as ind er. Three ad-

used: the AZe) primcr. matching nucleotides 180-203 frem HLA-

A2 exou 2 (5'-GACGGGGAGACACGGAAAGTGAAG-3"), A2a2, de-

scribed above, and A2a3, matching nucieotides 138-154 of excn 4

Eg'f-mocmcmmmocm-a'; All primers were purtfied hy PAGE
are use.

RESULTS

Comparative peptide mapping fails to reveal any
structurel differences among CTL-defined HLA-A2 var-
tants CLA and SCHU. CTL 14 was an aliospecific bulk
CTL raised from HLA-A2" responder cetls against A*0207
(20). This differs {rom the prototype A*0201 by & single
amino acid change at position 99 (23). Bestdes killing the
sumutlator celis, CTL 14 lysed only 8 fraction of the A2.]
cells tested. as well as the A*0206-bearing cells from
individual CLA. Cells bearing A2.2, A2.3, and the AL 4
cella from KLO (A*0208} and SCHU were not lysed (20).

The structure of A2-SCHU was first analyzed by com-
paraiive peptide mapping of Lys- and Arg-labeled tryptic
peptides with the A*0201 Ag from JY ceils. These two
amino acids together labet all of the tryptic peptides but
the carboxyl-terminal one. The Lys-labtled map was
Identicai [Fig. 1A}, The Arg-labeled map revealed two [*H]
-labeled (R20 and R22) and & ['“Cl-labeled {R21) differ-
ence peaks (Fig. 15). On the basis of a previous study
(22). this pattern. as well as the elution positions of the
difference peaks, suggesied that the two molecules being
compared could differ at the peptides spanning residues
7=14 and 7-17 (YFFTSVSRPGR in A®(0201), resulting
from partia) tryptic cleavage at the Arg,.-Pro,s bond. To
confirm this, 3 Tyr-labeled map rom these two molecules
was oblained (Fig. 1C). As expected, it showed two ["H)-
labeied Y 16 and Yi8) and a ['*Cl-abeled [Y17) difference
peaks, corresponding in their elution positions to those
in the Arg-labeled map. Sequence analysis of Y16 and
YiB revealea Tyr at eycles | and 3 [Fig. 1C). Among all
HLA-AZ2 Ag of known structure, the only tryptic peptides
with Tyr a1 residues 1 and 3 are those spanning residues
7=14 and 7-17 from A*0205 (A2.2Y}. A*0206 (AZ2.4a),
A*0208 (A2.4c), and A*0210 [A2-LEE). All other A2 A
have Phe at position 9 and do not generate such tryptic
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snd T'C ragactivy (G paxia) 1 Separaldy pislod v ok rumber
{x-axist. Y18 was purtfied o hamogeniy {are amt

befare seguencing.

peptides, Thus. the resujt suggested that A2-SCHU dif-
fered from A*0201 by a Phe to Tyr change at posftion 8.
The absence of any other difference peptides further
suggested that A2-SCHU could be tdentleal 1o A*0206, as
this is the anly subtype differing from A*0201 solely by
a Phe to Tyr change at positfon 9 (1). Hence, A2-SCHU
was examined va the A*0206 Ag fram CLA by compara-
tive peptide mapping of Lys- and Arg-labeled tryptic pep-
tides. As shown in Figure 2. both malecules were tdentical
by this criterium.

The ¢DNA sequence of AZ-SCHU is i{dentical to
A*0206. HLA-AZ full-lengih cDNA obtlained from SCHU
cells was amplified using class [-derived primers without
locu:s specificity. Appropriate restriction sites were Lncor-
porated in the sequence of these primers to {acilitate
cloning of amplified material.

Five Independent full-lengihr ¢DNA HLA-A2 clones
were subcloned in M13 for sequencing. Complete se-
quences (1058 bp) from three of these clones were deter-
mined. In addition, partlal sequences were obtained lor
the two other clones, spanning nucleotides 1-305 and
I-214. respectively. and 515-1098 with both clones. The
sequences obtained from all five ciones were identical 1o
each other |Fig. 3) and to the A*0206 sequence (30, 31).

Comparative peptide mapping falls to reveal amino
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7 it
Y FY T §

AT TIC TACACCTOC . A2SCHU
A.'mr

F

cowmme oTe =-A-e= AR

Figure 3. cDNA and deduced amino aci sequence of A2-SCHU T
tween cuderas 7 and 11 from exon 2. The sequence i campaned with
those of A*O20€ and A*Q20! (30 Dashes tndicate identity with A2-
SCHU. The slandard ane-letier code for aming acikds b used. All three
sequences are kiontical cutside the segrment shown,

acid differences among CTL-defined A2.1 subtypes.
The identity between Lhe two A2.4 Ag distinguished by
CTL 14 raised the possibility that this CTL could also be
distinguishing among AZ2.1 Ag on the basis of lactors
ather than differences {n thelr primary structure. To test
this possibiiity, HLLA-A2 proteins from cach of the two
A2.1 subgroups distinguished by CTL 14 were compara-
tively analyzed with the A°020] Ag from JY cells, The
ocorresponding HLA-A2.1 Ag were isolated from LCL ARC
and ESST, derived from: iymphocytes susceptible, and
resistant to lysis by CTL 14. Lys- and Arg-labeled com-
parative tryptic maps were obtained for each of these Ag
with A*0201. The results (Fig. 4) show that both A2-ARC
and A2-ESST are identical to A*0201 by this criterion.

DISCUSSION

In those instatices in which seroiogically homogeneous
class | Ag that were differentially recognized by alloreac-
tive CTL have been examined at a molecular level. strue-



2918

PEPTIDE-MEDIATED ALLORECOGNITION OF HLA-AZ

tural changes in the allcantigen have been found. Fre-
quently such changes are located In the a-helices of the
peptide binding site. with their side chains pointing into
the pocket {1). Sometimes. for example with A*0206 and
A*0207, a single amnino acid change iocated In the -
pleated sheet, at the bottom of the groove, Is sufficient to
Induce differences in CTL allorecognition (20]. This has
been taken as a suggestion that the effect of subtype
palymorphism on allarecognition 1s due to modulation on
peptide binding rather than to a direct effect un the

structure of the alloantigen (32}. However, the [atter pos- -

sibility is difficult to rule vut, as K might be that
a given amino aold change could influence the prientation

of neighbor side chains that are more accesstble 1o the

TCR In stich a way as to alter specific recognition,

In the present study, we have examined the structure
of HLA-A2 molecules that were differentally recognized
by MLA-A2-specifte bulk CTL., and have shown that such
distinction was made among HLA-A2 Ag with identical
amino acid sequences. Two techniques were used: 1)
double-iabel comparative peptide mapping, and 2) DNA
sequencing of PCR-amplified full Jength ¢cDNA. The for-
mer approach has been extensively used in pur laboratory
for structural analysis of HLA-A2 and HLA-B27 sublypes
freviewed in Ref. 1}, It docs not allow formaily ruling out
highly conservative substitutions with no effect on the
chromatographic profile of the corresponding peptides.
Nevertheless. fis high sensitivity has been demonstrated
in multipte studies {31, 33. 34} in which the amino acid
sequence determined with this technique was totally con-
firmed by sub it DNA sequencing. With peptide
mapping. we have provided evidence for structural iden-
tity of two A2.4 Ag. A2-S5CHU and A°0206. distinguished
by CTL 14. We have also shown that the A2.]1 Ag ex-
pressed by one susceptible and one resistant target cefls
were undistinguishable from A*0201 by this technique.
strongly suggesting that both were identical A*0201 mol-
ecules, Sequencing of multiple [ull length clones from
speci{ic PCR-amplified cDNA Is a reliable and relatively
fast approach to establish the amino acid sequence of
class [ HLA Ag [35). With this approach. we have dem-
onstrated that A2-SCHU Is identical to A*0208 expressed
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on the susceptible target CLA. This dentity holds at the
DNA level, as A2-SCHU, like A®0206 from CLA (31).
differs from A*0201, within the coding regions, by only
a replacement substitution at codon @ [T to A at nucleo-
tide 98) and a silent one at codon 10 (A to C at nucleotide
102}, In our snalysis, the apparent error rate of the PCR
reaction was much lower than previously reported (33),
as no nuclectide differences or other artifacts were found
between any of the sequenced clones and the A*0206
SEquUeEnce,

There are two possible interpretations for these results.
First CTL 14 would recognize A*020} and A*0206 Ag.
but susceptibtlity to lysis of the corresponding target cells
would be dependent on diff crences ino nonspeci{ic factors
influenclog avidity, such as cell surface glycosylation
patierns or density of adhesion molecules. This posstbil-
ity 1s unlikely. as the reaction pattern of CTL 14 was
established with normai peripheral blood lymphocytes
from multiple individuals, and the same target cells were
used with other CTL showing totally different killing
patterns (20): A second alternative, which we favor, is
that CTL 14 recognizes a peptide associated to HLA-A2.
Such peptide would only be present in a fraction of the
A92* individuals. CTL 14 reacted strongly with 14 of 33
A2.17 individuals tested, and much less or nothing with
the remainder (20}, One possible explanation for this Is
that the putative peptide comes from a polymorphtc pro-
tein that fs expressed only in nearly 50% of the tndivid-
uals tested, This tnterpretation supports the concept that
at Jeast some alloreactive CTL may critically depend en
carecognition of specific peptides bound to the MHC ai-
loantigen. thus betng allorestricted.

The [nterpretation of the CTL 14 reaction pattern sug-
gested by the present study tmplies that a sizeble (raction
of the alloreactive CTL clones In this bulk populatton
must recognize one peplide presented by HLA-A2. As,
presumebly. multiple endogenous peptides are bound to
this alloantigen. an explanation for the apparent limila-
tion of clonal specificities within the CTL 14 populaticn
13 required. The sumulator Ag for CTL 14, A*0207 [see
above), differs from the other subtypes recognized by CTL
14. A*020] and A*0208, in one and (wo amino acids.
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respectively (1]. These changes are Vocated in the -
pleated sheet floor of the peptide binding groove (32)and
are known 1o alter HLA-A2-restricted peplide presenta-
tion (31, 36, 37). It ia concelvable that only a few of the
endogenous peptides presented by A*0207 can also be
presented by both 4°0201 and A*0208. Thus, oaly those
clones capable of recognizing peptidels) in assoclation
with thess (hree subtypes would be responsible for the
cross-reactive killing of CTL 14. Two features of the CTL
14 reactivity suggest that 2 majority of ita T cell popul
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T cell papulations Lo generate allarestricted CTL., we feel
that corecognition of peptides and MHC Ag is a [requent
feature among alloreactive T cells.
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ton carTy this specificity..First, lyte cfficlency taward
susceptible targets bearing any of the three subtypes was
very similar (20). Second, cold target competition studies
showed strong inhibition of stimulator cell lysis by both
A2.1° and A*0206* cold targets (38]. These studles also
argue against the possibiity that twe T ceil subpopula-
tons within CTL 14 were responsible for eross-reaction
with either AZ2.]1" or A*0206" cells. Thus, it would appear
that, under the conditions in which CTL 14 was obtained.
a particular peptide + HLA-A2 complex couid have been
an immunodominant structure, against which most of
the alloreactive response was directed. A recent study
suggests Lhat it may ke 2 limited number of major endog-
enous peptides bound teo & given class | MHC Ag on the
cell surface (39). This raises the possibility that the num-
ber of MHC + peptide complexes with high aliostimula-
tory potential might be limited. I addition, the nature of
mmunodaminant epitopes could be Influenced by the
lar respoder/stimuiator combination used.

An important question is to what extent conatitutively
bound endogenous pepiides cssentially affect the spect-
fictty of allorecognition. We have alto analyzed three
CTL-defined HLA-B7 variants (8°0702..B7.1, and B7.4}
that were differentially recognized by a set-of HLA-D7-
specific CTL ciones (4C} by comparative peptide mapping
and have. shown that they all:were undisunguishable
from B*0702 by this criterion: (unpublished observa-
tiona). This suggests again that the CTL clones used to
define such variants could be recognizing B*0702 In am.
aliorestricted manner, in assoclation with pepudes dif-
ferentially expressed in the population. Indeed, several
examples of allorestricted CTL specific for endogenous
peptides dertved from polymorphic MHC proteins have
been recently reported {12~ 15). However, it s lkely that
many endogenous peptides are not polymorphic within
the species, s0 that alloreactive CTL recognizing these
peptides in the context of a given allcantigen may not
reveal their allorestricted character in panel analyses.
espectally If target cells belong in similar jineages. This
is painted out by evidence showing that recognition (41~
44) or fine specificity pattern (45) of some alloreactive
CTL depends on the target cell type. In addition, large
numbers of CTL precursors that are capable of develop-
ing tnto allorestricted CTL can be detected, upon appro-
priate in vitro stimutation of unfractionated peripheral T
lymphocytes. with virus-infected allogeneic cells {46).
This indicates that peptide + alloantigen complexes can -
Induce alicrestricted responscs.

In conclusicn. we have pravided evidence for the allo-
restricted character of an alloreaetive CTL through the
demonstration of structural identity of differenually rec-
ognized target Ag. As this adds o evidence in olher
experimental systems chowing the tnvolvement of pep-
tides in allorecognition and the capability of undepleted

our colleagues Dolores. Jaraguemada, Rafael Bragado.
and Jost A. Villadangos for their heip.
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Abstract. The primary structure of the HLA-A2 subtype
A*0204 (isoclectric focusing variant A2.4) has been
determined, cDNA eacoding this subtype was amplified
by the polymerase chain reaction. Four independent full-
length cDNA clones encoding A™)204 were analyzed 10
obtain a consensus sequence for this subrype. A*0204
differs from A*U201 by 2 single nucleotide change of G
to T through the coding regions, resulting in an Arg 1o
Met change at position $7. This substitution accounts for
the isoclectric focusing panern of the subtype. The savoe
char.ge orcuss in other HLA- A specificities in association
with cther changes in its vicioity. The absence of addi-
tional subsiiznions in A~0204 sugpssts that it could bave
arisen from A*0201 by paint mutation, and that recurrent
mutations may take place during HEA diversification.
The spatial location of this clunge implics thar A*0204
must be a functional variant, Comparison of its sequence
with other HLA-A2 sublypes reveals that much of the
HLA-A2 subtype polymorphism is generated by varia-
tions in four neighboring positions, including positior 97,
which are located in two adjacent S-swrznds on the fionr
of the peptide binding site of the molecule.

Introduction

Class | RLA antigens, as defimed by classic tissue typing
serology, can ofien by subdivided into a number of sub-
types by isoelectric focusing (IEF), cywotoxic T bvm-

The maxclentide sequence dats reported in this paper have been submited
1a the EMBL mucheotide sequence dutabase and have been assignes the
aoocsgion num ber X57954.

Adidress correspondencr aad offprint requests 10: 1. A. Loper & Castro.

Yiménez Driaz, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Avenida Reves Caslicos, 2. E-25040 Madrid,

phocyres (CTL) or other means. Subtypes usually differ
among each other in only one or very few amino acid
residues, which tend to be focated in areas of the molecule
in which variability can alter the specificity of peptide:
anu/or T-cell recepror (Tcr) binding (Ldper de Castro
1989). Furthermore, sabtvpes frequently show restricted
ethnic disributinn. Thus, molecutzr amalysis of their
heaterogeneity provides insight into the mechznisms of
class [ HLA diversification and into the influence of
limited strucneral changes, & they occur inthe population,
on CTL recognition. These aspects ure particularly wedl
iflestrated in the case of HLA-A2. This is the most com-
mon class I serologic specificity in the overall himan
popuiation, as well a3 in most ethnic groups (Baur et al.
1984). Since the injtial observation rhar influcnza-
virus-specific, HLA-AZ restriciod CTL fail=d to kill some
virus-infected A2 targer cells (Biddison et al. 1980),
numerous studies, using CTL, {EF, and monocional an-
tibodies (mAb) have defined an exiensive hewrogeneity
within this antigen. Nine stucrurally different HLA-A2
subtypes have been previgusly charscterized by protein
or DNA sequence analysis (Lopez de Castro 1989). A
populatior srudy, carried out during the Tenth Interna-
tonal Histocompatibility Workshop revealed five dif-
ferent IEF panerns among HLA-AZ antigens from various
ethnic groups, which were designated A2.1 10 A2.5 (Yang
1989}, Known sequences onlfy account for three such IEF
patterns, A2.1 to A2.3, as the structitre of many subtypes
does not involve charge alterations. In this report we have
determined the structure of IEF variant A2 .4 (A=0204),
2 subtype that has only been found among South American
Indians (Yang 198%a, b}. Its structure, when compared
with other subtypes, reveals a striking clustering of those
positions which are polymorphic among HLA-A2 sub-
types in 2 particular region of the molecule with great
relevance. for modulating peptide binding.



i
Materials and methods

Celf line. The Epstein-Barr virus (FBV) transformed lymphoblasicnd
celf line {LCL) RML (HLA-A2, BS1. DRwi6, Dwl. DQw?), which
wit typedas A2 4 (A %0204) by [EF inthe Tenth Imernational Hinocom-
paribility Workshop (Yang 193%a), was used as source of material. This
provided by Dr. S. Marsh from The Izyperial Cancer Rescarch Fund,
London, England. The cells were enitured in RPMI 1640 medium oos-
laining 2 mM (usargioe (GIBOD liborsiories, Paicley, UK), 10% has-
inactivated feval calf serum (FCS; Flow Leboratories, Middiaes, UK}
and no emibiotics. &t 37 *C and 5% €O,

PCR amplificarion and sequncing of HLA-A2 Adi-length cDNA from
RML cells. Total cyoplsmic RNA from 2x10° RML cells was
isolaed xt previovsly described (Bragad e al. 1990). 1 ug of this RNA
w3 used %o sypthesize fulHengty HLA class | cDNA wsing [ yM of
the ¥ UT-derived ami-sense oligonucleotide priner 5-GOGAATT-
umumoocaocms'wmmm(w
Lined), xnd avisn i vires reverse ip -

AR Camatio of al.: Primary stractyre of HLA-A2 subtype A0204

GAGACCAG-3. All primers were purified by pofyacrylamide gel elac-
trophoretis before use.

Results

Totat RNA from RML cells was used to prepare single-
stranded ¢DNA. This was used for PCR amplification of
full-Jength class T cDNA. Selectiviry for this amplification
was provided by the sequence of the primers used. As
these were not aliele-specific, A*0204 cDNA was
sefected after cloning the PCR-amplified materia] into
pUC18, by bybridization with a HLA-A2-specific
gligonucieatide,

Random emrors cap be introduced by the DNA
polymerase during the PCR reaction. For this reason, se-
quencing of muhiple clones from PCR-amplified matetis)
is ry to distinguish between the real polymorphic

Masnheim Biochermicals, Masabeim, FRG) under condith My
elswhere (Bragado ¢ al. 1990).

After incubasion, § wl of the nactios mixtze were emplified in
3 sohstion containing 130 kM ENTPs, 10 mM Tris-HCI. pH 5.3, 30 mM
Kﬂ,o.ﬂl%lelnin,lmMMgCl,llﬂl.ﬁmﬁuqupdym
{Ceves, Emeryville, CA}, with [ uM each of the 3° UT sod the §* leader
exon-derived (3 -GCAAGCTTATGACGGTCATGOCTOCOCGAAL:
C-) primers, the laner having & Hiad I recg=dtion site tunderlinedy.
The remaining sequence of thiy primer is idenrica! 1o the ¥ terminal
Teader sequence from HLA-AZ except xf the firpt, thind, and twelfth
tases folloaing the initiztion ATG codos. These two primers were
Geigned a1 w0 bybridize with any clexs | HLA angigens (Wrtkins a1 2l
1999). Amplification was carriad ot for 3 Cyclcs of 110 5 m 92°C,
220 4 w1 33,3 %C, end 10 min o 7D °C, with a fina! enearion cyele of
105 e 92 *C, 2205 a1 35.5 *C. and 15 wsin ;1 0 *C, in » thermocycler
{Hybaid, MidBesex, UK} Ao aluquot firally 17107 of the reaction mix-
e was oaded o 3 1% agarosc sl et ruc for 1 £ SO V. A band
of showt 1 Tilobase (kb) corresponding i size 10 HLA clan, | amplifed
eaterial, was virslizcd, To assare the presesce of HLA-AZ cDNA in
g band, alkaline Southern blor was carried ool oy deseribied elsewhere
Bragado a1 al. 1950), wmmuwfmduuhmd:m-
ching nucleotides 142-188 from exoq, 3, dexignued 8y AlaZ (5-
TGGCAG(.'K‘AGACCAOCMGCACMGT -¥). The nomining of
the PCR resction drixtare wes losded ou g 1'% Jow melting
sparose (FMC Bio Prodects, Rockizad, ME} pel end the 1.} kb band
was extrscted with the Geneclean kil (Rio 101, La Jolls, CA), «t
specified by e matwfactarer. Wbﬂnmwmmm
of Ece Rl and Hing I} (Bothrisp Mano-
heitn, FRG) for 3 h st 37°C and ligitad w0 Eco Ri-Mind [ tresed
pUC 18 for at Jeast 4 b ot 14 *C, Hzlf of the ligation mixnoe was wed
to iansform compeien DH3gH col. Transformam cokusies were
screened on LB plates with ampicillin. [PTG. ang X-Gal. Nylon fihers
Hyboad-N. Amersham, UK) contsining DNA friwn the whise colonies.,
were scrorned for HLA-AZ cooaining cones with dw PP-fabeied
Adal-spesific probe as alove. excep that keybridigatica was carried out
2 13°C below Tea. HLA-A2 coouining clonts were grown in TH
edium and recombingat platands were olzred wing 8 seadsrd pro-
cedure. 2 g of plaamid from xny givea colony werr digenad with £cg
R and Hing I11. The 1.1 kb bund was isolxied &1 ghove and uscioned
in M13mpls. The single ded forms of M13 mebclooe, were vaed
Jor sequencing. This wis done with Sequentic (US Biochemiculs,
Cleveland, OH) 25 indicased by the facturer. Three additi
wigonucicotides besides the M1 3 univertal primer wcre wied: the Alal
primer, aiching nucheotides 1R0-203 from HLA-AZ exon 2 (Y-
GACGGGGAGACACGGAAAGTGAAG- 3. A2al, destribed above,
and AZod, matching aucleotides 138-154 of exom 4 (5-GAGCTCGTG-

changes in any clacs | HL.A antigen, and the random muta-
tions generated during amplification (Epnis e al, 1994).
Thus, four independent pUC clones containing PCR-
urplified full-length ¢DNA from HLA-A®0204 were
separately subcloned in M 13 and vsed for obuining a con-
sensus sequence for this subtype. These clones were
designatod as B8, D1, Al, and C15 (they are available
to interested investigators upon request). The sequences

- of BS and D1 were identical 10 each other, and both dif-

fered from A®0201 (Koller and Orr 1985) by 8 single base
substitation of G 1o T at position 362, This corresponds
to the second base of codon 97 and iniplies a0 3mine sojd
repiacement of Arg to Met, The sequences of hoth Al and
C15 viones revealed the presence of this sene change.
However, umique additional substinutions weie observed
in each of these two clones (Table 1), In all cases, these
additiona) substitutions were found in only ope of the four
cianes and they were always transitions, involving either
purine or pvrimidine base changes. These random
changes would either be silent in terms of indocing amino
acid substitnntions, or would imply amino acid replace-

‘Table 1. Nuclectide ciarpes of PCR amplified A™0204 <DNA clopes.”

Clane Nucleotide Amino scid Polvinorphism
=Atind acid position

BE Gyy=T Ryy—~M Pchmorphic

Dl Gy~ T R=M Polymorphic

Al G- T Rp=M Polvmacphic
Ty—C Lyg=F Cooerved
Gog —~A Rin—K Coterved
Tye=C Pyi Silem Conserved

Ccis [~ Ryy=41 Fohmorptic
Asa—G Ry Silent Coarved
T —C Sapy Silent Cooserved

* Changes are referred 10 the A*0201 soquence. Bold wcters mark the
sieglc change found in all ihe clones.
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ments in conserved positions among class I HLA zntigens.
Thus, the results indicate that A*0204 differs from
A*0201 by a single base change of Gy, to Ty, involy-
ing a single emino zcid substitution of Argq 10 Mety,.
The consensns sequence for A*0204 is presemted in Fig-
ure 1.

Disciission

The single Argy o Meyy amino acid replacement in
A*0204 accounts for the IEF behaviour of this subtype.
It implies the loss of a posiive charge unit respect o
A0201, Thus, the nominal neat charpe ol A*D204 {A2 4}
is identical to that of A*(203 (A2.3). The small diffe-
rences in isoelectris poins between these two subtypes
revealed by IEF (Yang 1989b) are anributable 1o the dif-
ferent nafure of the changes involving charged residues
in both subrypes — Val,, to Giu, s, in AX203 (Krangei et
al. 1983; Marson e ab, 1987 Holmes et al. 1987)—as
well as to the different influence of these changes on the
pK of closely located charged residues. An analogous ef-
fect of mutations invalviag no charge change on [EF pat-
terns was observed berween the HLA-B2T subtypes
B*2704 and B*2705 (Vega et al. 1985),

There is a single base change between A*0204 and
A*0201, which is the one leading 1o the amino acid
replacement al position 97. This is compatible with an
origin o1 A*0204 by one point mation from A*0201,
Methionire a1 position $7 is also present in somé cther

from foor independert  fuli-leagd

4“4 cDNA clones. The single change re-
spect to 4 %0201 (Koller and Orz 19485)

o v 3 L 1A ¢ e isunderined The firm 24 mcleoid
TCTGATETECECTCACAGCTIET 1089 mﬂ'ﬂm Iv 10 the 0‘
he 5 end primer used far PCR ampli-

1w fication (see Matcrals and methods).

HLA-A molecules b, as fag as it is known, these proteins
present other changes with A*()201 at very tlose pasi-
Lions. such as positions 95 (ip A6%.1 and the antigens of
the Awl9 group) or 99 {in A24; Bjorkman and Parham
1990). Thus, cn ihe basis of available d2w, it appears
unlikely that the change in A~0204 was introduced as a
result of imier-alizlic gene conversion. Ef this interpreta-
tion is correct, the introduction of Mew,; by point muta-
tion wouid indicate thas recurrens muations can intreduce
the same change at the same position more than onve dur-
ing diversification of class | amigens. This was previously
proposed as a mechanism for diversification of major
histocompatibility complex (MHC) aatigens (Ivanyi
1989). A*0204 has only been found among South
American Indians. it was present in rwo of two apparently
unrelated HLA-A2" individuals from this ethnic group,
which might suggest that il exists at a high frequency in
this population. although this should be substintiated by
further population studies. Interesungly, it was sbsent
among the North American and Mexican Indians examin-
ed at the Teuth Histocompatibility Werkshop (Yang
198%, b). Thus, it is possible that the subrype arose
recently, perhaps afier ethnic differentiation of American
Indians, )

Residue 97 is located in §-strand 1 from the o2 do-
main, spanning residues 92-104, on the S-picated sheet
floor of the peptide binding site, and has its side chain
pointing imo the groove (Bjorkman &1 al. 1987). This im-
plies that the change in A*J204 can affect peptide binding
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and, therefore, T-cell recognition. Thus, 2s all other HLA-
A2 subtypes, A*0204 must be s functionally distinct
allefe, '

It is rather surprising that some afloantisers from the
Tenth Histocompatibility Workshop were able to
distinguish between A*0201 and A*0204 (Yang 1989b),
a3 direct access of antibodies 10 residue 97 should be
hampered by constinetively HLA-A2-bound peptides. A
possible explanation is that the Arg o Met substitution
may aher contacts of residue 97 with other more accessi-
bie residues, influencing the orienwstion of their side
chains in such way as to alter recognition by some an-
dbodies. Another possibility is that recognition by those
antisera nmiight require peptides that are presented by
A®0201 and pot by A*0204,

An interesting aspect dut emerges when the change
in A*0204 is related to the spatial locstion of other
residues which are polymorphic among HLA-A2 sub-
types, is their clustering in a restricted area of the §-
pleated sheer floor of the pepude binding groove. There
are 11 positions that are polymorphic among subrypes
(Lbpez de Castro 1989). Eight of thets are located in the
peptide binding groove (Fig. 2). Three of these, 95
(changed in A*0202, A*0205, and A=0208), §7 (changed
in A®G204), and 99 (changed in A*0207 and A*0210)
occupy alternzie positions within the same S-strand (8-
strand ] from al). A fourth one, position 9 (changed in
ANR0OS, AM206, and A*0208) is located in an adjacent
B-srrand, (f-srend ) from a1} and by involved tn contach
withh all three residues al posidons 95, 97, and 99
{Bjorlouan et al. 1987), Chunges ai each of thzse four posi-
tiuns may occur separately in differem subwypes, or in
combinziion with another change from this group in a
same subtype. Furthermore, three differeni residues can
be found at pasition 99 among HLA-A2 subtypes (Lépez
de Castro 1989). Thus, as many as seven different com-
binativas involving only dwese four spatially close posi-
tions are generated among the ten HLA-A2 subtypes of
knows sequence (Table 2). This equals the total oumber
of c¢ombinations found among all other HLA-A
specificitics of known seq These four residues are
pointing into the peptide binding siie. Therefore, their
variaicon can meodulite the specificity of pepride binding
and coatribute much to the differential antigen presenting
properties of the various subrypes. Indeed, the effoct of
changes at positions 9, 95, and 99 on T-cell recognition
has been demonstrated {van der Poel ef al. 1983, 1986;
McMichael eg al. 1588; Sanios-Aguado e1al. 1989; Man-
son e1 4], 1989; Robbins et al. 1989). The remaining four
polymorphic positions ameng sublypes in the peptide bin-
ding site are locaied in the a-helical region from al
{residue 66, changed in A*Q208) or a2 (residucs 149, 152,
and 156, changed together in A*0203 and only in the laser
positon in A*0202, A*0205, and A%0208). A maximum
of three different combinations are genersted among

A.R. Casusfio o1 al.: Prisary strucrure of HLA-A2 wubrype A0

Fig- 2. Spmtial location of the rrtidues which s polymorphic among
HLA-AD subtypes. The figure is based on the three-dimentional soruc
eere of HLA-A2 (Bjoriopan ot al. 1937) and chews & jop view of te
ol and o domairs. Residoe 236, in o3, which ¥ duagad o A=0209
is mot shown

‘Table 2. Prtterns of polymorphinm in 8-plested sheet residues amoey
HLA-AZ sulbtypes.*

Pouit

9 95 97 »
AL, @, O F v R Y
ANEG2 P L R Y
A0S, 08 Y L R Y
ANEDG Y A\ R ¥
A7 F v R C
A%210 Y v R F
AN204 F v M Y

* Amino acid residues 1 each position are lined in single-leter codd
Bold leners ndicae changes from A™R201 sequence in each subeyps

HLA-AZ subtypes by polymorphism o1 the a-helice
cluster spanning residues 149-156.

The situation in HLA-AZ is in strong contrast with th
pattern of polymorphism observed among HLA-B27 sub
types, which constingtes another group of closely relate
class | alleles whose polvmorphistm has been analyzed i
depth. The cluster of S-plested shect residucs the
geoerates much polymerphism among HLA-A2 subrype
is conserved among the six known MLA-B27 subsypes
In contrast, they show as many as four different combina
tions of pelymorphic residues in the short a-belical sirerc
spanning residues 74-E[ {Ldpez de Caswro 1989). Thi
segment, of proven relevance for T-cell recognitio
(Aparicio et al. 1987; Calvo et al. 1990) is, in rem, con
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served among HLA-A2 subtvpes. This suggests that sub-
type diversification among class I HLA antigens tends
ta oceur preferentially on spatially localized areas with
functional relevance within the peptide binding site, but
such areas may be different for different antigens. It is
conceivable that, dr.pcnding on the particular peptide
presenting specificity of a given class I antigen, sclective
pressures may favor accumulation of subrype differences
in certain arcas of the molecule, due to the effect that
polymorphism at such Jocations may have on peptide
presentation by that panticular HLA antigen.

The marked differences among HLA-A2 subrypes in
their patierns of ethnic diswribution, and the apparently
significant frequency of some subtypes, such as A*0204,
in a particular ethnic group (Yang 1989b) may be deter-
mined by sirictly genetic factors, but could also be in-
fluenced by the advaniage of individual subtypes as an-
tigen presenting molecubes 1o deal with pathogens in such
populations.
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HLA-A2 is the most common class [ antigen in the hsman
population (Baur etal. 1984) and the most indepth studied.
Extensive structural heterogeneity within this antigen has
been detected by both biochemical and immunological
1echaiques, resatiing in the description of at least el=ven
HLA-AZ subtypes. The structure of ten subtypes,
A*0201-A%0210, has been previously determined (Ldpez
de Castro 1989 Castahio and Lipez de Castro 1991). This
is the must extensive series of class 1 HLA variants anz-
lyzed and sutstandingly illustraves the muhiplicity of
genetic mechanisms involved in HLA diversification
{Holmes et al. 1987). A suiking leature of HLA-A2, 25
well as other class [ subtypes, is tha ihose residues that
are polymerphic among subtypts arc very frequentiy
lucatsd in areas of the molecule capable of influsacing the
specificity of pepride presentation and T-cell receptar
pinding. We have previously shawn that much polymor-
phism among HLA-A2 subtypes is generated by variabili-
tv at four spatially ¢lose positions lpcated in adjacent 8-
strands, at the bamom of the peptide binding groove of
the molecule, and have proposed that this spatial cluster-
ing of polymorphic positions in HLA-A2 subtypes is
driven by selection (Castafio and Lépez de Casuro 1951),
We have now determined the suructure of the eleventh
known HLA-A2 subtype, an isoelectric focusing (IEF)
variant designated as A2.5 (A*0211), that was detected
in a single individual, of Oriental ofigin, during a popula-
tion study carried out in the Tenth Histocompatibility
Workshop (Yang 1989).

The nuciontide sequence dels reporied in this paper have boen sebmitied
w the EMBL nucleotide soquence database and have been ausignod the
sccession number X60764.
T‘hc rame AN h.ls been officially assigned by the WHO
e C in Sep 1991, This follows the agread
polu-y that, subject 10 the conditions suared I the most recent
Nomenclature Report (WHO Nomeactatere Comminee for faciors of
the HLA sysiem, 1991}, aames will be assigned 10 new sequences ay
they are identified. Lists of such new names will be putlished in the
follousng WHO Nomenclmure Repor.
Address correspondence and ofprint requesis tw: J. A Lope: de Casiro.

én Jimépez Diax. Consejo Superior de Investigaciones Cientificzs. Avenida Reves Catrilicos, 2., 28040 Madnid.

The experimental strziegy was based on amplification
of full-length ¢cDNA obtained afier reverse transcription
of 0,1 pg of RNA from lymphoblastoid cell liné KIME
(HIA-A2.S, 32; Bw52, wil; Cw6). and sequencing of
several clones of the amplified HLA-A*027] ¢<DNA. Ex-
perimental details were exactly as described previously
(Castaho and Lipez de Castro 1991). Compleie sequences
of three full-dengih ¢cDNA clones (designated as A4, B4,
and DB) corresponding to A%21] were obuzined. Al
three sequences were identical among each other, except
for a C to T transition at nucleotide 33 in clone A4, which
was atiributed to & rundom mutatica gencrated during
amplification (Eanis ¢t 2l. 1990). This change would im-
ply un Alz to Val replacement ot positicn —7 of the Jeader
sequence. The consensus sequence of A*02)] derived
fromm these threc clones is given in Figure . Itdiffers from
A*020! (Koller and Grr 1985) by only twa nucleotice
changes 2t positions 290 (C-T) and 292 (C-G). These
changes correspond 1o the second position of codon 73
and the first position of coden 74 from exon 2 respective-
Iy, and imply the amino 2cid changes of Thry,-llen, and
Hisy~Aspy, in the corresponding gene products. The
later substitution accounts for the 1EF panern of A2.5,
that differs by approximaely 3 charge units from A*0207
product (A2.1), and makes A2.5 the most acidic of ail
known HLA-A2 subtypes (Yang 1989).

Two interesting features of the A2.5 sequence are
worth noting. Firet, the sequence Deny— Aspy, is very
unusual among class 1 HEA sntigens. and has only been
found in HLA-A3JL and -Aw33 (Kaw o al. 1989
Bjorkman and Parham 1990). The presence of this se-
quence in 2 HLA-A2 subtype is particularly striking.
Residue 73 is Thr in alt known HLA-A and -B antigens.
excepl in A2.5, A3l, and Aw33. Asp,, is frequem
among HLA-A, -B, and -C antipens but there is a His
residue a1 this position in all hitherto known HLA-A2 sub-
types and in no other class ] antigen of known sequence
(Bjorkuman and Parham 1990). There are two possible
explanations for the origin of A*02J1. One would bc by
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inter-allelic gene conversion involving HLA-A*3101,
~A*330], or another unknown ailele camrying this se-
quence, as donor genes. This is compatible with the identi-
ty of their DNA sequences in this region (Fig. 2). A sec-
ond possibility is that the sequence of A*02]] derives
from an anceswal precursor common to all HLA-A2
alleles, having the consersus xecuence ACT GAC m
sodens 73-74 {Zemmour and Parim 1991). Two in-
dependemt mutations cn this ancestor would have
originated A*021 (ATT GAC) and the sequence of
all other subtypes (ACT CAC). The A*3J0I, A*3301
sequence at these codons would have arisen from their
corresponding precursars. also having the consensus ACT
GAC sequence, by a recurrent mutation at codon 73,
There is no compelling evidence to decide about either
of these alternatives, Nevertheless, we favor the first one
on the basis of the distribution panterns of HLA-A2 sub-
pes. AXG200 is the main subrype in the htuman population
and is found in all major ethnic groups, whereas other sab-
1ypes have a more restricted ethnic disribution, Thus, it
is plausible that most A2 subtypes derived from A*020/,
instead of having radiated from a common HLA-A2
ancestor. An analogous situation is abserved among HLA-
B27 subrypes (Lépez de Castro 1989). If this were the
case, inter-allelic pene conversion would provide a
mechanism to generate A*02/7 by a single mutational
event from A=020/. The occurrence of imer-alielic gene
conversion in HLA is difficult 1o prove but, on the basis
of sequence panerns. it has been proposed to play a signifi-
cant sole in he generation of cluss | HLA polymorphism
(Parham ¢12i 1989}, including the origin of other HLA-

AZ subtypes restricted to Orientals, such as A*0203 (Man-
son ¢t al. 1987; Holmes et al. 1987; Lawlor et al. 1990).

A second aspect of interest in the sequence of A2.S
concerns 1« location of the changes. Both residues 73 and
74 are located in the long a-helix from a1 and are pointing
intc the peptide binding groove (Bjorkman et al
19872, b). Thus, as is usually the case among sublype
changes. their location can influence pegnide binding and
T-cel! recognition, and they are amenable w selective
pressure on this basis. More interestingiy, residues 73 ana
74 are spatialiy very close o the spatial clester of 8-
pleatcd sheet residues 9, 65, 97, and 99, which have a
major contribution 1o HLA-A2 pelymorphism (Casafdo
ang Ldpez de Casro 1991). Particularly, residue 74 is in-
volved in cofitacts with residues 95 and 97 (Bjorkman ¢
al. 19872) and the subminsion of His,, W Aspy,
originales a negatively charged pocket that is contributed
for, in addition, by the side chains of residues 9, 11, 95,
ard 97 (Garrct et al. 1989). As A2.5 and A*0204 product
(A2.4} were detscred by IEF, it is very unlikely thar the
observed accumulation of subtype changes in a functional-
ly critical ares of the molecule is biased by the procedures
used for subtype detection. Thus. although population
studies concerning HLA-A2.5 are facking, its sequence
provides further evidence supporting that HLA-A2 diver-
sification is driven by selection 10 change predominantdy
in @ panicular region of the pepride binding site. This
region is contributed for by residues in the two f-sirands
forming the al ~a2 inlerface, and by residues from the
al a-helix in close proximity to them. Presumably, a ma-
jor driving force is the effect of mutations in that region
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70 T 101 303
HLA-A2 REGQTRRYVD CACTCACRGACTEA
HLA-33.8 = = = 1B -« cccmers P S
HLA-AW3) -~ = =16 - -
HLA=AJ3 sr =1 B .-
A-CORSENSUS » = = = B = = = - - ——

Flg. 3. Suructural relationship of HLA:A024 1 10 other HLA alieles and
heir products in the region in which 40277 differs from MLA-A 0201,
‘The sequence of all other HLA-AZ sutwypes in this repicn is Kientical.
The sequences of HLA-Aw3Y (A®330N), 31 {A°310D). and HLA-
Aconyensus were oblained from Ko and co-workers (1989},

on the peptide presenting specificity of HLA-A2 and is
exerted mainly by environmental pathogens.

Nere added in proof. HLA-A*021! has recenily been
found in an isolated population of South Americar Indians
in which HLA-A3I was one of the four HLA-A aliefes pre-
sent (D, Watkins, personal communication). This lends
further support to the putadve origin of A*021} from
A*0Z0! by gene conversion. The finding of £*02] 1 in two
distant and unrelated populations suggests the possibilicy
that ihis subiype appeared in each populstion as a resull
of independent but similar, therefore "recurrent™, gene
conversion events.
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