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1.- INTRODUCCION
W
P ———————————————————————

1.1.- El receptor de la célula T.

Las células T reconocen en la superficie celular los complejos formados por las protefnas
del MHC y los péptidos que éstas presentan, a través de su receptor especifico o receptor de
célula T (TCR) (Davis y Bjorkman, 1988). El receptor de antigeno de los linfocitos T maduros
est4 compuesto por dos glicoproteinas altamente variables, distribuidas clonalmente (dimero af
o y8), asociadas no covalentemente con los cinco polipéptidos invariables que constituyen el
complejo CD3 (Meuer ef al., 1983; Brenner et al., 1985) (Figura 1).

Las cadenas a, B, Y y 3 pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig) (Davis
y Bjorkman, 1988). El receptor «p es el mds comtn en los linfocitos humanos, encontrandose
en més de un 95% de las células T de sangre periférica (Groh et al., 1989; Brenner et al, 1986).
Posee un dominio distal altamente variable, que es el responsable de la unién de antigeno, y un
dominio proximal constante. Su estructura es similar a la de las inmunoglobulinas,
identificindose regiones variables (V), de diversidad (D), de unién (J de "oining") y constantes
(C) (Siu et al, 1984; Toyonaga y Mak, 1987; Chothia et al, 1988; Wilson et al., 1988; Raulet,
1989; Davis, 1990) (Figura 1).

El complejo CD3 estd formado por tres polipéptidos v, 3 y & pertenecientes a la
superfamilia de las inmunoglobulinas, que se asocian a dos subunidades independientes, las
cadenas { y n que forman homodimeros {{ (90%) o heterodimeros {n (10%) unidos por
puentes disulfuro (Mercep et al., 1988; Moss et al, 1992) (Figura 1). Se cree que la cadena { es
necesaria para unir CD3 al TCR «f y para un transporte eficiente del complejo TCR/CD3 a
la superficie celular (Mercep et al., 1988). Cada una de las cadenas del complejo se requiere para

la eficiente transmisién de sefiales al interior celular,

1.1.1.- Los genes del receptor «f de la célula T,

Los distintos segmentos génicos V, D, J y C de la célula T se encuentran distribuidos, en
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Figura 1. A) Representacién esquemdtica del receptor af de la célula T'y de CD3. B)
Representacién esquemdtica de los polipéptidos del receptor, donde se muestra la contribucién
de los segmentos variables (V), de diversidad (D), de unién (J) y constantes (C) asi como la
regién de la adicién N (N). TM y CY corresponden respectivamente a la regién transmembrana
y citopldsmica (tomado de Moss et al., 1992). C) Representacién esquemitica de los complejos

génicos del TCR /& y P (tomado de Wilson et al., 1988).
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linea germinal, en diferentes grupos, separados unos de otros. Estos segmentos recombinan,
durante la maduracién de los linfocitos T, siguiendo un proceso por el cual se produce primero
la unién de los segmentos D con los J (solo en @) y luego la unién de los V con los D-J o J (en
« y P respectivamente), Como consecuencia de estas uniones, los genes V, D o I que hay entre
los segmentos utilizados por la célula T son deleccionados, Tras este proceso el DNA del
linfocito T maduro tiene juntos y recombinados los segmentos V(D)J. La unién de estos
segmentos a la regién constante se hard durante la maduracién del mRNA bajo la accién de una
sefial de procesamiento. El segmento V estd codificado por dos exones separados por un intrén
de 90 a 400 pares de bases (bp). El primer exén codifica para una secuencia sefial hidrofGbica
de aproximadamente 50bp. El segundo exén codifica para el resto de la regién V (entre 250 y
350 bp)(Moss et al., 1992). Los segmentos Va y VP poseen dos residuos de Cys, separados entre
63 y 69 aa, que forman de puentes disulfuros intracatenarios (Chothia et al, 1988).

Los segmentos V se agrupan en subfamilias, cada una de las cuales incluye aquéllos
miembros que presentan una homologia mayor del 75% en su secuencia de nucleétidos. La
homologia entre las protefnas de diferentes subfamilias oscila desde el 16% hasta el 58%
(Wilson et al., 1988). Diez aa que son importantes para la conservacién de la estructura del TCR,
aparecen conservados en mds del 75% de las secuencias (Concannon et al, 1986; Klein et al.,
1987). Las subfamilias de segmentos V se pueden clasificar a su vez en subgrupos de homologia.
Estos incluyen aquellas subfamilias Va o VB que tienen entre si una identidad en su secuencia
de aa mayor del 50% (Chothia et al., 1988).

El elevado ntmero de segmentos génicos permite generar numerosas combinaciones
transcripcionales. Esta diversidad se ve muy incrementada por la adicién de nucleétidos no
codificados en linea germinal en las regiones N o zonas de unién V-Df y D-Jp o Va-Ja por
la accién de la deoxinucleotidil transferasa terminal (George et al., 1992), En el TCR no existe
el fenémeno de la hipermutacién somética descrito para las inmunoglobulinas.

Los genes de la cadena « estén localizados en el cromosoma 14 (14q11) (Caccia et al.,
1985; Collins et al., 1985) (Figura 1). Los genes para los elementos de la cadena & del TCR se
encuentran entre los que codifican para los segmentos Va y Ja. Aproximadamente 50 segmentos
Va, agrupados en 32 subfamilias, y unos 100 segmentos Je estdn distribuidos a lo largo de 100kb
de DNA (Yoshikai ef al., 1986; Kimura et al,, 1987; Klein et al., 1987 Roman-Roman ef al., 1991;
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Moss et al., 1993). A 4kb de los segmentos J« se encuentra un Gnico segmento Ca (Yoshikai et
al., 1985).

El complejo de genes de la cadena B ocupa unas 600kb del cromosoma 7 (7q32-35)
(Caccia et al, 1984; Lai et al, 1988) y comprende unos 57 segmentos V§ agrupados en 26
subfamilias (Kimura et al, 1986; Concannon et al, 1986; Wilson et al,, 1990; Robinson, 1991;
Ferradini et al, 1991; Hall ef al., 1994) (Figura 1). Hay dos segmentos Cp separados unas Bkb
entre si. Cada uno posee un grupo de segmentos J@ y un segmento D asociado (Clark ef al,
1984; Toyonaga et al,, 1985).Los dos segmentos CB son altamente homélogos, diferencidndose
tan solo en 4 amino4cidos. Ademd4s de los transcritos VDJC el complejo p produce trénscritos
DIC similares a los DI de Ig, cuya funcién no se conoce (Gu et al., 1991).

En los genes que codifican para segmentos Vy C del TCR « se ha descrito la existencia
de polimorfismo alélico. Las variaciones alélicas m4s extensamente caracterizadas son las de
RFLP, que mapean en regiones no codificantes (Posnett, 1990). También se ha identificado la
existencia de polimorfismos en regiones codificantes en algunos genes V (Plaza ef al, 1991;
Reyburn ez al., 1993) y en Ca (Bragado et al., 1994). Hasta ahora no hay evidencia de que este

polimorfismo implique diferencias funcionales.

1.1.2.- Estructura tridimensional del TCR.

El andlisis comparativo de la secuencia de las cadenas del TCR con la de las cadenas de
las Ig permiti6 predecir que la estructura de éste serfa muy similar a la de las primeras (Chothia
et al., 1988). Recientemente se han cristalizado, por separado, los dominios extracelulares de las
cadenas  (Bentley ef al, 1995) y « (Fields et al, 1995) con una resolucién de 1,7A y 2,2A
respectivamente. Los resultados confirman la gran similitud de la estructura del TCR con Ig,
aunque revelan la existencia de ciertas diferencias. La estructura de las regiones CDR1y CDR2
B permite un menor ntmero de conformaciones en el TCR que en Ig al estar el dominio C muy
préximo al V. La cadena « presenta un giro diferente al de Ig que le permite formar
homodimeros que podrian dar origen a la formacién de tetrameros (¢p),. Se predice también
la posible disposicién del TCR en la interaccién con el tetramero (ap), de clase II: CDR3«

estarfa sobre el extremo N-terminal del péptido antigénico, y CDR3p sobre el extremo C-

terminal (Fields et al, 1995).
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1.2.- El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) y la presentacién de antigeno a los
linfocitos T.

El MHC, denominado HLA en humanos, es un sistema de genes localizado en el brazo
corto del cromosoma 6. Ocupa un segmento de 4000kb de DNA dividido en tres regiones: clase
I en el extremo telomérico del complejo, clase I en el extremo centromérico, y entre ellos, los
genes de clase III que incluyen, entre otros, aquellos que codifican para las protefnas del Sistema
del Complemento. Las dos primeras regiones incluyen los genes que codifican para los antigenos
de clase 1 y los de clase II, cuya funcién es presentar péptidos antigénicos a los linfocitos T
(Smell et al, 1976; Mason y Morris, 1986). Existen dos vias de presentacién de antigeno
(Yewdell y Bennink, 1990). En la via exgena, las células presentadoras de antigeno (APC)
capturan los antigenos extracelulares, los internalizan y degradan en su compartimento
endosémico. Algunos de estos productos de degradacién se unen a los antfgenos de clase II'y
se presentan en superficie donde son reconocidos por los linfocitos T CD4*, cuya funcién
principal es cooperar en la activacién de células efectoras. En la via enddgena, proteinas de
pardsitos intracelulares o propias sintetizadas endégenamente son degradadas en el citosol y
algunos de los péptidos producidos son transportados al interior del retfculo endopldsmico donde
se unen a los antigenos de histocompatibilidad de clase I para ser presentados en superficie a
los linfocitos T CD8*, que poseen actividad citolitica.

El polimorfismo es una de las principales caracteristicas de los antigenos de clase 1y

clase IT, ya que determina la especificidad de presentacién de péptidos en estas moléculas.

1.2.1.- Estructura general y organizacién génica de los antigenos HLA de clase L.

Los antigenos de clase I son glicoproteinas de membrana pertenecientes a la superfamilia
de las inmunoglobulinas. Constan de dos cadenas polipeptidicas, una pesada, la cadena «,
polimérfica, de aproximadamente 44kD, codificada en el MHC y unida de forma no covalente
a una cadena ligera invariante, la f2-microglobulina (f2m), de aproximadamente 12kD, no
codificada en el MHC (Ploegh ef al., 1981) (Figura 2). En la cadena pesada se distingue una
regién extracelular de 274 aa, una regi6n transmembrana hidrofébica de 25 aa y una regién
intracitopldsmica hidrofilica de 30 aa (Ploegh et al., 1981). La regi6n extracelular estd formada
por tres dominios de unos 90 aa, denominados «1 (1-90), &2 (91-182) y &3 (183-274). Los
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Figura 2. A) Representacién esquemdtica de la estructura tridimensional de la porcién
extracitoplasmética de las moléculas MHC de clase I (tomado de Lawlor et al., 1990). B)
Esquema de la estructura secundaria de la molécula (tomado de Bjorkman ef al., 1987a). C}
Representacién del sitio de unién de antigeno. Se indica la localizacidn de las subcavidades A -
F (adaptado de Bjorkmann et al.,, 1987b). D) Representacién esquemitica de la interaccién
péptido-MHC de clase 1. En la figura se indican las subcavidades del sitio de unién de antigeno
en las que se alojan las cadenas laterales del péptido. Los residuos R4, RS, R6 y R8 son
accesibles al medio. Las subcavidades E y C/F forman en HLA-B27 una sola gran cavidad. Se

especifica, también, los residuos que en cada subcavidad interaccionan con cada posicién del

péptido (adaptado de Villadangos et al., 1992).
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dominios a1y 2 presentan una cierta homologfa entre si (Orr et al, 1979a). El dominio a3 es
homélogo a la cadena ligera f2m y ambas son a su vez homélogas a los dominios constantes de
las inmunoglobulinas (Orr ef al, 1979b). Los dominios «2, «3 y p2m tienen puentes disulfuro
intradominio. En el dominio a1 existe un enlace N-glicosidico con un carbohidrato de unos
3,3kD (Ferguson et al, 1979) (Figura 2).

Existen tres loci altamente polimérficos que codifican para antigenos de clase I humanos
cldsicos: HLA-A, By C (Koller et al., 1989). Los genes respectivos estdn organizados en 8 exones
que ocupan 3,3kb separados por 7 intrones. El primer exén codifica una regién de 18 nucleétidos
5’ no traducida, seguida de los 24 tripletes de codones que codifican el péptido sefial. Los exones
2 (270 nucleétidos), 3 y 4 (276 nucleétidos) codifican para los dominios «l, «2 y a3
respectivamente. El ex6n 5 (117 nucleétidos) codifica el dominio transmembrana y Jos residuos
que lo flanquean. Los exones 6 (33 nucleétidos) y 7 (48 nucleétidos) codifican para el dominio
intracitopldsmico. El ex6n 8 (400 nucleétidos) contiene dos codones codificantes en su extremo
5’ para los residuos C-terminales del dominio intracitopldsmico y la también la regién 3’ no

traducida.

12.2.- Estructura tridimensional de los antigenos de clase I,

La estructura tridimensional de los antfgenos de clase I se determiné mediante estudios
de difraccién de rayos-X. Se conoce la estructura de tres antigenos humanos: HLA-A2
(Bjorkman et al., 1987a; Bjorkman ef al., 1987b; Saper et al, 1991), HLA-Aw68 (Garret et al,
1989; Guo et al., 1992; Silver et al., 1992) y HLA-B27 (Madden et al,, 1991; Madden et al., 1992);
y de dos antigenos murinos: H-2K® (Fremont et 4/,1992) y H-2D® (Young et al, 1994). La
estructura de las distintas moléculas de clase I es muy similar, como cabrfa esperar de la
similitud de sus secuencias y de su funci6n,

Los dominios &, y «,, situados en el extremo distal a la superficie celular, presentan un
mismo plegamiento terciario, mientras que el dominio «, es andlogo al de la f,m, encontrdndose
ambos cerca de la membrana (Figura 2). Los dominios «, y f,m presentan una estructura de
"sandwich" compuesto por dos ldminas de cuatro y tres cadenas p antiparalelas unidas por
puentes disulfuro, tipica de los dominios constantes de inmunoglobulinas (Becker y Reeke, 1985,

Bjorkman e al., 1987a). Los dominios a,y p,m interaccionan a través de la ldmina p de cuatro
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cadenas y forman un 4ngulo de 146°, con un desplazamiento de la ,m hacia &, y «, de 13A.
Los dominios a, y «, son pricticamente idénticos. Su porcién N-terminal estd formada
por cuatro cadenas B plegadas, que forman una limina § aatiparalela, mientras que su regién
C-terminal tiene configuracién de hélice «. La hélice a de a, est4 formada por una pequeiia
(residuos 50 a 55), seguida por una de mayor tamafio (residuos 58 a 84), que forma con la
anterior un dngulo de 110°. En el dominio «,, una primera hélice « (residuos 138 a 148)
precede a una segunda, de mayor tamafio (residuos 151 a 173), girada en el residuo 162, Ambas
forman un dngulo de 130°. Este dominio posee ademds otra hélice « corta (residuos 177-180)
que lo conecta con el dominio &, Las cuatro bandas p de cada dominio forman una tnica
ldmina f antiparalela. Las hélices « de estos dos dominios coronan esta l4mina p, enfrentdndose
una a otra con una separacién 18A. Los dos dominios est4n conectados por enlaces de hidrégeno
entre las cadenas p N-terminales de cada dominio, situadas en el centro de la 14mina B, y por

enlaces entre la regién C-terminal de cada hélice a y residuos de la lémina p del otro dominio.

1.2.3.- Estructura del sitio de unién de péptido de los antigenos de clase L

La estructura tridimensional de «, y &, forma una cavidad entre las dos hélices « de 25A
de longitud y 10A de anchura y 11A de profundidad. Sus paredes estén formadas por las cadenas
laterales de algunos de los residuos de dichas hélices «, y su base por residuos de las l4minas
B centrales. Esta cavidad aloja los péptidos antigénicos. La determinacién de la estructura
cristalografica a alta resolucién de HLA-Aw68 (Garret et al,, 1989) y HLA-B27 (Madden et al.,
1991) unidos a un conjunto de péptidos enddégenos, y la de HLA-Aw68 (Silver ef al., 1989), HLA-
A2 (Madden et al., 1993), H-2K® (Fremont et al, 1992) y H-2D® (Young et al,, 1994) unidos a
péptidos individuales de origen viral ha permitido conocer las caracteristicas_de la unién de
péptidos antigénicos a las moléculas de clase L

Se han definido seis subcavidades (A - F) dentro del sitio de unién de péptidos, que se
localizan en la intersecci6n de la ldmina B y las hélices « (B, C, Dy E) o entre las dos hélices
a (A y F). Su tamaiio, forma y polaridad estd determinado por los residuos que las forman, que
en su mayorfa son polimdrficos (Figura 2).

Los péptidos, habitualmente nondmeros en conformacién extendida, estdn fuertemente

unidos a la molécula de MHC, con sus extremos N y C-terminales interaccionando con residuos
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situados en las subcavidades A y F respectivamente. La mayorfa de los contactos se establecen
con dtomos del esqueleto carbonado del péptido y con sus extremos N y C-terminales. Ademds,
ciertas cadenas laterales del péptido interaccionan con residuos de las moléculas de MHC que
forman estas subcavidades. Otras cadenas laterales del péptido se proyectan hacia el medio y son

accesibles al contacto con el TCR, determinando la antigenicidad del complejo (Figura 2).

13.- HLA-B27 y su polimorfismo molecular.

HI.A-B27 adquiere un interés especial entre los ant{genos de clase I por su vinculacién
a un conjunto de espondiloartropatias, principalmente la espondilitis anquilosante y la artritis
reactiva, aunque se desconoce el mecanismo de esta asociacion (Brewerton ef al,, 1973). Se han
definido nueve subtipos estructurales y funcionales de este antigeno (HLA-B*2701 a HLA-
B*2709) que se diferencian entre sf en 1 a 5 aa en los dominios «, y «, (LSpez de Castro, 1989;
Choo et al,, 1991; Del Porto et al., 1994; Hildebrand ef al,, 1994) (Figura 3). B*2704 y B*2706
se distinguen, ademds, del resto de los subtipos por un cambio adicional, de Gly en vez de
Ala211, en el dominio «; (Rudwaleit et al., 1996)

Los cambios que distinguen a los 9 subtipos, a excepcién de las posiciones 131y 211, se
localizan en el sitio de unién de péptido y, salvo los residuos 82 y 83, poseen sus cadenas
laterales orientadas hacia él, contribuyendo por lo tanto a su estructura (Figura 3). Casi todos
estos cambios se localizan en la subcavidad E/C/F. El cambio que distingue a B*2705 de B*2703
(Tyr a His 59) se localiza en la subcavidad A (Rojo et al., 1987; Choo et al., 1988). Este cambio
es (nico ya que la Tyr59 se encuentra conservada entre todas las moléculas de clase I, La Tyr59
contribuye a estabilizar la uni6n del péptido a la molécula de clase I mediante la interacci6n con
el extremo N-terminal del péptido através de una red de puentes de hidrégeno a los que
contribuyen otras posiciones de la subcavidad A (Saper et al, 1991; Madden et al., 1992;
Madden, 1995). Por el contrario, los residuos que forman la subcavidad B (9, 24, 34,45y 67) y
los mds préximos a ella (7, 63, 66, 70 y 99) se conservan entre los subtipos, y su combinacién es
tGnica entre las moléculas HLA de clase I. Dado que la subcavidad B es altamente polimdrfica,
en particular entre los productos del locus B, la conservacién de su estructura entre los subtipos
de HLA-B27 sugiere que esta subcavidad juega un papel importante para su funcién y

especificidad, lo que explicarfa su conservacién a lo largo del proceso evolutivo de HLA-B27.



Residue

A 5 74 77 8 81 8 83 97 113 114 116 131 152
B*2705 Tyr Asp Asp Thr Leu Leu Arg Asn Tyr His Asp Ser Val |
B*2701 - Tyr Asn - Ala - - - - - . - -
B*2702 - - Asn Ile  Ala - - - - - - - -
B#2703 His - - - - - - - - - - - -
B*2704 - - Ser - - - - - - - - - Glu
B*2706 - - Ser - - - - - - Asp Tyr - Glu
B*2707 - - - - - - - Ser His Asn Tyr Arg -
B*2708 - - Ser Asn - Arg  Gly
B*2709 - - - - - - - - - - His - -
POCKET A CF  CF  CIF CIF EC/F D DE  C/F E

B

B*2703

&

z B*2707

Figura 3. A) Diferencias entre los subtipos de HLA-B27. En la figura se indican las posiciones

que diferencian a los subtipos asi como las subcavidades en las que se localizan. Ademds de
estos cambios, B¥2704 y B*2706 se diferencian de los otros subtipos en un cambio en a, (Gly
en vez de Ala211). B) Localizacién espacial de las posiciones que son polimdrficas en los
dominios «, y «, entre los subtipos de HLA-B27. Se indican las posiciones que cambian con

respecto a B*2705 (tomado de Lépez de Castro, 1996).
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1.3.1. Péptidos gue une HLA-B27,

En la estructura tridimensional de HLA-B27, refinada a 2,1A de resolucién, se observa
una clara densidad electrénica en el sitio de unién (Madden ef al, 1991) que ha permitido
obtener una imagen detallada del conjunto de péptidos que se unen a esta molécula y de sus
interacciones con ella. Los péptidos unidos a HLA-B27 son generalmente nonimeros en
conformacién extendida, aunque también se han caracterizado péptidos mds largos (Rétzschke
et al., 1994; Urban et al., 1994), algunas de cuyas cadenas laterales se introducen en las distintas
cavidades del sitio de unién (Figura 2). Esta disposicién permite la formacién de midltiples
enlaces de hidrégeno con el esqueleto del péptido. La mayorfa de los contactos entre el péptido
y la molécuia de HILA-B27 se concentran en los extremos del sitio de unién (cavidades A y C/F),
donde se acomodan los extremos N y C-terminales del péptido, respectivamente. En la zona
central, la cadena principal del péptido se arquea hacia arriba, y por debajo, y a lo largo del
péptido, se unen doce moléculas de H,O. Los péptidos presentan un giro entre P3 y P4. Los
grupos N y C-terminales se sitdan en los extremos del sitio de unién. La estructura de las
subcavidades secundarias que unen P2, P3 y P9 y en menor medida P7, sugieren restricciones
sobre las cadenas laterales que pueden unir, siendo la mds importante la de P2. La cadena
lateral de P3 se sitGa en la cavidad apolar D, cerca de la Leu156 y de las cadenas laterales de
Tyr99, Tyr159 e His114. Las posiciones P7 y P9 se sitGan en dos cavidades (E y C/F), que en
HIL.A-B27 forman una gran cavidad polar y cargada entre los dos residuos Asp74 y Trp147. La
cadena lateral de P7 apunta hacia la His114 y el Asp97y la de P9 puede introducirse en el sitio
de unidn y establecer contactos con residuos cargados negativamente como Asp116 o Asp77, o
si su cadena lateral es mds corta, con residuos no polares como Thr143, Trp147, Leu81 o Tyr123,

La cadena lateral de P1 parece dictar la posicién de la cadena principal del péptido en
el sitio de unién. Las cadenas laterales P4, PS, P6 y P8 estdn orientadas hacia el solvente y
expuestas. La cadena lateral de P6 se situa entre la Ala69 y Lys70 situadas en la hélice a de a,.

Por otra parte, se han determinado las secuencias de péptidos enddégenos unidos a
B*2705 y a B*2702 (Roétzschke et al, 1992; Ratzschke et al., 1994), que corresponden a proteinas
intracelulares. Aunque el conjunto de péptidos es heterogéneo, posee una serie de caracterfsticas
comunes. Todos ellos presentan Arg en la posicién 2 (P2), aunque, excepcionalmente se han

aislado de HLA-B27 en ratas transgénicas péptidos con otros residuos en esta posicién
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(Feltkamp et al., 1996). En P1 estos péptidos tienen preferencia por residuos basicos. En P9, los
péptidos eluidos de B*2705 presentan preferencia por residuos bésicos, alifiticos o aromdticos,
En B*2702 predominan en P9 los residuos arométicos, en menor proporcién los aliféticos, pero
no se detectan residuos basicos. En P3 predominan los residuos hidrofébicos y en P7 los residuos
no polares o residuos polares poco voluminosos, El resto de las posiciones, P4, P5, P6 y P8 no

presentan restriccién para un tipo determinado de residuos.

1.3.2.- Frecuencia y distribucién étnica de los subtipos de HLA-B27,

La frecuencia con que HLA-B27 aparece en la poblacién es aproximadamente de un
3,4% en caucasoides, 1,9% en negros americanos y un 1,6% en orientales. Los indios de
Norteamérica y los esquimales son las poblaciones donde HLA-B27 se encuentra con mayor
frecuencia. HLA-B27 estd en muy baja frecuencia en negros africanos y ausente en las
poblaciones aborigenes de América del Sur (Baur et al,, 1984).

El 90% de la poblacién caucasoide y el 45% de la oriental HLA-B27* es HL.A-B*2705,
y éste es también el subtipo mayoritario en otras poblaciones. Los subtipos B*2701 y B*2702 sélo
se han encontrado en caucasoides; B*2701 tan solo se ha detectado en 2 individuos, mientras
que B*2702 se encuentra aproximadamente en el 5 al 10% de esta poblacién (Choo ef al., 1986)
y es el subtipo predominante entre los judios (Gonzalez-Roces et al,, 1994) y en una poblacién .
de gitanos espafioles (De Pablo et al., 1992), B*2704 es minoritario en caucasoides, con una
frecuencia de un 1%, sin embargo es predominante en la poblacién oriental (55%). B*2706 se
ha encontrado solamente en poblaciones orientales y B¥2703 solamente en negros americanos
y en Africa Occidental, donde parece ser el subtipo mayoritario (Choo ef al, 1986; Hill et al,
1990). B*2707 es minoritario en poblaciones de la India y Tailandia (Khan, 1995). B*2708 y
B*2709 son minoritarios en caucasoides (Lépez de Castro, 1996) siendo el subtipo B*2709

abundante en la poblacién de Cerdefia (Del Porto ef al., 1994),

1.3.3.- HLA-B27 y espondiloartropatias.
La espondilitis anquilosante es una enfermedad inflamatoria crénica que afecta
predominantemente a las articulaciones. Su patogenia no es conocida, pero el 96% de los

individuos que la padecen son HLA-B27*. Un 4% de los individuos HLA-B27* estdn afectados
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(Brewerton et al., 1973).

Al menos los subtipos B*2702, B*2704, B*2705 y B*2707 se asocian con la espondilitis
anquilosante (Breuer-Vriesendorp ef al, 1987; Khan, 1995), lo que sugiere que si el mecanismo
patogénico estd mediado por un péptido, este debe poder ser presentado al menos por estos
subtipos y ser reconocido en todos ellos por CTL (Benjamin y Parham, 1990), La posible
asociacién de B*2703 a enfermedad es discutida, puesto que este subtipo es mayoritario en
negros del Africa Occidental, que no desarrollan espondilitis anquilosante asociada- a HLA-B27
(Hill ez al., 1991). Sin embargo, esta enfermedad tampoco se desarrolla en individuos B*2705*
de la misma poblacidn, lo que sugiere que la carencia de espondilitis anquilosante asociada a
HLA-B27 en negros africanos es debida a otros factores genéticos o ambientales. Recientemente,
se ha descrito la existencia de individuos B*2703* de la poblacién norteamericana que sufren
espondiloartropatfas (Feltkamp et al., 1996). En un estudio de poblacién realizado en Tailandia
se ha visto que B*2706 no est4 asociado a la espondilitis anquilosante en esa poblacién (Lépez-
Larrea et al,, 1995), aunque se conocen individuos B*2706* de origen indonesio que padecen
esta enfermedad (Feltkamp et al, 1996). Otro estudio reciente sugiere que B*2709 no estd
asociado a la espondilitis anquilosante en la poblacién de Cerdefia (D’Amato et al,, 1995).

Distintas hipétesis tratan de explicar la asociacién de HLA-B27 con la espondilitis
anquilosante. Se ha propuesto que el causante de la enfermedad podrfa ser un gen en
desequilibrio de ligamiento con HLA-B27 (Keat, 1986), pero estudios genéticos {Lochead et al.,
1983) y de RFLP (polimorfismo de fragmentos de restriccion) {Reveille et al, 1988) no han
encontrado ningln gen distinto asociado con la susceptibilidad de padecer la enfermedad. Por
el contrario, se ha demostrado una asociacién directa entre la expresion de HLA-B27 y la
aparicién de una patologia similar a la artritis reactiva en ratas transgénicas para HLA-B27, cuyo
desarrollo necesita de altos niveles de expresién del transgén (Hammer ¢t al, 1990).

Para explicar el mecanismo de asociacién se ha propuesto la participacién directa de los
linfocitos T en la patogenia de esta enfermedad, no siendo necesaria la expresién de HLA-B27
en las células no linfoides de los érganos afectados, pero sf en las células linfoides y monociticas
(Breban ef al, 1993). Otras hipdtesis, basadas en la asociacién existente entre algunas artritis
reactivas e infecciones por bacterias enteropatigenas, sugieren que HLA-B27 podria presentar

localmente un péptido artritogénico endégeno semejante a algiin péptido de origen bacteriano.
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Tras una infeccion por estas bacterias, se desencadenarfa una reaccién cruzada contra las células
que expresaran el péptido endégeno. Los linfocitos T jugarfan un papel fundamental en esta
respuesta. Entre las evidencias que apoyan esta tltima teorfa tenemos: (a) que algunas bacterias
intracelulares (Yersinia, Shigella y Klebsiella) son capaces de desencadenar la enfermedad
(Kingsley y Sieper, 1993), (b) que algunos péptidos derivados de ellas pueden ser presentados
por antigenos de clase I e inducir respuesta mediada por CTL (Aggarwal ef al., 1990), y (c) que
en el liquido sinovial de pacientes con artritis reactiva y espondilitis anquilosante se ha
observado la presencia de CTL restringidos por HLA-B27 especificos contra bacterias asf como
CTL autorreactivos anti-HLA-B27 (Hermann et al., 1993). As{ pues, el mecanismo de asociacién
de HLA-B27 a las espondiloartropatias parece implicar directamente las caracterfsticas

estructurales, antigénicas y/o presentadoras de péptido de esta molécula.

1.4.- Respuestas alorreactivas anti-HLA-B27,
1.4.1.- Alorreconocimiento.

La fuerte respuesta de las células T contra aloinjertos dio lugar al descubrimiento y
definicién de los antigenos de trasplante, Posteriores andlisis permitieron identificar las
moléculas implicadas como las proteinas codificadas por los genes del MHC. La respuesta
alogénica "in vivo" tiene su paralelismo "in vitro" en el cultivo mixto de linfocitos. Los antigenos
convencionales activan una fraccién muy pequefia de precursores de linfocitos T mientras los
aloantigenos activan més del 1% de estas células. Se han propuesto dos hip6tesis para explicar
la alta frecuencia de precursores. En la primera, cada complejo MHC-péptido podria estimular
una poblacién diferente de células T (Matzinger y Bevan, 1977). Un determinado péptido
antigénico puede ocupar una pequeiia fraccién de las moléculas del MHC en la superficie de las
células presentadoras de antigeno, por lo que la densidad de antigeno por determinante
antigénico serfa baja. En la segunda hipétesis, las células T alorreactivas reconocerfan
directamente la molécula alogénica, En consecuencia, las moléculas de MHC "no propias",
funcionando como ligandos, alcanzarfan una alta densidad de determinantes antigénicos (Bevan,
1984).

La mayoria de la las células T alorreactivas reconocen al aloantigeno MHC y/o los

péptidos que une. Estas células suelen ser citotdxicas para el injerto y causan el rechazo agudo
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(Lechler ef al, 1990). Un segundo grupo podria reconocer el aloantigeno indirectamente, por
ejemplo, tras ser procesado y presentado por las APC del huésped. Este subgrupo, con una
frecuencia de precursores sensiblemente més baja, podrfa ayudar a la produccién de anticuerpos
anti-MHC del respondedor, mediando el rechazo crénico (Benichou et al., 1992; Fangmann et
al., 1992).

Nuestro laboratorio se ha centrado en la respuesta alogénica anti-HLA-B27 para analizar

las interacciones HLA /péptido/TCR en la totalidad del espectro antigénico de esta molécula.

1.42.- Especificidad clonal de la respuesta alorreactiva anti-B*2705 y anti-B*2703; relaciones
antigénicas entre subtipos de HLA-B27.

El polimorfismo de HLA-B27 podrfa modular su antigenicidad, y consecuentemente su
relacion con la espondilitis anquilosante, si las células T estdn implicadas en la patogenia de la
enfermedad. En nuestro laboratorio se abordé la cuestién de la relacién antigénica entre B*2705,
el subtipo principal de HL.A-B27, y otros subtipos mediante el andlisis de la especificidad fina
de CTL alorreactivos. Se analizaron un total de 84 CTL anti-B*2705 de cuatro respondedores
no relacionados y 36 CTL anti-B*2703 de dos de estos respondedores (Lépez ef al., 1994). La
especificidad fina de los CTL se determind por medio de su andlisis frente a un panel de LCL.
En el andlisis de los CTL anti-B*2705 el subtipo que presentaba mayor nGmero de reacciones
cruzadas era B*2703, ya que un 48% de los CTL lo reconocfan. Los subtipos menos reconocidos
en reaccién cruzada fueron B*2704 (12%) y B*2706 (9%). Los subtipos de HLA-B27 se pueden
ordenar en funcién del nimero de CTL anti-B*2705 que los reconocen en reacci6n cruzada de
la siguiente manera: B*2705> B*2703> B*2702> B*2701> B*2704> B*2706,

En el andlisis de CTL anti-B*2703 destaca el elevado porcentaje de CTL que reconocen
a B*2705. Lo que significa que la gran mayoria de los epitopos aloespecificos de B*2703 est4n
presentes en B*2705. Como el porcentaje de CTL anti-B*2705 que reconocen en reacci6n
cruzada B*2703 es significativamente menor que el porcentaje de CTL anti-B*2703 que
reconocen en reaccién cruzada a B*¥2705, se puede concluir que hay més epitopos aloespectficos
de B*2705 ausentes de B*2703 que la situacién inversa. Una posible explicacién a esto es que
el cambio His59 en B*2703 disminuye la estabilizacién del grupo amino-terminal del péptido

unido. Por lo tanto, muchos péptidos se unirian a B*2703 con una afinidad significativamente
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menor que a B*2705 o incluso podrian no unirse. Solamente un 22% de los CTL anti B*2703
no reconocen en reaccién cruzada a B*2705, lo que significa que la His59 origina pocos epitopos
nuevos. Esto implica que B*2703 es antigénicamente defectivo en relacién a B*2705, y
presumiblemente presenta, mayoritariamente, un subgrupo de los péptidos unidos a B*2705. La
aparicién de nuevos epftopos en B*2703 se podria explicar por tres mecanismos: (a) algunos
péptidos que no se pueden unir a B*2705 podrfan unirse a B*2703; (b) un mismo péptido podrfa
adoptar diferentes conformaciones en funcién del subtipo que lo presenta; (c) La His59 podria
generar, por si misma, alglin cambio antigénico péptido-independiente. Usando mutantes
puntuales de B*2705 se obtuvo més evidencia de las diferencias en el alorreconocimiento de
HLA-B27 entre CTL anti-B*2705 y anti-B*2703 (Villadangos et al., 1994a). Los cambios en los
residuos 167 y 171, en la subcavidad A, afectan menos a los CTL anti-B*2703 que a los CTL
anti-B*2705. Por el contrario, el cambio Met por Glu45, en la subcavidad B, que es critico para
el anclaje del motivo Arg2 que comparten los péptidos unidos a HLA-B27 (Madden et al., 1992),
afecta mds radicalmente a CTL anti-B*2703. Estos resultados indican que los CTL anti-B*2703
son menos dependientes de la estructura de la subcavidad A, y sugieren que el cambio en
B*2703 no solo altera la interaccién de la subcavidad A con el extremo N-terminal del péptido,
sino que también refuerza la interaccién de la Arg2 con la subcavidad B.

El fenotipo HLA podrfa condicionar el repertorio de células T en cada individuo
(Akolkar et al., 1993) y por consiguiente podrfa condicionar la respuesta aloespecifica individual.
Por tanto, se planted la posible existencia de diferencias en las respuestas anti-HLA-B27. Los
cuatro respondedores analizados se pueden emparejar en funcién de las similitudes en sus
respuestas anti-B*2705, Asi, mientras en dos respondedores (PA y DL) no se encontraron CTL
que reconocieran en reaccién cruzada a B*2704 o B*2706, en otros dos (GM y SR) un elevado
porcentaje de CTL reconocfa a uno o ambos de estos subtipos. Las diferencias observadas en
la especificidad fina en las respuestas anti-B*2705 se correlacionan con el haplotipo de clase I
de cada respondedor, y en particular con el dimorfismo Val/Glu de la posicién 152 de los
antigenos HLA-B. PA (HL.A-B35, 39) y DL (HLA-B39, 44) tienen Val152y las Gnicas reacciones
cruzadas que presentaban sus CTL anti-B*2705 eran con los subtipos que tienen Val152 (B*2701
a B*2703). Por el contrario GM (HLA-B7, B8) y SR (HLA-B7, B44) tienen respectivamente un
antigeno con Glu152 (HLA-B7) y otro con Val152 (HLA-B8 y HLA-B44, respectivamente) y
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presentaban reacciones cruzadas con subtipos con Val152 (B*2701 a B*2703) y Glu152 (B*2704
y B*2706) (Lopez et al,, 1994).

También se estudié la estructura de los epftopos especificos de HLA-B27 reconocidos
por los CTL anti-B*2705. Para ello se analizaron 27 CTL anti-B*2705 de los respondedores DL,
GM y SR con mutantes de B*2705 que presentan cambios en distintos residuos de las
subcavidades del sitio de uni¢n de antfgeno (Villadangos et al,, 1994a). Se observé que cualquier
mutacién alteraba el alorreconocimiento y que esta alteracién se correlacionaba, en gran medida,
con el efecto esperado de la mutacioén en la presentacién de péptidos. Determinadas mutaciones
producian diferentes efectos en CTL procedentes de distintos respondedores, lo que sugiere que
cada individuo responde preferentemente a epitopos con una estructura determinada. Por
ejemplo, en los CTL del respondedor GM la mutacién D-Y116 tenfa un gran efecto, mientras
la L~A81 era irrelevante, lo que sugiere que respondian preferentemente contra epitopos que
implicaban péptidos con un grupo C-terminal que necesitaba para su estabilizacién Asp116 y no
Leu81 en la subcavidad C/F. Como el residuo Asp116 se encuentra en la mayorfa de los subtipos
de HLA-B27, esto explicarfa el amplio patrén de reacciones cruzadas en este respondedor con
los distintos subtipos de un ntimero relativamente elevado de sus CTL. En el respondedor SR
se observé el efecto contrario. Los CTL de este respondedor reconocerfan epitopos con residuos
C-terminales m4s cortos o no polares, que serfan menos dependientes de Asp116 y m4s sensibles
a cambios en el residuo 81 (Madden et al., 1991). Esto sugiere que los CTL alorreactivos de los
respondedores GM y SR muestran preferencias por diferentes grupos de péptidos. Los CTL del
individuo DL reconocen principalmente epftopos muy dependientes de la estructura intacta de
B*2705 porque cualquier mutacién tiene un gran efecto sobre el alorreconocimiento en este
respondedor. Esto explicarfa que los CTL de este individuo presenten pocas reacciones cruzadas.

Las caracteristicas estructurales de los epitopos alorreactivos de HLA-B27 reveladas en
los estudios con mutantes han de interpretarse de acuerdo a nuestro conocimiento de las
estructura de los complejos HLLA + péptido reconocidos por los CTL. A la estructura de los
determinantes antigénicos contribuyen tanto la molécula del aloantigeno como los diferentes
péptidos a ella unidos (Clayberger ef al, 1987; Marrack y Kappler, 1988; Song et al,, 1988; Heath
et al., 1989; Heath et al.,, 1991; Rojo et al, 1991; Sherman y Cattopadhay, 1993). Existe evidencia

de que los CTL alorreactivos dependen de péptido de una manera muy variable, que va desde
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los estrictamente especificos de péptido a los que reconocen motivos comunes a varios péptidos,
y a los péptido-indcpendientes (Falk et al, 1991; Jardetzky et al, 1991; Rotzschke et al., 1991).

Un ejemplo de estos Gltimos en la respuesta anti-HLA-B27 lo constituye el CTL anti-
HLA-B*2704 64.8P (Jaraquemada et al,, 1988). Este CTL reconoce todos los subtipos de B27
que presentan cambios en la subcavidad C/F de la molécula y los mutantes con cambios en esta
zona. Sin embargo, no reconoce B*2703, que tiene un cambio en la subcavidad A, ni los
mutantes con cambios en las subcavidades A y B (Jaraquemada ef al,, 1988; Villadangos ef al,
1994b). Esta distribucién espacial, claramente delimitada, de los cambios en la molécula de
HLA-B27 que afectan el reconocimiento por este CTL, sugieren que no presenta especificidad
para ninglin péptido particular, aunque la integridad estructural de la regién de la molécula
implicada en la interaccién con la porcién N-terminal de los péptidos es critica. La
independencia de péptido de este CTL se confirmé ya que fue capaz de lisar los transfectantes
HLA-B27* en las células murinas RMA-S, deficientes en TAP (Villadangos et al., 1994b). Esta
lisis se inhibia con anticuerpos anti-HLA-B27, lo que indicaba que no era restringida por H-2,
y su eficiencia dependfa solamente de los niveles de expresién de HLA-B27. Estos resultados
indican que el reconocimiento de HLA-B27 por el CTL 64.8P es péptido independiente, o
requiere péptidos con el extremo N-terminal conservado. Ademds sugieren que el TCR de este
CTL reconoce HLA-B27 con una topologfa inusual, que implica solo uno de los extremos del
sitio de uni6n de péptido. Este CTL se aislé en condiciones en que la respuesta anti-B*2704 fue
muy baja, posiblemente por la carencia en este antigeno de epftopos inmunodominantes de
HLA-B27 a los que el respondedor pudiera responder vigorosamente (Jaraquemada et al., 1988).

Ello sugiere que los CTL alorreactivos independientes de péptido son excepciones.

1.5.- Repertorios de TCR implicados en respuestas especificas de péptido y en alorreactlvidad,

Se admite que las regiones hipervariables de los segmentos Va y VB del TCR, que se
denominan CDR1y CDR2 (regién determinante de la complementariedad) por analogfa con
las inmunoglobulinas, interaccionan principalmente con la proteina del MHC. Las regiones
formadas por los segmentos Ne/N+Dp y parte de los segmentos Je y Jp se denominan CDR3
y se piensa que interaccionan principalmente con los péptidos unidos al MHC (Chothia et al,

1988; Davis y Bjorkman, 1988; Claverie et al,, 1989). Aunque este modelo puede ser correcto en
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lineas generales, la contribucién de los segmentos Vy de las regiones de unién a la especificidad,
no es independiente. Por ejemplo, en la respuesta de células T a variantes de péptidos que
difieren en residuos que afectan a! reconocimiento por células T pero no a la unién al MHC,
se usan TCR con cambios recfprocos en el CDR3, lo que sugiere la interaccién directa de estas
regiones con el péptido (Jorgensen et al, 1992). Sin embargo, también se observa en ocasiones
el uso de un reducido nimero de segmentos VB, lo que indicarfa la contribucién de estos
segmentos a la especificidad de péptido. En algunos casos el uso restringido de segmentos V es
debido a la presencia de determinados residuos en el extremo C-terminal del segmento, que de
hecho forman parte de la region CDR3 y contribuyen a la especificidad de péptido (Jorgensen
et al, 1992). Sin embargo las regiones CDR1 y/o CDR2 también pueden contribuir a la
especificidad de péptido. Por ejemplo, mutaciones en el CDR1 de VP anulan el reconocimiento
especifico en un receptor que reconoce diversos péptidos presentados por I-EX (Patten et al.,
1993). Estos resultados no implican necesariamente una interaccién directa de CDR1y/o CDR2
con el péptido antigénico, pero sugieren que la integridad estructural de estas regiones se
requiere para una interaccién efectiva de CDR3 con el péptido.

En las respuestas restringidas especificas de péptido se observa, en general, una
heterogeneidad restringida en los segmentos V y J, y en las regiones CDR3 (Casanova y
Maryanski, 1993). Sin embargo hay excepciones. Por ejemplo, en CTL especificos de un péptido
de Plasmodium berghei restringido por H-2K* se ha encontrado una alta diversidad de TCR
(Casanova et al., 1991). Algunas respuestas especficas de péptido restringidas por clase I son
también muy diversas (Haberman et al,, 1990; Taylor et al., 1990; Boitel et al,, 1992). En estas
respuestas es el péptido presentado el que estd determinando principalmente la respuesta, por
lo que el uso de segmentos del TCR estarfa restringido por las caracterfsticas estructurales del
péptido presentado.

En las respuestas alorreactivas, debido a la heterogeneidad clonal y al elevado ntimero
de péptidos enddgenos implicados, se esperarfa una gran diversidad de TCR. Sin embargo se ha
observado un uso aparentemente no aleatorio de segmentos VP en clones de célula T especificos
de I-A™2 (Bill et al, 1989) o DR4 (Goronzy et al, 1993) y en linfocitos de infiltrados de
aloinjertos (Hall ef al, 1993; Shirwan et al, 1993), sin restricciones en N+Dp o Jp. Se ha

estudiado mucho menos el uso de segmentos de la cadena « y generalmente se ha encontrado
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una gran diversidad Ve, Ja y N« (Bill et al, 1989; Geiger et al.,, 1991; Hurley et al, 1993). En
la respuesta alogénica contra HLA-B35 se ha observado el uso de regiones CDR3 similares en
las cadenas « y B (Steinle et al, 1995). En algunas respuestas alorreactivas, por tanto, parece
existir una seleccién de segmentos V. Estas respuestas, al ser la molécula presentadora
diferente a las propias, estdn dirigidas contra epitopos que implican tanto la molécula
presentadora como el péptido presentado. La variabilidad en el repertorio de TCR indica que
el nimero de epitopos distintos en esta respuesta es grande. Por tanto, al no haber un péptido
antigénico Gnico o mayoritario, el sesgo en VB es probablemente por motivos estructurales en

las regiones CDR1y CDR2 y podria estar determinado por la molécula de aloantigeno.
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2.- OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es determinar la estructura de las cadenas o y B de TCR
expresados en clones citotéxicos alorreactivos anti-HILA-B27 de especificidad fina conocida, para
establecer las reglas que gobiernan la seleccién del TCR en el alorreconocimiento de este

antigeno y en concreto:

1.- Los patrones de uso de segmentos Va, Ja, VB y IB,

2.- La naturaleza, diversidad y caracteristicas estructurales comunes en las regiones de
unién Ve-N-Ta y VB-N-DB-N-JB.

3.- La relaci6n entre especificidad fina y estructura de los TCR anti-HLA-B27.

4.- La posible relacién entre las caracterfsticas estructurales de TCR anti-B27 y el
fenotipo HLA del respondedor.

3.- Las similitudes y diferencias en el uso de TCR entre respuestas alorreactivas a

distintos subtipos de HLA-B27 (B*2705 y B*2703).

Estos objetivos se desarrollaron:

L.- Determinando la estructura de TCR de clones citotéxicos anti-
B*2705, obtenidos en individuos HLA-B27 negativos, de distintos
fenotipos HLA.

2. Determinando la estructura de TCR de clones citotéxicos anti-
B*2703, obtenidos en individuos HLA-B27 negativos, de distintos

fenotipos HLA.



19

3.- MATERIALES Y METODOS
m

3.1.- Clones de célula T citotéxicas y lineas celulares.

Se analizaron CTL anti-B*2705 de los donantes GM (HLA-A1, 24; B7, 8; DR1, 3) y SR
(HLA-A3, 29; B7, 44; DR2, 7) y clones de CTL anti-B*2703 de los donantes DL (HLA-A29, 31;
B39, 44, DR7) y GM (Tabla 1). Su aislamiento y la caracterizacién de su especificidad fina han
sido previamente descritos (Ldpez et al, 1994). Como control se analizaron, de los mismos

individuos, clones de células T no-anti-B27, no seleccionados por otros criterios.

3.L.1.- Lineas linfoblastoides B (LCL).
3.1.1.1.- Condiciones de cultivo.

Como células estimuladoras de los CTL se utilizaron las LCL B*2705* R69, LG15 y R15
y las LCL B*2703* LAR y CH. El fenotipo HLA de estas lineas se muestra en la Tabla 1. Se
crecieron en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con L-GIn 2mM, tampén HEPES
(GIBCO) 25mM, y 10% de suero de ternera fetal (FCS) (GIBCO) previamente inactivado

durante 30min a 56°C. Se crecieron en ausencia de antibidticos en estufa a 37°C, 5% de CO,

Y 95% de humedad relativa,

3.1.12.- Congelacién y descongelacién de LCL.

Para su congelacidn se centrifugaron al menos 1 x 10° células y se resuspendieron en 0,1
a 0,4 ml de medio completo. El medio de congelacién estd compuesto por 40% de RPMI 1640,
40% de FCS y 20% de dimetilsulféxido (DMSO) (Merck). Se afiadi6, gota a gota, un volumen
igual al de resuspensién (0,1-0,4 ml) de medio de congelacién. La mezcla se transfirié a viales
de congelacién que se mantuvieron durante 3 a 6 horas a -70°C. Pasado este tiempo, los viales
se transfirieron a un contenedor de N, liquido, donde se almacenaron.

El proceso de descongelacién consistié en afiadir, gota a gota, de 1 a 2ml de medio de

cultivo completo previamente atemperado a 37°C. Esta mezcla se afiadié a un tubo estéril que
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Tabla 1. Combinaciones respondedor/linea estimuladora usadas para obtener los CTL

RESPONDEDOR!

e ———————
GM

SR

DL

GM

CELULAS
ESTIMULADORAS?

e ——— LT

B*2705*

B*2703*

anti-HLA-B27.
MLC MLC TRAS EL CLONES DE
FRIMARIO | SECUNDARIO CLONAJE CTL?
LG15 o= LG15 GMZ
LG15 LG15 LG15 A2
R69 --- R69 . 569, SRF
SRY, SRB
R69 R69 R69 SRZ, SRC
R69 R69 LG15 SLG
R69 R15 R15 515
“ o - - | pop
LAR DLL
CH LAR DLH
LAR CH DCJ
CH LAR CH DCI
CH LAR LAR GLM
CH LAR CH GCP

! DL (HLA-A29, 31; B39, 44; DR2, 7), GM (HLA-A1, 24; B7, 8; DR 1, 3), y SR (HLA-A3, 29;

B7, 44; DR2,7).

2 R69 (HLA-A3, 24; B*2705, 7; DR3, 5), LG15 (HLA-A32; B*2705; DR1) y R15 (HLA-A3;
B*2705, 35) para CTL anti-HLA-B*2705, y CH (HLA-A31, 32; B*2703, 18; DRS, 11), y LAR
(HLA-A23, 31; B*2703, 53) para CTL anti-HLA-B*2703.

3 Nombre genérico de los clones de CTL de cada clonaje.
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contenfa otros 9ml del mismo medio. Se centrifugé durante Smin a 500xg. Se eliminé el
sobrenadante, eliminando asf el DMSO, y el sedimento celular se resuspendié en medio
completo, a una concentracién de 3-5 x 10° células/ml. Se transfirié el volumen a un frasco de

cultivo (Costar) y se mantuvo a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad relativa.

3.1.13.- Ensayo de deteccién de micoplasmas en cultivos celulares.

Se siguié un método comercial, el "Mycoplasma T. C. rapid detection system” (Gen-
Probe), basado en la hibridacién especifica con una sonda de DNA tritiada, complementaria del
RNA ribosémico de miltiples especies de micoplasmas.

Se partié de 10ml de sobrenadante de cada linea celular. Se centrifugaron a 10.000xg
durante 15min, desechdndose los sobrenadantes. Los precipitados se resuspendieron en 1,5ml
de PBS y se transfirieron a tubos eppendorf, centrifugdndose posteriormente a 12.000xg durante
10min. Tras eliminar ¢] sobrenadante, se afiadieron, a cada muestra, 200yl de la solucién que
contiene la sonda tritiada, se agitaron e incubaron en un bafic a 72°C durante 2 a 3 horas.
Como controles se prepararon dos tubos con 200p] de la sonda y 50p], respectivamente, de las
soluciones de control positivo y negativo. A continuacién, los controles y las muestras, se
mezclaron con 5ml de una suspensin de separacién, compuesta por hidroxiapatito, y se
transfirieron a un vial de centelleo lfquido (Beckman). Se agitaron y se incubaron durante Smin
a 72°C. Pasado este tiempo, se volvieron a agitar los viales y se centrifugaron a 500xg durante
Imin. Se desecharon los sobrenadantes y se lavaron dos veces los precipitados con Sml de
solucién de lavado. A Jos precipitados resultantes se les afiadié Sml de liquido de centelleo, y se
determind la radiactividad incorporada por las muestras en un contador p (Wallac 1409).

Para determinar la actividad total de la sonda radiactiva se centrifugaron Sml de
suspensién de separacién a 500xg durante 1min, elimindndose el sobrenadante. Se afiadieron
50u! de sonda y 5Sml de liquido de centelleo, se agit6 y se determino su radiactividad.

El porcentaje de hibridacién de cada muestra se calculé aplicando la siguiente férmula:

% de Hibridacién = ( CPM Muestra / CPM Total ) x 100

Se considerd que una muestra estaba contaminada por micoplasmas si el porcentaje de

hibridacion era superior al 0,4%, siempre que los controles positivo y negativo presentaran un

porcentaje de hibridacién superior al 30% e inferior al 0,2%, respectivamente.
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3.1.2.- Clones citoliticos de célula T.
3.12.1.- Condiciones de cultivo.

Los medios de cultivos para linfocitos T fueron similares a los de cultivo de LCL excepto
que se suplementaron con un 10% v/v de mezclas de sueros humanos en vez de FCS, y que el
medio no contenfa tamp6én HEPES.

El suero humano AB comercial {(DAA) se ultracentrifugé a 20.000xg durante 1h a
temperatura ambiente y el sobrenadante, libre de lipidos, se congeld en alicuotas de 10ml a -

20°C.

3.1.2.2‘.- Alslamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC).

Se aislaron a partir de sangre periférica heparinizada, de donantes sanos, extraida en
condiciones estériles. La sangre se diluyé en un volumen igual de RPMI 1640 y 7ml de esta
mezcla se depositaron cuidadosamente sobre 3ml de la solucién "Lymphoprep” (Nycomed
Pharma) en tubos estériles de 10ml Los tubos se centrifugaron durante 20min a 300xg y a
temperatura ambiente. Las células mononucleares se recogieron de la interfase y se lavaron dos
veces en RPMI 1640, Las células se resuspendieron en RPMI 1640 suplementado con un 10%

v/v de suero humano y L-Gln 2mM (medio de cultivo de linfocitos).

3,1.2.3.- Congelacién y descongelacion de PBMC.

El proceso fue similar al de LCL, excepto que en la preparacién del medio de

congelacién se sustituyé el FCS por suero AB humano.

3.12.4.- Congelacién y descongelacién de clones de célula T.

Cuando un determinado clon estaba suficientemente crecido, se transfirieron 100pl de
un pocillo a un vial de congelacion y se afiadi6 una cantidad igual de medio de congelacién de
linfocitos (40% de RPMI 1640, 40% de suero humano AB, y 20% de DMSO). El vial se mantuvo
de 3 a 6 horas a -70°C y posteriormente se transfirié a un contenedor de N, liquido, donde se
almacené.

Para su descongelacién se afiadi6, gota a gota y agitando suavemente, 1ml de medio
completo de cultivo de linfocitos, hasta homogeneizar la mezcla final. Esta mezcla se repartidé

en 10 pocillos de una placa de 96 de fondo en U (Costar), donde con anterioridad se habfan
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afiadido 200p! de una mezcla de LCL estimuladoras y PBMC alogénicas previamente irradiadas.
Las LCL se irradiaron 7.000 rads y las PBMC a 5.000 rads. Las placas se mantuvieron a 37°C,
5% de CO, y 95% de humedad relativa.

3.2.- Amplificacién especifica de las cadenas del TCR: estrategia general.

Este método (Bragado ef al., 1990; Lauzurica et al., 1992) fue disefado para obtener la
secuencia de las cadenas del TCR de linfocitos T monoclonales. Se basa en la amplificacién
especifica de los cDNA correspondientes a las cadenas & y p del TCR.

El primer paso fue la obtencién del RNA total. A continuacién, para la obtencion de los
cDNA especificos se usaron oligonucledtidos especificos de las regiones Ca o© Cp
respectivamente, como iniciadores de le reaccién de la transcriptasa reversa, El paso siguiente
fue la amplificacién especifica de los cDNA a y B del TCR. Para la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) es necesario tener dos oligonucleétidos iniciadores, uno en el extremo S'y
otro en el extremo 3. El extremo 5' del receptor corresponde a los segmentos V. Cuando se
inicié la realizacién de esta tesis las secuencias conocidas de los segmentos Va (58 secuencias)
se habfan agrupado en 22 subfamilias y las de los segmentos V8 (76 secuencias) en 20
subfamilias, de forma que los miembros de una misma subfamilia tenfan entre si al menos un
75% de homologia en su secuencia de nucle6tidos (Wilson et al., 1988). Por tanto, se disefiaron
oligonucledtidos especificos para cada subfamilia Va y Vp. El criterio de seleccién fue el
siguiente: el oligonucledtido debfa tener una secuencia comén a todos los miembros conocidos
de la subfamilia correspondiente y debfa ser suficientemente distinto de las deméas subfamilias.
La comparacién de secuencias y la biisqueda de los oligonuclestidos se hizo usando los
programas "Local" (Molecular Biology Computer Research Source) y "Pattern Matching” versién
4.3 para el sistema operativo MS Dos (DNA and Protein Sequence Analysis Programs) as{ como
el paquete informdtico "Wisconsin Package" versi6n 8.0 para el sistema operativo OpenVMS
(Genetics Computer Group, Inc.). Los oligonucledtidos especificos de una subfamilia
presentaban como minimo 4 desemparejamientos con respecto a {a secuencia de los miembros
de otras subfamilias. Los oligonucledtidos de la regién V son complementarios a secuencias de
Ja cadena no codificante. Los oligonucleétidos de la regién C son complementarios a secuencias

de la cadena codificante. Este grupo de oligonucledtidos se denominé externo (VaE o VBE)

(Tablas 2 y 3).
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3.2.1.- Aislamiento de RNA,

Se extrajo RNA de 2-3x10° células de cada clon de CTL siguiendo el siguiente protocolo
(Maniatis et al., 1989).

Las células se centrifugaron 20s a 12.000xg para eliminar el medio de cultivo.- A
continuacién se realizaron 2 lavados con 1mi de PBS cada vez. Se retird el sobrenadante del
tiltimo lavado cuidadosamente, procurando que quedara el menor volumen posible de PBS.

Las células se lisaron en 200u] de TSM (Tris-HCI 0,1M pH 7,6, NacCl 0,15M y MgCl,
0,002M), 0,5% de NP-40 y 10mM de vanadilribonuleétios (VRN), agitando en vortex e
incubando la mezcla en hielo (0 a 5°C) durante 5Smin. Tras la incubacién se agit6 la mezcia
durante unos segundos y se centrifugé 1min a 4°Cy 12.000xg para precipitar los ndcleos. Se
recuper6 el sobrenadante en otro tubo eppendorf y se le afiadié un volumen igual de TSE (Tris-
HCl 0,1M pH 7,6, NaCl 0,15M y EDTA 0,005M) con 1% de SDS.

A continuacién se procedi6 a una serie de extracciones en fenol/ cloroformo con un 0,1%
de B-mercaptoetanol, hasta que se eliminé la coloracion oscura, lo que ocurre cuando los VRN
se han eliminado del medio. Normalmente se necesitaron de 5 a 10 extracciones. Tras esta serie
se realizé una Gltima extraccién con cloroformo.

Finalmente se precipité el RNA afadiendo 1:20 de acetato sédico 3M pH 5,5 (0,15M
final) y 2,2 volGmenes de etanol absoluto, incubando 1h. a -70°C. Después, se centrifugé 30min
a 12.000xg y a 4°C. El precipitado se sec6 al vacfo, se resuspendi6 en 400p1 de acetato sédico
0,15M y se afiadieron 880yl de etanol absoluto, para una segunda precipitacién. Tras centrifugar
y secar como en la primera precipitacion, se resuspendio en 20pl de H,O de RNA.

Las soluciones usadas para la extraccién de RNA se prepararon en H,0 de RNA, 0 H;O
tratada con un 0,1% de dietilpirocarbonato durante 24h a temperatura ambiente y

posteriormente autoclavada. Este producto es un potente inhibidor de las ribonucleasas.

322.- Obtencién de cDNA.
El cDNA de las cadenas & y p del TCR fue sintetizado a partir de dos alicuotas distintas,

una para cada cadena, procedentes de la misma extraccién de RNA, utilizando el "Reverse
Transcription System" (Promega) segtn las indicaciones del fabricante:

La reaccion transcurri6 durante 1h a 42°C en 20ul de mezcla con MgCl, SmM (4ul de
25mM), 1x tamp6n de transcriptasa reversa (Tris-HC! 10mM pH 8,8, KCl 50mM y 0,1% de
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Tritén X-100) (2! de 10x), ImM de cada dNTP (2l de 10mM), 15u de la transcriptasa reverasa
del AMV (0,51), 20u del inhibidor de las ribonucleasas "rRNasin" (Promega) (0,5pl), la mitad
del RNA procedente de una extraccién (aprox. 1pg) (9ul) y 1M de oligonucleétidos iniciadores
Ca-espectficos (C¢E) o Cp-especificos (CPE), respectivamente (2ul) (Tablas 2 y 3).

Al finalizar el tiempo de reaccién el producto de la misma se calenté a 95°C durante
Smin, y posteriormente se incubd en hielo (0 a 5°C), para inactivar la transcriptasa reversa y

mantener el cDNA sintetizado separado del RNA que sirvié de molde.

32.3.- PCR especifica.

Para la amplificacién especifica de la cadena « o B del receptor se hicieron tantas
alicuotas como oligonucleétidos de subfamilias & o p teniamos (24 en a para 22 subfamilias, ya
que hay dos para la subfamilia 1y la 4, y 20 en B). Cada una de estas alicuotas se sometié a
PCR usando como iniciadores el oligonuclestido CaE o CBE en todas ellas como
oligonuclestido 3’ especffico y el oligonucleétido VeE o VPE correspondiente de cada una de
las subfamilias como oligonucleGtido 5 especffico (Bragado et al, 1990; Lauzurica et al., 1992)
(Tablas 2 y 3).

A partir del cDNA a o del cDNA p se prepararon las mezclas de reaccién que luego se
alicuotaron. La mezcla para la reaccién de p contenfa, ademds del B-cDNA, 1x tampén de Taq
(Tris-HCl 10mM pH 8,8, KCI 50mM y 0,1% de Tritén X-100), MgCl, 1,5mM, 200pM
de cada dNTTP, 1uM de CPE y 1,25u/tubo de reaccién (50ul) de "Taq DNA Polymerase (Storage
Buffer A)" (Promega). La concentracién final de cada oligonuclestido VBE en cada
alfcuota fue 1pM.

La mezcla para la reaccién de « fue idéntica a la de p salvo en las siguientes
modificaciones: los oligonucledtidos VaE y el oligonucledtido CaE se usaron a una
concentracién final de 0,54M y se afiadi6 a la mezcla 0,5u/tubo de reaccién de "Perfect Match”
(Stratagene), reactivo que disminuye reacciones cruzadas de los oligonucleétidos iniciadores de
la reacci6n, aumentando la especificidad de las hibridaciones.

En ambos casos, tras afiadir los distintos componentes excepto el enzima, la mezcla de
reaccién (1.350pl en « y 1.100pl en B) se calents a 95°C durante Smin y se incubd
posteriormente Smin en hielo (0 a 4°C). Se afiadié entonces el enzima, se mezclé bien y se

procedid a repartir dicha mezcla en cada uno de los tubos (47,5ul por tubo en a 6 45pl por tubo



Tabla 2, Oligonucledtidos para la amplificacion especifica de los segmentos Ve del TCR.

Nombre

ValaE
1bE
2E
3E
4aFE
4bE
5E
6E
7E
8E
9E
10E
11E
12E
13E
14E
15E
16E
17E
18E
19E
20E
21E
22E

CaE

Externc

Secuencia

GCTGAGGTGCAACTACTCAT
TCTGTGAGCCAGCATAACCAC
GAAGATGGAAGGTTTACA
CAGGGAGAAGAGGATCCTCAG
AGCCAAATTCAATGGAGAGTA
CCTCCATGGATTGCGCTGAAG
GAGGCCCTGAACATTCAGGAG
AAGATAACTCAAACCCAACCA
CACGTACCAGACATCTGGGTT
ACCCTGAGTGTCCAGGAGGG
AGAGTGACTCAGCCCGAGAAG
CTGCTGGAGCAGAGCCCTCAG
GACCAAGTGTTTCAGCCTTCC
AAGGTAACTCAAGCGCAGACT
CCTCCAGACCTGATTCICCAG
ACAGTCACTCAGTCTCAACCA
GATGTGGAGCAGAGTCTTITTC
CAGTCAGTGGCTCAGCCGGAA
CAGCAGGTGAAACAAAGTCCT
CTGAACGTGGAACAAGGTCCT
CAGAACCTGACTGCCCAGGAA
TCCATGGACTCATATGAAGGA
CAGCAAGTTAAGCAAAATTCA
ATGTCAGGCAATGACAAGGGA

CTTGTCACTGGATTTAGAGTC

Nombre

Vall

31

4T

51

61

71

8I

91
10I
111
121
13I
141
151
161
171
181
191
20I
211
221

Cal

Interno

Secuencia

ATCTCTTCTGGTATGT

ACTAGTATAAACAATTTACAG

GAAGACAGAAAGTCCAG

AACTATTCTCCAGCATACTTA
ACCAGTGATCAAAGTTATGGT
CTGGTACCAGCAACATG

ATTATAGACATTCGTTC

TATTCTGGGAGTCCTGAACTC
AGTGTTTTTTCCAGCTTACAA
GTGTCCAATGCTTACAACTTC
ACCCGTGATACTACTTATTAC
GACTCTGTGAACAATTTGCAG
ACCAGTGAGAGTGATTATTAT
AGCTCCTCCACCTACTTATAC
GGAAACCCTTATCTTTTTTGG
ACTGCGTTTGACTACTTTCCA
TCCAGCAATTTTTATGCCTITA
GTAGGAATAAGTGCCTTACAC
AACATTGCTACAAATGATTAT
AACAGCATGTTTGATTATTTC
AACAAAGGTTTTGAAGCCACA

CAGCTGGTACACGGCAGGGTC

26



Tabla 3. Oligonucleétidos para la amplificacién espectfica de los segmentos VB del TCR.

Nombre

VB1E
2E
3E
4F
5E
6E
7E
8E
9E

10E
11E
12E
13E
14E
15E
16E
17E
18E
19E

20E

CBE

Externo

Secuencia

TCCCCTAGGTCTGGAGACCTCTCT
TTTCAGGCCACAACTATGTTTTG
GATATGGACCATGAAAATATGTTC
ACGATCCAGTGTCAAGTCGA
CTGATCAAAACGAGAGGACAGCA
TCAGGTGTGATCCAATTTC
CAACATATGGGGCACAGGGCAATG
GAGGTGACAGAGATGGGACA
GAACAAAATCTGGGCCATGATACT
GTTCCTATAAAAGCACATAGTTAT
TCTCAAACCATGGGCCATGACAAA
CTGAGATGTCACCAGACTGAG
GCATGACACTGCAGTGTGCCC
ACCCAAGATACCTCATCACAG
TCTCAGACTAAGGGTCATGATAGA
GACCCAATTTCTGGACATGATAAT
GAACAGAATTTGAACCACGATGCC
AGCCCAATGAAAGGACACAGTCAT
ACCCCCGAAAAAGGACATACTTTT

GAGGGAACATCAAACCCCAACCTA

TTTTGGCTCTGGGAGATCTC

Nombre

VB1I
21
31
41

51

71

81

91
101X
111
121
131
141
15T
161
171
18I
191

201

CAI

Internc

Secuencia

CAGGGCCTCCAGTTCCTCATT
CTCATGCTGATGGCAACTTCC
AAAATGAAAGAAAAAGGAGAT
CTGATCGCAACTGCAAATCAG

CTGGGGGACTCGGCCCT

TTCTCACCTGAATGCCCCAAC
TACTTTAACAACAACGTTCCG
ATTATAAATGAAACAGTTCCA
ATTCAGAAAGCAGAAATAATC
ACAGAGAAGGGAGATCTTTCC
ACATCTGTGTACTTCTGTGCC
TCATTACTCAGTTGGTGCTGG
AACAGTGACTTGTTCTCAGA

TTTGATGTCAAAGATATARAC
GTGAAAGAGTCTAAACAGGAT
CAGATAGTAAATGACTTTCAG
CTGGTATCGGCAGCTCCCAGA
GGTATCAACAGAATCAGAATA

ACCGACAGGCTGCAGGCAGGG

TTCTGATGGCTCAAACAC

27
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en B), donde previamente se alicuotaron los oligonucleétidos VE (2,5ul de VaE 10uM 6 5ul
de VBE 10pM). Sobre la mezcla de reaccién se afiadieron unas gotas de aceite mineral para
evitar la evaporacién durante la reaccién de PCR.
Los programas usados en las amplificaciones fueron:
- Para la cadena B, 30 ciclos a las siguientes condiciones
Imin a 95°C, para desnaturalizar,
imin a 39°C, para hibridar,
1min a 72°C, para elongar.
y un ciclo final con 1min a 95°C, 3min a 39°C y 7min a 72°C.
. Para la cadena « la Gnica diferencia estaba en la temperatura de hibridaci6n, que fue
42°C.
El termociclador utilizado fue el "Programmable Thermal Controller, PTC-100" (MJ

Research, Inc.).

3.2.4.- Identificacién de las subfamilias amplificadas.
32.4.1.- Geles de agarosa analiticos.

Tras eliminar e} aceite mineral, alfcuotas iguales (habitualmente de 9ul) de cada tubo,
correspondiente a una subfamilia, se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2%
(Agarose D-1 LE, Hipanagar) en IXTAE (Tris-acetato 40mM pH 8, EDTA 1mM) con 1pg/ml
de bromuro de etidio. El tampén de carga contiene 0,01% de azul de bromofenol, 0,01 % de
xilencianol, Na,EDTA 0,01M, 0,1% de SDS y 5% de glicerol, y se utilizé en una proporcién 1:10
(1ul). Como marcador de peso molecular se utiliz6 el "1Kb DNA ladder" (BRL) que seresuelve,
en nuestras condiciones de electroforesis, los siguientes tamaiios: 142/154bp, 200/220bp, 298bp,
344bp, 394bp, 506/516bp, 1.018bp, 1.635bp, 2.036bp y 3,054bp. Habitualmente, debido a la baja
cantidad de DNA inicial que se usé en cada una de las alicuotas sometidas a amplificacién, la
banda tefiida con bromuro de etidic no fue visible. También, en ocasiones, aparecfan bandas

inespecificas. Por tanto se transfirié el DNA del gel a una membrana y se hibridé con una sonda

especfica.

32.4.2.- Southern blot.

El andlisis de la especificidad del DNA presente en geles de agarosa, se realizé mediante
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Southern blot (Maniatis et al, 1989), que consiste en la transferencia del DNA a filtros
adecuados y su hibridacién con sondas especificas. En nuestro caso usamos la transferencia
alcalina a membranas "Z-probe GT" (Biorad).

Dos trozos de papel Whatman 3M previamente humedecidos, se colocaron en una
superficie horizontal en contacto con un reservorio de NaOH 0,4M, como tampén de
transferencia. Se colocé el gel de agarosa, con los pocillos hacia abajo (el DNA recorre asf
menos camino através de la agarosa), sobre la doble tira de papel Whatman 3M, y sobre el gel
se colocé una ldmina de "Z-probe GT" humedecida. Sobre esta ldmina se colocaron dos de papel
Whatman 3M y sobre &stas, servilletas de papel para absorber la solucién de transferencia.
Habitualmente se transfirié durante la noche, aunque el tiempo de transferencia minimo serfa
de 4h.

La membrana se lavé en 2xSSC (1xSSC = NaCl 0,15M, citrato sGdico 0,015M) a T
ambiente. Se prehibridé en una solucién 5xSSPE (1xSSPE = NaCl 0,18M, Na,HPO, 10mM pH
7.4 y EDTA 1mM), 10xDenhardt (1xDenhardt = 0,02% Ficoll, 0,02% polivinil pirrolidona y
0,02% de albGmina sérica bovina), 0,1% de SDS y 40pg/ml de DNA de esperma de salmén. El
tiempo de prehibridacién oscilé entre 30min y 1h. Transcurrido este tiempo se elimind la
solucién de prehibridacion y se afiadi6 la de hibridacién. La Gnica diferencia en la composicién
de ambas soluciones, aparte de la sonda marcada, es que la soluci6n de hibridacién es
5xDenhardt. Se prehibrids y se hibridé 5°C por debajo de la temperatura media de fusién (Tm)
de la sonda utilizada. En la hibridacién se utilizaron como sondas especificas oligonucledtidos
marcados con [2P]JdATP (punto 2.2.4.3), correspondientes a la regién C, mds internos que los
usados para la amplificacién (Cel o CBI) (Tablas 2 y 3). La Tm se calculé usando la férmula
Tm = 4(G+C)+2(A+T). La Tm del oligonucledtido Cal (Tabla 2) es 70°C y la del CpI (Tabla
3) es 52°C, por lo que se prehibrid6 e hibridé a 65°Cy a 47° C respectivamente. La reaccion
de hibridacién duré un minimo de 3h.

Tras este tiempo se eliminé la solucién de hibridacién y se procedi6 a lavar la membrana.
Se hicieron tres lavados de 20min en 6xSSC a T ambiente. El cuarto y dltimo lavado se hizo a
la temperatura de hibridacién durante 3min. Las bandas especificas se localizaron mediante

autorradiografia usando peliculas Kodak X-Omat S con pantallas amplificadoras Okamoto Lus

a -70°C.
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3.2.43.- Marcaje radiactivo de oligonucleétidos.

Los oligonucledtidos (1uM final) se marcaron en un volumen total de 20pl con 40pCi
de y-[2P]-dATP de actividad especifica de 3.000pCi/mmol (Amersham) en su extremo 5* con
T4 polinuclestido kinasa (Boehringer Mannheim). Los nucleStidos no incorporados se
eliminaron absorbiendo la mezcla de reaccién en un papel Whatman DEB81 y lavando este papel
con el tampén "low-salt” (Tris-HCl 20mM pH 8, EDTA 1mM, NaCl 0,1M). El oligonucleétido
marcado se eluyé mediante lavados con el tamp6n *high-salt" (Tris-HCl 20mM pH 8, EDTA
1mM, NaCl 1M), hasta completar un volumen de 1.200pl. La mitad se afiadié a 10ml de la

solucién de hibridacién.

33.- Secuenciacién del material amplificado.
3.3.1.- Purificacién del fragmento amplificado.

Tras la identificacién de la subfamilia, el resto del producto de la PCR del tubo
correspondiente se extrajo dos veces con fenol/cloroformo y una con cloroformo. El DNA
purificado se precipité afiadiendo 20pl de acetato sédico 3M pH 5,5 y 500p1 de etanol absoluto
e incubando 1h. a -70°C. Después se centrifugé 30min a 12,000xg a 4°C.

El precipitado se secd al vacio y se resuspendié en 9l de H,O'y 1ul del tampdn de carga
(ver 2.2.4.1). Esta muestra se sometié a electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusidn
(NuSieve GTG, FMC) al 2%, en las mismas condiciones y con los mismos marcadores de peso
molecular que en el apartado 2.:24.1. Tras esto, se procedi6 a cortar la banda de DNA
visualizada por el bromuro de etidio. En ocasiones la cantidad de DNA fue tan baja que no se
visualizé en bromuro de etidio. Entonces, con ayuda de los marcadores de peso molecular, se

cort6 la zona del tamafio donde hibridé la sonda especifica.

3.3.2.- Amplificacion asimétrica.
Con esta técnica (Gyllensten y Erlich, 1988; Bill er al, 1989) se generé un DNA de

cadena sencilla a partir del DNA amplificado de los TCR, para su secuenciacién directa. Para
ello fue necesario seleccionar un nuevo grupo de oligonuclestidos Va, VB, Ce y CB. Son los
oligonucle6tidos Val/VPI y Cal/CBI (Tablas 2y 3). Estos oligonucledtidos hibridan en
posiciones més 3’ que los VaE o VBE especificos de cada subfamilia y més 5' que los C«E ¥

CBE. Estos oligonucleétidos fueron elegidos para que hibridaran con todos los miembros de una
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misma subfamilia pero no especificamente porque en esta etapa no hay posibilidad de reacciones
cruzadas.

Para conseguir DNA monocatenario, el DNA amplificado, se someti6 a una nueva PCR
asimétrica. Para ello se hicieron dos alfcuotas, una para amplificar la cadena (+) y otra para
amplificar la cadena (-). Para generar la cadena (-) se utilizé una proporcién 100/1 de los
oligonuclestidos CI/VE mientras que para sintetizar la cadena (+) se utilizé una proporcién
100/1 de los oligonucleétidos VI/CE.

En la préctica, se prepararon dos reacciones de PCR (A y B) en las mismas condiciones
que en el punto 2.2.3, pero con las siguientes diferencias:

(a) el volumen de reaccién fue en ambos casos de 100pl.

(b) Se afiadi6 a ambos tubos de 2 a 4 ul de agarosa fundida (cortada como se describe

en el punto 2.3.1) como DNA molde para la reaccién.

(c) Las concentraciones finales de los oligonuclegtidos fueron 10nM de VaE/VJE frente

a 1uM de CaI/CPI para la reaccién A (cadena -) y 1¢M de VaI/VBI frente a 10nM de

CeE/CPE para la reaccién B (cadena +).

3.3.3.- Purificacién de los productos de la segunda PCR.

La amplificacién se comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa (punto 2.2.4.1).
El resto del producto de la PCR de esa subfamilia se extrajo dos veces con fenol/cloroformo y
se complet6 con TE (Tris-HC! 10mM pH 8, EDTA 1mM) hasta un volumen final de 400pL

Para separar el producto de la PCR de los oligonucledtidos iniciadores y concentrar la
muestra, se cargaron los 400l en un microconcentrador microcon-30 (Amicon), se centrifugé
la muestra a 10.000xg y a 4°C durante 15min, se eliminé el volumen inferior (filtrado < 30.000
de peso molecular) del microconcentrador y se afiadieron 400p! de H,O sobre la membrana.
Esta operaci6én se repitié hasta un total de tres centrifugaciones. Tras esto, se invirtié el
microconcentrador, se afiadieron 10pl de H,O y se recuperd el concentrado por centrifugacién
a 2.000xg. La recuperacién oscilg entre 4 y 8ul. Un pl del material recuperado se corrié en un

gel de agarosa (punto 2.2.4.1) para comprobar el rendimiento, que habitualmente fue mayor

90%. Este fue el material de partida para la reaccién de secuencia.
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3.3.4.- Reacclones de secuencia,

La secuenciacién de los productos de PCR monocatenarios se realizé por el método de
los dideoxinucleétidos (Sanger y Coulson, 1975), utilizando la versién 2.0 del kit de "Sequenase”.
Brevemente:

A) Hibridacién de la mezcla:

7ul del producto de PCR monocatenario

2pl de tampén de secuencia (Tris-HC! 200mM pH 7.5, MgCl, 25mM, NaCl
250mM)

1l de oligonucledtido iniciador 10pM (Val/VBI o Cal/CPI) (Tablas 2 y 3)
Se calienta de 3 a Smin a 65°C y se deja enfriar lentamente (aproximadamente
durante 30min) hasta menos de 35°C para permitir la hibridacidn del iniciador.

B) Reaccién de marcaje:

A la mezcla de hibridacién se afiaden:

1pl de DTT 0,1IM

2ul de mezcla de marcaje (1,5uM dCTP, 1,54M dGTP, 1,5pM dTTF)

0,5p1 ¥*S-dATP (actividad 1.000Ci/mmol)

2ul Sequenasa diluida (1,5u de sequenasa en Tris-HCl 10mM pH7,5, DTT 5mM
y 0,5 mg/ml de BSA)

Se realiza la reaccién de marcaje durante Smin a 24°C.

C) Reaccién de terminacion:
Se alicuotan, en 4 tubos, 2,5pl de cada una de las 4 mezclas de terminacién
(80uM de cada dNTP, NaCl 50mM y 8uM del ddNTP correspondiente). A cada
tubo se le adade 3,54l de la reaccién de marcaje y se incuban durante Smin a
40°C. La reaccién se para afiadiendo 4l de una solucién de parada que contiene

un 95% de formamida, EDTA 20mM, 0,05% de azul de bromofenol y 0,05% de

xilencianol.
Las reacciones de secuencia se guardan a -20°C hasta su carga.

Para resolver compresiones e inversiones se utilizaron los 7-deaza-dGTP derivados en

vez de el dGTP y el ddGTP en las reacciones de marcaje y terminacién.
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3.3.5.- Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Las reacciones de secuencia se resuelven en geles de poliacrilamida de 0,4mm de grosor
y 40cm de longitud. La composicién del gel es: 42% de urea, TBE (Tris-borato 0,09M, EDTA
0,002M), 8% de acrilamida, 0,05% de persulfato aménico y 0,03% de TEMED. La electroforesis
se realiza a potencia constante de 45W, lo que da un voltaje que oscila entre 1500-2100V y una
intensidad de 35mA en el tamp6n IXTBE. Tras la electroforesisis, el gel se seca sobre un papel

Whatman 3M al vacio a 80°C y se autorradiografia en peliculas X-Omat de Kodak.

3.4.- Andlisis estadistico.
Para el andlisis estadistico del uso de segmentos génicos se utilizé el test de x?, de la

facilidad estadfstica "Astute” disefiada para la hoja de cdleulo "Microsoft Excel” versién 4.0.
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4.- RESULTADOS
W

4.1.- Repertorio de TCR en la respuesta alogénica anti-B*2705.
4.1.1.- Andlisis de la secuencia de las cadenas « y § amplificadas.

Mediante PCR especifica y secuenciacién se caracterizé el TCR de 12 clones anti-B*2705
de especificidad fina conocida del respondedor GM (HLA-A1, A24; B7, 8; DR1, 3) y de 22 del
respondedor SR (HLA-A3, 29; B7, 44; DR2, 7) (Tabla 4). La frecuencia de las principales
especificidades clonales en esta respuesta fue analizada en un estudio previo (L6pez et al., 1994).
Estas frecuencias y las de los CTL analizados aquf son muy similares, Por ejemplo, las
frecuencias de los patrones de reaccién I (anti-B*2705), IV (anti-B*2705 + B*2703), y aquellos
que presentan reaccién cruzada con 3 0 mds subtipos de HLA-B27 eran en GM 22%, 28% ¥
39% respectivamente (Lépez et al., 1994) y 17%, 33% y 50% en los clones de este donante
estudiados aqui. En SR eran 12%, 36% y 39% respectivamente (Lépez et al.,, 1994) y 13%, 32%
y 40% en los estudiados aqui. Por tanto, nuestros resultados reflejan probablemente las reglas
generales del uso de TCR en las respuestas anti-B*2705 de estos individuos. De cada una de las
cadenas del TCR se secuencid parte del segmento V (de 33 a 198 bp, siendo la media 113 bp),
la regién N/N+DB, el segmento Ja/J, y la parte 5’ del segmento Ca,/CB. La asignacién de los
segmentos V se hizo en funcién del oligonucledtido iniciador especifico de subfamilia que lo
amplificé y de la posterior secuenciacién. Esto permitié distinguir entre trdnscritos correctos y
aberrantes. La ausencia de blancos en las PCR indicd que los oligonucledtidos iniciadores
hibridaban con la mayorfa de los segmentos Va y VP més usados. En un caso (CTL 116.8GRK),
los iniciadores Ve SE y Va8E amplificaron en reaccién cruzada un transcrito de la cadena « que
usaba Vaw24 (Tabla 4). En este CTL el trénscrito de la cadena P, que usaba el segmento
VP6GLPA, se amplificé con el primer VPSE y no con el VP6E. En el resto de los casos los

trdnscritos amplificados usaban los segmentos V que correspondian a la especificidad nominal

de los iniciadores que los amplificaron, aunque de manera ocasional se observaron algunas

reacciones cruzadas: los oligonucledtidos Va3, Ve 18 y VPS5 amplificaron en reaccién cruzada
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Tabla 4. Uso de los segmentos génicos de las cadenas oy 8 del TCR en

trénscritos productivos de CTL anti-B*2705

CTL Patrdén de Reaceidn Vo h.s. Jo Ya h.s. JB Nutmero de Acceso
Subtipos Otros alfa/beta

Respondedor GM

116.8GRK 5 w24 NA HAVTO! 4 1 27 L34738/L34720
17A2 5 34 3 HAVPOL 13 4 1.1 ME7870/X51787
JIGRK 53 9.1 2 HAVTI3 134 4 23 L34708/1.34730
TAGRK 5.3 162 4 HAVP36 2 3 23 L34716/1.34735

1z 7 AC24 L34715

5A2 5,3 14 3 IGRJal2 151 4 23 MB7869/X51791
GM?7 5.3 22 4 PY14 3 4 27 M20479/X51796
58GRK 51,4 121 13 122GRK 64 1 2.7 L34714/L.34734
20.8GRK 5,1,2,3,6 141 3 HAVTOI 14 4 2.2 L34703/L.34725
122GRK 5,2,4,6 B56, B61 14 k] 1220RK 7.1 2 11 L34699/L34722
100GRK 501,246 B56, Bol g1 1 HAVTOL 17.1 4 27 L34694/L34719
A7GRK/123.8GRK 51,2,3,4 6 DR2 14 3 IGRInd6 11 1 1.1 “M95394/L07294
Respondedor SR

LISRY/AOSRY 5 2 l HAVP10 8.1 L 2.1 L34698/1.34721
{35RC 5 10 2 HAVP29 14 4 22 L34702/L34724
93515 51 2001 35 1GRJa04 3 4 12 L34718/L34737
21569 52 201 5 HIGF 7 2 22 L34704/L.34726
29815 5,2 72 6 AG2i2 54 1 16 L34706/L34728
128RF-375LG° 53 B60 2001 3 63.124 3 4 2.1 L34700/1,34723
33.8815 573 54 3 AC235 3 4 2.1 L34709/L34723
138LG 5.3 B61 g1 FR6 3 4 2.1 L34701/L34723
7515/165815 51,2 B35, B5é6 1711 122GRK 14 4 1.1 L34717/1.34736
33569 513 2 1 HAVPI0 14 4 14 L34710/L34731
11,88LG* 52,3 B60 a2 62.119 3 4 2.1 L34695/L.34723
27869 5,23 B61 72 6 IGRIa06 181 L 23 L347051.34727
47569 51,23 84 3 HAVTI3 171 4 2.7 L34713/1.34733

121 3 AG212 L34712

28RZ 51,23 7.1 6 HAVP36 7 2 2.2 L34707/L34729
38RF 54,6 nir 7 IGRTa06 4 k) 1.2 L34711/1.34732
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Tabla 4.
! Los CTL con TCR idéntico aparecen agrupados. Los patrones de reaccién clonales son de
Ldpez ef al,, 1994. La numeraci6n de las subfamilias Ve y de VB1 a VB 16 es el de Wilson et al,
1988. VP17 a VP20 estdn numeradas como en Toyonaga y Mak, 1987. Los miembros de cada
subfamilia se asignanaron cuando la secuencia parcial determinada era idéntica a un solo
miembro de la subfamilia correspondiente. Ademads de los especificados con nimero (Toyonaga
y Mak, 1987; Wilson et al, 1988) otros miembros asignados son los siguientes: Vaw24 (Roman-
Roman et al, 1991) en CTL 116.8GRK; Va14.37GRK (Lépez et al, 1993) en CTL 5A2,
122GRK, y 37GRK/123.8GRK; VB6GLPA (Li ef al, 1990) en CTL 116.8GRK; Vp13IGRb16
(Ferradini ef al, 1991) en CTL 17A2; VpTH67.2 (Plaza ef al, 1991), en CTL 21569 y 2SRZ. Los
segmentos Va2 de los CTL 11SRY/40SRY y 33569 son diferentes, pero no se puede asignar el
miembro de subfamilia exacto en base a la secuencia parcial determinada. Los segmentos V
estén clasificados en subgrupos de homologfa (h.s.) (Chothia et al, 1988). Estos incluyen aquellas
subfamilias Ve o Vf que tienen.entre si una identidad en su secuencia de aminodcidos mayor
del 50%. NA: subgrupo no asignado.
? Bste clonotipo incluye CTL 12SRF, 12SLG, 60SL.G, 4815, 11515 y 37SLG, que tienen el mismo
TCR. CTL 37SLG presenta una actividad litica elevada reaccionando débilmente con otros
subtipos ademés de B*2703. CTL 12SRF no presenta reaccién cruzada con HLA-B60 (L.Spez
et al,, 1994).
» CTL 11.8SLG presenta una reaccién més débil con B*2702 que con B*2705, B*2703, o B60

(Lépez et al., 1994).
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los segmentos Va8, Val7 y VB6 respectivamente. Las reacciones cruzadas de los
oligonucleétidos selectivos de subfamilia con otra subfamilia V observados en esta tesis se
resumen en la Tabla 10 (apdo. 4.2.1).

En la mayorfa de los casos cada CTL mostré un Gnico trdnscrito productivo para cada
una de las cadenas « y . Los CTL 74GRK y 47569 (Tabla 4) tenfan dos trénscritos productivos
para la cadena « y solo uno para la cadena @, y podrfan por tanto expresar dos TCR. Algunos
clones del donante SR, generalmente con una especificidad fina muy parecida, tenfan el mismo
TCR (Tabla 4). En el CTL 122GRK se detectd un trdnscrito aberrante de B en el que la VB 18
se une en su parte central con el segmento Cp2. También aparecieron trdnscritos aberrantes de
la cadena a en los CTL 100GRK (Va8, JaHAVT31), 5A2 (Va9, Ja HAVP44), 12SRF-37SLG
(Ve7, JaAB28), 13SLG (Va16, JeAB19) y 27569 (Va11, Je AB28). El Gnico trinscrito que se
detectd en el CTL 13SRC (Va10, Ja HAVP29) estaba en el marco correcto de lectura, pero su
segmento Va presentaba una secuencia anémala en su extremo y carecfa del dltimo codén de
Cys (Figura 7B). Aunque ha sido incluido en todos los andlisis, este trdnscrito podrfa codificar
para un polipéptido no funcional y el trdnscrito productivo « podria no haber sido amplificado

por nuestro conjunto de oligonucleétidos.

4.1.1.1.- Descripcién de un nuevo miembro de la subfamilia Val4 y de un nuevo segmento Ja.

En el anélisis de las secuencias de las regiones Va se determindé un nueve miembro de
la subfamilia Va14 y un nuevo segmento Ja. La secuencia parcial del nuevo miembro de la
subfamilia Va 14, que se muestra alineada en la Figura 4 con algunos de los miembros de esta
subfamilia, se encontré en tres clonotipos del respondedor GM: CTL 37GRK/123.8GRK, CTL
122GRK y CTL 5A2 (Tabla 4). Hasta el momento es el quinto miembro conocido de esta
subfamilia (Kimura et al,, 1987; Pluschke et al, 1991; Boitel ef al, 1992). Difiere del mas
homélogo, Ve14.2 (Boitel et al.,, 1992), en tres nucle6tidos de fos cuales uno es silencioso y los
otros dos implican sendas sustituciones en los amino4cidos correspondientes. Difiere del primer
miembro determinado de esta subfamilia, VaHAVT20 (Kimura et al, 1987) en nueve
nucleétidos de los cuales siete son silenciosos y dos implican sendas sustituciones en los

aminoédcidos correspondientes.

En la Figura 4 se muestra también un nuevo segmento Ja que se encontré con diferentes



Figura 4. Secuencia del nuevo miembro de la subfamilia Val4 y del nuevo segmento Jal22GRK
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Figura 4. Secuencia del nuevo miembro de la subfamilia Ve 14: 37GRK. Aparece alineada con
otros miembros de la subfamilia: HAVT20 (Kimura et al., 1987), 14.2(B) (Boitel e? al, 1992),
14.1(P) y 14.2(P) (Pluschke ef al, 1991). Los guiones indican las posiciones que son idénticas
a la secuencia de 37GRK. Se muestra también diferentes recrdenamientos de un nuevo

segmento Ja.
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reordenamientos en su extremo 5’ en los trdnscritos @ correctos de CTL 122GRK y CTL 58GRK
del respondedor GM, y en el clonotipo 7815/16515, del respondedor SR. Este segmento difiere
del TaAP511 (Klein et al., 1987) en un solo nucleétido. Este Gnico cambio hace que un codén
stop existente en JaAP511 pase a ser un codén para Tyr en Ja122GRK. El segmento Je AP511
es un pseudogen y el Ja122GRK es un gen expresable. Este segmento tiene la misma secuencia
de amino4cidos que Ja17.10 (Moss et al, 1993) en la porcion de este segmento disponible para

comparacién.

4.12.- Seleccién asimétrica de la cadena p en TCR anti-B*2705,

El uso de TCR en la respuesta anti-B*2705 se revelé no aleatorio con restricciones de
uso a varios niveles, como se detallaré a continuacién. Un primer nivel de restriccién consistio
en receptores con cadenas f idénticas o altamente similares y cadenas « dispares, sugiriendo una

seleccién a nivel de la estructura global de la cadena §.

4.12.1.- Clones alorreactivos con idéntica cadena P y distintas cadenas a. Relacién con la
especificidad.

La mayoria de los CTL tenfan trénscritos « y f diferentes. Sin embargo, en el
respondedor SR se hallaron 4 clonotipos con el mismo trénscrito p pero con trdnscritos &
totalmente distintos. Estos eran los CTL 12SRF-37SLG, 33.85135, 13SLG, y 11.8SLG (Tabla 4,
Figura 5). Sus reacciones cruzadas con los subtipos de HLA-B27 se limitaron a B*2703, aunque
en ocasiones se observaron reacciones débiles con B*2702 (CTL 11.8SLG) u otros subtipos (CTL
37SLG). También, la mayoria de estos CTL, excepto 33.8515, presentaban reacciones cruzadas
con los antigenos de HLA-B60 6 -B61 (Lopez et al., 1994), Estos resultados sugieren que la
especificidad fina de estos CTL frente a los subtipos de HLA-B27 estd determinada por Fa
cadena §. La diversidad en las cadenas « se correlacioné con las diferentes reacciones cruzadas
con HLA-B60 (12SRF-37SLG y 11.8SLG), B61 (13SLG), o ninguno de estos antfgenos (33.8515),
lo que sugiere que las distintas cadenas « modulan la reactividad diferencial de estos clones.

Este es el primer caso documentado de TCR con idéntica cadena P en una respuesta

alorreactiva.
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Figura 5. Southern blot de los productos amplificados a partir del cDNA especifico del TCR «
y B de los clones anti-B*2705 que muestran idéntica cadena P y diferente cadena a. En cada
clon se amplifican alfcuotas del cDNA mediante PCR usando oligonucledtidos especificos de las
subfamilias Ve y VB, y oligonucleétidos Ca y Cp (ver Materiales y Métodos). El material
amplificado se hibridé con oligonucledtidos especificos de Ce y CPp marcados con “p, 1a
localizacién de las bandas indica la subfamilia V que utiliza cada clon. Los puntos a ambos lados
corresponden al marcador de peso molecular usado (ver Materiales y Métodos). También se
muestra la secuencia de amino4cidos deducida de las regiones CDR3 & y p de estos CTL. En
los CTL 12SRF y 13SLG aparecieron dos bandas de amplificacién «. El andlisis de secuencia
de los productos de PCR permitié distinguir en ambos casos entre trénscritos correctos (Va20.1,
Ja63.124 y Va8.1, JeFR6 respectivamente) y trinscritos aberrantes (Va7, JaAB28 y Val6,
Ja AB28 respectivamente).
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4.1.2.2.- Clones alorreactivos con cadenas B aitamente similares.

Se encontraron dos pares de CTL que usaban cadenas B con idéntica subfamilia V,
idéntica JB, y donde las regiones N+D§ eran muy similares en tamafio y secuencia. Estas
parejas las constituyen los CTL 20.8GRK/13SRC y 100GRK/47569. En cada par, los CTL
provenian de distintos respondedores, pero se diferenciaban respectivamente solo en 1y 2
residuos en su regién N+Dp. Las cadenas a correspondientes eran totalmente dispares (Figura
6 y Figura 7). Los CTL en cada par posefan distinta especificidad fina. Mientras CTL 20.8GRK
lisaba todos los subtipos menos B*2704, 13SRC lisaba solo B*2705. CTL 100GRK lisaba todos
los subtipos menos B*2703 y CTL 47569 lisaba B*2705, 01, 02 y 03. Estos resultados indican que
se pueden reclutar cadenas [ casi idénticas en la respuesta de CTL anti-B*2705
independientemente del respondedor o del patrén de reaccién frente a otros subtipos. En cada
pareja de CTL las distintas cadenas « podrfan modular la reactividad diferencial, pero no se
puede descartar que ésta esté también determinada por las pequeiias diferencias en las regiones

N+D8.

4.1.3.- La seleccién de segmentos VP entre los CTL anti-B*2705 es independiente del
respondedor y no es especifica de epitopo.

Los segmentos V de los transcritos correctos de los respondedores GM y SR (Tabla 4)
se clasificaron de acuerdo a los subgrupos de homologfa a que pertenecfan (Chothia et al, 1988).
En ambos respondedores un 55% y un 60% respectivamente de los segmentos V@ usados por
los clonotipos anti-B27 pertenecfan al subgrupe de homologia 4 (Tabla 5). Este porcentaje era
el mismo que se obtuvo anteriormente en nuestro laboratorio en otro individuo no relacionado,
DL (Lauzurica et al, 1992), y era mucho mayor que en los controles de células T no-anti-B27
obtenidas de los donantes SR Y GM durante ¢l clonaje (Tabla 5). Las diferencias eran
estadisticamente significativas en cada respondedor (p<0,35) y en el total de ambos (p <0,005).
No se apreciaron diferencias significativas en otros subgrupos en respondederes individuales con
respecto a sus controles, pero considerando ambos donantes se observd una disminucidn
estadisticamente significativa del subgrupo 3 (p<0,05). Estos resultados indican un uso
preferente de los segmentos V@ del subgrupo de homologia 4 entre los CTL anti-B*2705, que
es independiente del respondedor, Esto es debido al uso mayoritario de algunas subfamilias

como la VB3 y la VB 14, consideradas en ocasiones como una sola (Toyonaga y Mak, 1987), que
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Figura 6. Southern blot de los productos amplificados a partir del cDNA espectfico del TCR @
y B de las dos parejas de clones anti-B*2705 que muestran casi idéntica cadena p y diferente
cadena a. Ver Figura 5. También se muestra la secuencia de aminodcidos deducida de las
regiones CDR3 « y 8 de estos CTL. En CTL 47569 aparecieron dos bandas a. Tras el andlisis
de secuencia se vio que ambas correspondfan a trénscritos correctos. Como solo aparecid una

banda B, consideramos las dos combinaciones « /B clonotipos diferentes (Tabla 4).
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Tabla 5. Uso de segmentos V en CTL anti-B*2705

Subgrupo Respondedor’
de Total
GM SR
homologia
Vp «-B*2705 | Control | 4-B*2705 | Control «-B*2705
(N=11) (N=9) (N=15) (N=10) (N=26)
1 3 (27%) 4 (44%) 3 (20%) 5 (50%) 6 (23%)
2 1.(9%) 1(11%) 2 (13%) 0 3 (12%) 1 (5%)
3 1 (9%) 3 (33%) 1 (7%) 3 (30%) 2 (83%) 6 (32%)
4 665% | 1(11%) | 960% | 2(20%) | 15(58%) | 3 (16%)

1 El ndmero (N) y el porcentaje de los segmentos Vp de cada subgrupo en CTL anti-B*2705 y

en células T no-anti-B27 control en cada individuo. Los segmentos V{ en CTL con idéntico TCR

o0 en CTL con 2 trénscritos « productivos se contaron como uno solo, Los segmentos VB de CTL

con la misma cadena P y diferentes cadenas « se contaron como diferentes. Los valores de los

CTL anti-B*2705 que muestran un diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) con los

controles respectivos estdn subrayados y en negrilla.



Resultados 41

se encontraron en un 23% y en un 15% de los clonotipos anti-B*2705 respectivamente. En las
células T no-anti-B27 de los mismos individuos la VB3 aparecié s6lo en 1 de 19 trénscritos, y la
VP14 no aparecié ninguna vez. Los resultados también sugieren que las VP del subgrupo de
homologia 3 podrfan estar selectivamente disminuidas en los CTL. anti-B*2705 de estos donantes.

Las V@ del subgrupo de homologia 4 se encontraron en el 50% o mds de los clones con
los siguientes patrones de reaccién: anti-B*2705 (50%), anti-B*2705 + B*2703 (86%), y en
aquellos que presentaban reaccién cruzada con B*2701 (67%). Estos patrones de reaccién
constituyen el 77% (20 de 26) de los clonotipos anti-B*2705 analizados y el 85% (56 de 66) de
los CTL caracterizados funcionalmente procedentes de los donantes DL, GM y SR (Lépez et
al., 1994). Esto indica que las VP del subgrupo de homologia 4 no estin asociadas en los CTL
anti-B*2705 a ninguna especificidad fina en particular.

El uso incrementado de segmentos Vf del subgrupo 4 no se asocié a un uso preferente
de otros elementos estructurales en los TCR correspondientes. La significacién estadistica de tal
incremento se mantuvo, una vez corregida por los casos de los apartados anteriores, en los que
varios TCR compartfan cadenas p idénticas o casi idénticas. Este resultado indica que la
seleccién preferente de V del subgrupo 4 se hace en base a la estructura de dichos segmentos

y no est4 asociada a la seleccién simultanea de otros elementos estructurales del TCR.

4.1.4.- El usa no aleatorio de segmentos Ve entre CTL anti-B*2705 es dependiente dei donante.

Se encontraron 16 subfamilias Ve, pertenecientes a todos los subgrupos de homologfa,
en los 28 trénscritos productivos de los CTL anti-B*2705 (Tabla 4). A pesar de esta diversidad,
algunas subfamilias aparecieron recurrentemente en un respondedor con mayor frecuencia que
en los controles respectivos o que en PBL de otros individuos (Tabla 6). Va14 apareci6 en un
33% de los transcritos @ productivos de GM, incluyendo 3 de los 4 clonotipos con més
reacciones cruzadas en este donante (Tabla 4). Esta subfamilia no se encontr6 en los
correspondientes controles ni en el respondedor SR. Contrastando con esto, Va7 y Va20 no se
encontraron en los CTL analizados del respondedor GM, pero aparecieron recurrentemente en
SRy, dentro de este donante, respectivamente en clonotipos que presentaban pocas reacciones
cruzadas con subtipos de HLA-B27 o que presentaban reaccion cruzada con B*2702 (Tabla 4).
Estos segmentos Va no se encontraron (Va20) o se encontraron solo una vez (Va7) entre las

células T no-anti-B27 de los mismos donantes que se analizaron como control (Tabla 6). Por
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Tabla 6. Uso no aleatorio de segmentos Va en TCR anti-B*2705

Respondedor®
Subfamilia M SR

Va!l : " :
«-B*2705 Control &-B22703 Coatrol
(N=12) (N=9) (N=16) (N=11)

Va7 0 0 3 (19%) 1 (9%)

Val4 4 {33%) 0 D 0

Ve20 0 0 3 (19%) 0

T P — et 4 3 .

! Se muestran solo las subfamilias que aparecieron més de dos veces en el mismo respondedor.
? Ntmero (N) y porcentaje de segmentos Ve en trénscritos productivos de CTL anti-B*2705, o
en trdnscritos de células T no-anti-B27 control de cada respondedor. Los segmentos V& de CTL
anti-B*2705 con idéntico TCR se contaron como uno solo. Los segmentos Va de CTL que
tenfan dos transcritos productivos se contaron por separado. Las diferencias estadisticamente
significativas (p<0,01) con PBL no seleccionados (Moss et al, 1993) estdn subrayadas y en
negrilla.

3 Datos procedentes de Moss ef al., 1993, obtenidos de 300 trdnscritos & productivos procedentes

de PBL de 3 individuos no relacionados.
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tanto, el uso recurrente de segmentos Va entre CTL anti-HLA-B27 refleja diferencias
individuales relacionadas con la especificidad clonal. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de Va7, Val4 y Va20 en las células T no-anti-
B27 de estos donantes con respecto a los valores esperados en base a su presencia en PBL de
distintos individuos. Por el contrario en los CTL anti-B*2705 los valores de Va14 en GMy Va7
y Va20 en SR aparecieron incrementados significativamente (p<0,01 y p<0,0001
respectivamente).

Estos resultados indican que hay una menor restriccién en el uso de segmentos Va que
en el uso de V. Sin embargo algunos segmentos Ve aparecen distribuidos de manera no
aleatoria. Esta seleccién de Va es, a diferencia de la seleccién de VB, dependiente del

respondedor y est4 asociada a patrones de reaccién que presentan caracterfsticas comunes.

4.15. La seleccién de los segmentos Va y VP es independiente de 1a asociacién Va /VP.

Se estudiaron las correlaciones positivas y negativas entre el uso de los segmentos Va
més frecuentes y los segmentos VB (Tabla 7) para determinar la posibilidad de un sesgo en la
asociacién Ve /Vp. En GM Va4 apareci@ asociada tanto a los segmentos V§ del subgrupo 4
como a los segmentos Vf de otros subgrupos con una frecuencia que serfa la esperada si ambos
segmentos se asociaran aleatoriamente, en base a sus frecuencias respectivas en los clonotipos
ant-B*2705 de este individuo. Lo mismo ocurrié con Va20 en el donante SR. Este resultado
indica que, en estos casos, la seleccidn de los segmentos Va o VP en fos correspondientes TCR
se efectud independientemente del segmento V en la otra cadena. En contraste con esto, Va7
se asoci6 con segmentos VP de subgrupos distintos al 4 con una frecuencia que fue mds del
doble de la esperada si la asociacién fuera aleatoria. Esta frecuencia fue similar a la que se
esperaria si le seleccion de Va7 se hiciera independientemente del segmento VP (Tabla 7). Este
resultado sugiere que la correlacién negativa de Va7 con las VP del subgrupo 4 es debida a que
estos TCR fueron seleccionados preferentemente en base a Va7 y no por sus segmentos V§. Por

tanto, como en los casos anteriores, la seleccion de Va en estos TCR es aparentemente

independiente de su asociacién con un determinado segmento VB.

4.1.6.- Motivos recurrentes en las regiones N+DB.

En las 23 cadenas p diferentes de los CTL anti-B*2705 se vio una gran diversidad de



Tabla 7. Asociacién de segmentos Va'y VB en TCR anti-B*2705

R e e

P — ]

Respondedor Asociacién Frecuencia esperada’ | Frec. Encontrada
GM Vald / VP hs. 4 0,33x0,55 = 0,18 2/ 12.= 0,17
Vel4 / VP hs. distintos del 4| 0,33 x 0,45 = 0,15 2/12 =017
SR Va20 / VP hs. 4 0,19x 0,6 = 0,11 2/16 = 0,125
Va20 / VB h.s. distintos del 4 0,19x 04 = 0,08 1/ 16 = 0,06
Va7 / VB hs. distintos del 4 0,19x 0,4 = 0,076 3/16 = 9.12 |

I

0,19 x 0,82 = 0,152

e P A e e

1 Frecuencia esperada entre los clonotipos anti-B*2705 si la asociaci6n Va/Vp fuera aleatoria.

Es el producto de las frecuenci

con las frecuencias encontradas estén subrayadas y en negrilla,

as de los segmentos Ve y VP correspondientes. Las diferencias

2 Frecuencia de los segmentos VP de los subgrupos de homologfa (h.s.) distintos del 4 en células

T ne-anti-B27 d

e SR,
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secuencia en la regién N+ D y un uso no selectivo de segmentos J§ (Figura 7A). No obstante
esta diversidad estaba limitada a tres niveles. Primero, como se ha dicho antes, 4 clonotipos
diferentes del donante SR compartian cadenas p idénticas. Segundo, tres pares de trinscritos
de cadenas P usaban los mismos segmentos VB y J. Estos eran los CTL 21569 y 2SRZ (ambos
de SR), 20.8GRK y 13SRC (de GM y de SR respectivamente), y 100GRK y 47569 (de GM y de
SR respectivamente). Las regiones de unién entre estos pares eran muy similares en tamaifio y
en los dos casos discutidos anteriormente, también en secuencia. Tercero, algunas cadenas p
presentaban motivos comunes en la regién N+DB, pero distintos segmentos VP y Jp. Estas
similitudes sugieren una seleccién dependiente de epitopo de motivos en esta region.
Caracteristicamente, el ntimero de motivos N+Dp recurrentes fue multiple, y cada uno de éstos
era compartido por un subgrupo poco numeroso (entre 2 y 5) de clonotipos, Algunos CTL de
un subgrupo dado tenian patrones de reaccién parecidos con los subtipos de HLA-B27. Por
ejemplo, CTL 74GRK, y la mayorfa de los CTL con el clonotipo 12SRF presentaban reaccién
cruzada solo con B*2703. CTL 100GRK y 122GRK presentaban reaccién cruzada con B*2702,
B*2704 y B*2706. CTL 47869, 100GRK, y 7515/16515 presentaban todos reaccién cruzada con
B*2701 y B*2702. En otros casos no se pudo establecer una correlacién obvia entre la
especificidad fina y la estructura de la regién N+Dp. En conclusién, se observé un uso no
aleatorio de secuencias N+ D, que consiste en una serie de motivos que aparecen en varios
clonotipos. Los motivos recurrentes estdn asociados a segmentos VP y Jp aparentemente iguales
de una manera independiente de donante y de epitopo , pero también a segmentos VB +Jp no
relacionados, en clonotipos que a veces tienen una especificidad fina similar. El patr6n de
restriccién en la regién N+Dp sugiere que los epitopos inmunodominantes dependientes de

péptido en esta respuesta no son extremadamente diversos.

4,1.7.- Diversidad de uni6n en las cadenas « y uso recurrente de segmentos Je.

La diversidad de los trénscritos & productivos en la regién N fue muy alta y no se
apreciaron motivos recurrentes (Figura 7B). Solo dos clonotipos, 33869 y 11SRY/40SRY, ambos
de SR, usaban segmentos Ve de la misma subfamilia y los mismos segmentos Je. Sus regiones
N tenfan la misma longitud, pero eran diferentes. CTL 58GRK y 122GRK (de GM) tenian
segmentos Ve del mismo subgrupo de homologla y segmentos Ja idénticos y también tenfan

regiones N de longitud similar, que empezaban en ambos por dos residuos aliféticos. Los CTL



Figura 7 A
CTL Vg N+DS I8 vE Dgs Jg
74GRK ICSA RLA  STDTQ 2 2.1 2.3
128RF LCAS RLAGN  NEQ 3 2,1 2.1
21869 LCASS RGLAY NTGEL 7 2.1 3.2
28R% LCASSQ DLRVA GEL 7 2.1 2,2
58GRK | LCASS  PGTS YEQ 6.4 2.1 2.7
116.8GRK LCASS LTGF  YEQ & 1.1 2.7
SA2 FCATS DLT prg | 1571 Ha 2,3
20 . 8GRK FCAS WRA GEL |[14 2.1 2.2
138RE FCAS WRAA EL ||14 2.1 2,2
1G0GRK LCASSF &@TET YEQ |((1I7.1 1.1 Z.9
173869 LCASSF @TGH YEQ ||17.1 1.1 2.7
75815/16515 FCASS  FETEGED A | 1% 173 1.1
122GRK LCASSQ QUTGETD TEA 7.1L 1,12 1.1
27569 FCASS  PgSLS ™ | 18.1 2,1 2.3
33869 FCASS  PSNSG NEKL | 14 2,1 1.4
11SRY/408RY | FCASSF DRGN  SYEQ 8.1 1,1 2.7
3SRF LCSV  SDRT Yoy 4 1.1 1.2
GM7 LCAS KRTQGS SYEQ 3 1.1 2.7
37GRK/123,8GRK| FCASS  PRTGL NTEA i.1 1.2 1.1
31GRK FCASS RS DTQ | 13.4 NA 2.3
93515 LCAS  RRGGRGID YGY 3 1.1 1.2
29815 LCASS SLEEAT  SPL 5.4 1.1 1.6
17A2 FCASS PGMAYA EA | 13 1.1 1.1
B
CTL Vo N+Jo Vo Ja
20.8GRK YFCA YRSAYSGAGSYQL | 14.1  HAVTOL
100GRK YFCA ADPGSGAGSYQL 8.1  HAVTOl
116 .8GRK YICcV VTGAGSYQL | 24 HAVTOL
58GRK YFCA LTYTSETYKY | 12.1  122GRK
122GRK YFCAR MMGBSGTYKY | 14 122GRK
7815/16815 YFCAA S8GTYKY | 17.1  1226RK
37GRK/123.8GRK| YFCAF TTFPAENYGGSQGNL | 14 IGRJIa06
3SRF YYCAVE LWLTNYGESQGNL | 11.1  IGRJa06
27569 YLCAVR  ASPGEGGSQGNL 7.2 IGRJa06
33869 YLCA FYDYKL 2 HAVFILO
11SRY/408RY YLCAV RDYXL 2 HAVP10
31GRK YICA APWGMSG@GONYKL | 19,1  HAVT33
47869 YFCAM IGREENYRL | &4 HAVT33
29815 YLCAV SLYSGGYQKV 7.2  AG212
47869 YFCA LSEARGYQKY | 12.1  AG212
28RZ YPCAVR DPNQGGKL 7.1 HAVP3§
7T4GRK YFCAVR ALPYNQGGKL | 16.2  HAVP3é
aGM7 YFCA PLSSASKI | 22 PYid
5AZ2 YFCA GPLNGYAL | 14 IGRJal12
17A2 YFCAMRE GPGNQF | &4 HAVPOL
74GRK YYCAVE DRSNFNEF | 11.2  AC24
11.85LG YFCAL TGANNL 3.1 62.119
128RF YYCLVGD KVNTGFOKL | 20.1 63,124
138LG YFCAA GSPRYDRV 8.1 FR6
21869 YYCLV VSGANSGNTPL | 20.1  HJIGF
33.8815 YFCAMR RARRAGNKL | &4 nC25
93815 YYCLVGED LEGGGFKT | 20.1  IGRJa0n4
135RC YPRT GNTGKL | 18 RAVP29




Figura 7. Secuencia de aminodcidos deducida de las regiones de unién de la cadena p (A)y de
la cadena-a (B) de trénscritos productivos de CTL anti-B*2705. Se muestran el extremo C-
terminal de los segmentos V, las regiones N/N+ D8, y el extremo N-terminal de los segmentos
J. Se indican para cada transcrito los segmentos V, D,y J y el CTL al que corresponden. Los
CTL que tienen el mismo trédnscrito para la cadena p aparecen nombrados, menos en el caso
de 12SRF. El mismo trénscrito de la cadena p que tiene este CTL aparece junto con el mismo
trénscrito & en CTL 12SLG, 60SLG, 4815, 11815, y 37SLG, y junto a distintos trinscritos a en
los CTL 33.8515, 13SLG, y 11.8SLG (Tabla 1). Las secuencias estin agrupadas de acuerdo con
la similitud de sus regiones N+D§ (A) o por tener segmentos Ja iguales (B). Los motivos
recurrentes N+Dp y los segmentos Ja iguales aparecen en negrilla y subrayados, Los CTL que
usan la misma subfamilia V'y el mismo segmento J estdn recuadrados y en negrilla, El segmento
Va del CTL 13SRC se diferencia del Va10.1a (Obata ef al., 1993) en los tres Gltimos codones

y carece del residuo Cys90, conservado en todos los segmentos Va.



Resultados 46

en cada uno de estos pares diferfan en su especificidad fina, y tenfan cadenas p diferentes.
La diversidad de la cadena « estaba limitada a nivel de los segmentos Ja (Tabla 8). Siete
segmentos Ja daban cuenta del 61% de los 28 trdnscritos & productivos en GM y SR, mientras
que en 300 trdnscritos « productivos procedentes de PBL en un estudio previo (Moss et al,
1993) estos segmentos solo aparecieron en un 13.9%. Tres de los segmentos J& recurrentes se
encontraron en CTL de GM o de SR, mientras que los otros se encontrarcn en ambos
respondedores, Por tanto, el uso recurrente de Ja es independiente del respondedor, Los
resultados obtenidos en ambos donantes fueron similares. En GM, 5 segmentos Ja que en PBL
aparecian un 9,3% (Moss et al,, 1993), daban cuenta del 67% de los 12 trdnscritos productivos
« de este individuo. En SR, 6 segmentos Ja que en PBL aparecian en un 12,9%, daban cuenta
del 56% de los 16 transcritos productivos « de este individuo. El incremento en el uso de estos
segmentos J« en cada donante o en el conjunto de ambos en relacién con PBL. no seleccionados
fue estadisticamente significativo (p <0,0001). En general no parecia haber una correlacién entre
uso de Je y especificidad fina. En la mayorfa de los casos, los segmentos Je estaban asociados
a segmentos Vo no relacionados, lo que implica que el sesgo de J& no es debido a la asociacidn
V-I. Estos resultados indican un uso selectivo de segmentos Ja en los CTL anti-B*2705, que no
es especifico de epitopo y es independiente de] donante, y una diversidad N no restringida. La
restriccién de segmentos Je no se asocia a una restriccion de motivos estructurales en la regidn
N+Dp de los mismos TCR (Figura 7). Esto sugiere que las regiones de diversidad en ambas

cadenas del TCR (N+Dp o N+Ja) son seleccionadas independientemente.

4.1.8- Estructura del TCR en CTL anti-B*2705 que reaccionan cruzadamente con HLA-DR2:
homologia con TCR anti-DR2.

En nuestro laboratorio se describié el primer caso de clones de CTL que presentaban
simultdneamente alorreactividad contra ant{genos de clase Iy clase IT (Aparicio et al, 1987}, En
ese trabajo se caracterizaron tres clones de CTL alorreactivos CD8* que eran capaces de lisar
dianas HLA-B*2705* y dianas HLA-DR2*. Se demostré la alorreactividad dual de estos clones,
diferente del reconocimiento restringido por clase I de antigenos de clase II, pero no se pudo
establecer la base de esta reaccién cruzada ni caracterizar los TCR correspondientes.

En el respondedor GM, no relacionado con e} anterior, los CTL 37GRK y 123.8GRK,
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Tabla 8. Segmentos Ja recurrentes en los trénscritos « productivos de CTL anti-B*2705

| Respondedor
Segmentos Ja! GM SR Total % en PBL?
N (%)’ N (%) N (%)

HAVTO! 3 (25%) 0 3 (11%) 1%
122GRK 2 (17%) 1(6%) 3 (11%) 2,7%
1GRJa06 1.(8%) 2 (125) 3 (11%) 1,3%
HAVT33 1(8%) 1(6%) 2 (7%) 1,3%
AG212 0 2 (12,5%) 2 (7%) 1,3%
HAVP10 0 2025%) | 20%) 3,3%

HAVP36 1 (8%) 1(6%) 2 (1%) 3%
Total 8 (67%) 9 (56%) 17 (61%) 13,9%

S— - [ —

! Segmentos J« que aparecen mds de una vez en los CTL analizados. J¢122GRK tiene la misma

secuencia de aminodcidos que Ju17.10 (AA) (Moss ef al, 1993). La frecuencia total de estos

segmentos Ja en cada respondedor o en ambos respondedores juntos estd incrementada

significativamente (p<0,0001) si se compara con PBL no seleccionados (Moss et al, 1993).

2 Datos de Moss et al., 1993,

* Los valores porcentuales corresponden a 12, 16 y 28 trdnscritos productivos diferentes de los

donantes GM, SR, o ambos, respectivamente.
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presentaron también reaccion cruzada con HLA-DR2 (Ldpez et al., 1993). Estos CTL reconocian
los subtipos B*2701 a B*2706, pero solamente el subtipo DR2Dw2 (B5*0101). La lisis de las
dianas DR2" se inhibié por anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-DR. En los ensayos de
competicién frfa las dianas HLA-B27 y DR2Dw?2 se inhibieron mutuamente. La correlacién entre
las secuencias de los subtipos de HLA-B27 y HLA-DR2, y la especificidad fina de estos CTL
permitié identificar un motivo estructural especificamente compartido por HLA-B27 y HLA-
DR2 (B5*0101). Este motivo estaba compuesto por varias posiciones de la ldmina p que forma

el fondo del sitio de unién de péptido. La alteracién de residuos de este motivo por mutagénesis
dirigida, anulaba el reconocimiento de HLA-B27 por CTL 37GRK. Estas posiciones estdn
implicadas en la presentacién peptidica pero no son accesibies al TCR, lo que sugiere que la
aloespecificidad dual de 37GRK y 123.8GRK se debe al reconocimiento de péptidos
estructuralmente relacionados, presentados por HLA-B27 y HLA-DR2.

El an4lisis por PCR y secuenciacién del TCR mostré que CTL 37GRKy CTL 123.8GRK
posefan un Gnico receptor idéntico en ambos casos y por tanto ambos CTL eran un mismo
clonotipo (Figura 8). Este resultado demostrd formalmente que la alorreactividad dual HLA-
B27/DR2 est4 mediada en estos CTL por un tinico TCR.

La secuencia de las cadenas B de este TCR se compar6 con las de dos clones anti-HLA-
DR2 descritos independientemente (Wilson et al, 1991). Las tres secuencias compartfan, en la
regién N+Dp una Arg y una Asn en el extremo N-terminal del segmento JP. Ademds la
secuencia del clonotipo 37GRK/123.8GRK compartfa con el TCR del clon anti-DR2 C04 una
Pro en la unién VB-DP y una Leu en la unién D-JB. La Leu en esta posicién ha aparecido
solamente en este clonotipo entre todos los TCR de los clones anti-HLA-B*2705 examinados.
El clonotipo 37GRK/123.8GRK usaba la misma Jp que el clon C04 reordenada de manera
idéntica (Figura 9). Este resultado indica una notable homologfa del clonotipo
37GRK/123.8GRK con TCR anti-DR2 en la regién CDR3p y sugiere que la reaccién de este

clonotipo con HLA-DR2 implica un motivo péptidico en cuyo reconocimiento estd implicada la

regién N+Dp.



J7GRK 37GRK
ST O 'Y RO | DU  SEGIp . JE [ [ I RN - SU [ S . S
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123.8GRK 123.8GRK
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.
3 5‘ H

Figura 8. Southern blot del material correspondiente al ¢cDNA « y f amplificado
especificamente de los TCR anti-B*2705 que presentan reaccién cruzada con HLA-DR2 (ver

el pie de la Figura 5). La secuencia de aminodcidos deducida de las regiones CDR3 de los

trinscritos « y p de estos CTL se muestra en la figura 7.




Figura 9. Region N+D B/J B del clonotipo 37GRK/123.8GRK y de las células T anti-DR2.!

CTL Vg vB N-DA-N Jp DB J8
C A S s P|IR|T 6| L NlT E A
37GRK/123.8GRK 1.1 TGT GCC AGC AGC ——=- ——— ——— CCC|CGG{ACA GGC|C--|-TG|AAC|ACT GAA GCT 1.1 1.1
¢c A s s P| K sS|R|]Y 7T|L N|T E a
T1005UBO03C04 8.2 TGT GCC AGC AGT ---|ccciAaa Tcc|cee|Tac acc|T--|-Te|aac|acT eaa cer 1.1 1.1
cC A S s L Y|R]|OQ G N|s P L
T1005UBO03C16 8.2 TGT GCC AGC AGT --- ——— CIT TAT|CGA|CAG GG- --—- —-T|AAT|TCA CCC CTC 1.1 1.6

! Los residuos similares de esta regién estd4n enmarcados. En la parte superior se indican los segmentos VB, DB y JB de cada receptor. La secuencia

de los clones anti-DR2 est4 tomada de Wilson et al, 1991.
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42.- Repertorio de TCR en la respuesta alogénica anti-B*2703.
4.2.1.- Andlisis de la secuencia de las cadenas « y B amplificadas.

Se analizaron 31 clones de CTL anti-B*2703 de especificidad fina conocida; 16 del
respondedor DL (HLA-A29, 31; B39, 44; DR2, 7) y 15 del respondedor GM (HLA-A1, 24; B7,
B8; DRI, 3). Estos CTL correspondfan a 15 y 12 clonotipos respectivamente, ya que, tras el
andlisis de sus receptores, se vio que algunos eran idénticos (Tabla 9). Se secuencid, de cada
cadena, una parte del segmento V (de 31 a 240bp, siendo la media 120 bp), la regién N/N+D8,
el segmento Je/JP y el extremo 5 del segmento C. Todos los clones analizados presentaron un
Gnico transcrito & productivo, excepto CTL 23GLM, que presenté dos. Los oligonucleétidos de
Vel7, Ve9y VP8 amplificaron en reaccién cruzada los trénscritos que expresaban segmentos
V de las nuevas subfamilias Vaw25, Vaw29 (Roman-Roman et al,, 1991) y Vpw22 (Ferradini
et al,, 1991) respectivamente. Los oligonucletidos de Va3 y Va8 amplificaron en reaccién
cruzada trdnscritos que expresaban los segmentos Va8 y Va13 y los VPS5 y V8 amplificaron
el segmento V6.4, que el oligonucledtido de VP6 no amplifics. Las reacciones cruzadas de los
oligonucledtidos selectivos de subfamilia con otras subfamilias observados en esta tesis se
resumen en la Tabla 10. Se hallaron trdnscritos « aberrantes en los CTL 18DLH (Vea10.1-
JaPY14), 5DCY (Vel0-JaACY9), 62GCP/63GLM (Va3.1-Ja13.2) y 29GCP/54GCP (Va8.2-

Ja62.119). En CTL 81DCJ se detectd un trdnscrito aberrante de la cadena p (VP16.1-Jp2.5-

Cp2).

4.22.- Los CTL que reconocen epftopos "privados” de B*2703 presentan una heterogeneidad
limitada.

De los 36 clones de CTL anti-B*2703 de los respondedores GM y DL solo 6 no lisaron
LCL que expresaban B*2705 u otros subtipos (Lépez ef al, 1994). Se analizé el TCR de estos
clones. Como puede verse en la Tabla 9, los dos clones del respondedor DL, CTL 13DCJ y
31DCJ, expresaban un mismo receptor, siendo por tanto el mismo clonotipo. CTL 42.8GLM y

71GCP, del respondedor GM, resultaron ser también un mismo clonotipo. Ademds, estos dos
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Tabla 9. Uso de los segmentos génicos de las cadenas o y 8 del TCR en trémscritos productivos

de CTL anti-B*2703'

CTL Patron de reaceidn Vo hs,  Ju va s, g Niimero de aeceso
con los subtipos alfa/hetn
Respondedor DL '
13DCH31DC] 3 141 3 ACY 14 4 1.5 U39095/U39128
I5DLH 3,5 w29 NA [GRJn04 [3 4 23 U33094/U39121
18DLH 3,5 161 4 IGRIa04 1 1 23 U39096/U35127
28DLH 3,35 KN | 2 62.119 13 4 27 U39100
3s8DLH 3,5 w25  NA HAVTO6 123 4 2.7 U39102/U39124
81DCI 3,5 130 2 HAVTOG 5 1 1.1 U39115/U3914]
7DCI 3,5 141 3 122GRK 12 2 25 UJ39118/U39140
70DCI 3,5 14 3 AAL3 171 4 1.1 U39114/U39138
3DCT 3,52 14 3 IGRJal0 7 2 2.7 U39112/U39133
37DCl 3,52 1.8 4 AAl7 4 3 1.1 U39103/139125
5DLL 3,5 200 6 ACIT 6.4 | 2.7 U39109/U39135
3.8DLH 3,514 15.1 1 ABLY k) 4 2.1 U3e1o0s
12DCJ 3,512 8.2 1 [GRJa02 17.1 4 2.2 U35093/439120
43DC] 3,524 7.2 6 IGRJal4 5.1 I 27 U39108/U39132
H1IDCI 3,5,4,6 3.1 2 HAVP4l w22 NA 2.1 U39092/U39126
Respondedor GM
39GLM 3 w20  NA  AQI2 14 4 2.1 139104/U39131
42 8GLM/71GCP 3 22 1 IGRIal0 82 | 1.6 U39107/U39134
74 8GCT 3 Ity 7 AC25 82 1 1.6 U39116/U39134
77GCr 3,5 121 3 HAVT33 w22 NA 12 U39117/U39139
23GLM 3,3 4.1 4 HAVTI3 171 4 11 U39097/U39129
14 3 HAVPOR 39098
48GLM 3,5 8.2 1 IGRJa02 61 1 16 U391 10/U3%E36
62GCP/63GILM 3,5 w2s  NA 62119 53 1 1.1 U39113/139142
29GCP/34GCP 3,5 12 6 HAVP29 134 4 12 U39101/U39123
42GCP 1,512 34 3 IGRIni4 17 4 1] U39106/U39138
81GCP 3,54 w25 NA  HAVPOE 171 4 22 U39119/U039143
26GCP 3,6 54 3 HAVPLO 123 4 23 U39099/039122
56GLM 3,56 8.1 1 AALT 134 4 12 U39111/U39137




5
Tabla 9.
! Los CTL con TCR idéntico aparecen agrupados. Los patrones de reacci6n clonal son de Lépez
et al, 1994, Los nimeros indican los subtipos de HLA-B27 que fueron reconccidos por cada
CTL en dianas LCL. Los CTL anti-B*2703 no presentaron reaccién cruzada con otros antigenos
diferentes de HLA-B27, salvo en los siguientes casos: CTL 43DCJ (B7, B61), 11DCJ (BS5) y
23GLM (B60, B61), La numeracién de las subfamilias Va1 a Va22 y de VBl a VP16 es la de
Wilson et al, 1988. VB17 a VP20 estén nombradas como en Toyonaga y Mak, 1987. Las
subfamilias Ve y VP con nimero mayor estdn nombradas como en Roman-Roman et al., 1991
y Ferradiniet al, 1991, respectivamente. Los miembros dentro de una subfamilias se asignaron
cuando la secuencia parcial determinada fué idéntica a un solo miembro de la misma. Adem4s
de los especificados, otros miembros asignados fueron los siguientes: Ve 14.37GRK (Ldpez et al.,
1993) en CTL 70DCI, 5DCJ y 23GLM; Vaw29 (Moss et al, 1993) en CTL 15DLH y 39GLM;
VB 13IGRb16 (Ferradini et al., 1991) en CTL 28DLH; VB7IGRb18 (Ferradini et al,, 1991) en
CTL 5DCJ. Los segmentos V est4n clasificados en subgrupos de homologfa (h.s.) (Chothia ef al.,

1988). NA: subgrupo no asignado. No se determin la secuencia de la regién N+Dp en los CTL

3.8DLH y 28DLH.
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Tabla 10. Reacciones cruzadas de oligonuclestidos espectficos de subfamilia

con otras subfamilias V

T ST R TP ST T T TS T §
Oligonucledtido Subfamilia adicional
amplificada q
Ve3E Va8
VaSE Vaw24
_'
Ve8E Val3, Vaw24
Va9E Vaw29
Val7E Vawls
Val18E Val7
VBSE Vp6.4
VB8E Vp6.4, VP6GLPA, Vw22
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clones y CTL 74.8GCP, también de GM, expresaban la misma cadena . La cadena a del
74.8GCP era, sin embargo, diferente a la que compartfan los otros dos CTL (Figura 10),

La especificidad fina de los CTL 71GCPy 74.8GCP se analiz6 con un panel de mutantes
de B*2705 (Figura 11). Los patrones de reaccidn que se obtuvieron indicaron que estos dos CTL
reconocian B*2705 expresado en células C1R aunque menos eficientemente que B*2703, y que
la especificidad fina de ambos es casi idéntica. Este resultado indica que la especificidad de CTL
42.8GLM/71GCP y 74.8GCP estd determinada esencialmente por la cadena B, pues es la que
se comparte en ambos casos. Sin embargo, como CTL 71GCP lisé LCL B*2703* (Lépez ¢t al.,
1994) o transfectantes B*2703* en C1R con una eficiencia substancialmente mayor gue CTL
74.8GCP (ver el pie de la Figura 11) es posible que las cadenas « respectivas modulen la
afinidad del TCR en estos casos. CTL 39GLM, que expresaba un TCR diferente a los anteriores
(Tabla 9 y Figura 10}, no reconocié a B*2705 ni a ninguno de los mutantes (Figura 11), En su
conjunto, estos resultados indican una gran restriccién en la heterogeneidad de los clones que
reconocen epitopos de B*2703 que estin ausentes o alterados en B*2705, confirmando y
extendiendo estudios previos en nuestro laboratorio (Lépez et al., 1994; Villadangos et al,, 1994a)

de que el polimorfismo de B*2703 induce pocos epltopos nuevos en relacién a B*2705.

4.23.- Uso de segmentos Ya y VP en los CTL anti-B*2703.
Mis de la mitad de los CTL anti-B*2703 analizados usaron segmentos Vp del subgrupo

de homologia 4 (Tabla 11). Este predominio fue estadisticamente significativo en cada
respondedor (p<0,05), o en el conjunto de ambos (p<0,01), Las subfamilias VpI13'y VP17
fueron las mds usadas y daban cuenta de 9 de los 14 segmentos V§ del subgrupo de homologia
4. Estos resultados indican un sesgo en el uso de segmentos V§ enlos CIFI-iflmtlifr-?B“'ﬂﬂﬁhqué L
independiente del respondedor, al igual que ocurrfa en los CTL. anti-B*2705....

En cuanto al uso de segmentos Va, no se vio ninglin sesgo en al respondedor GM,

que ninguna subfamilia Ve se repiti6 mds de dos veces entre los 13 trdnscritos: ﬁup roxduict

rnismo (Tabla 9). Por el contrario, en €l respondedor DL, Va4 estaba immmén ad

ya que apareci6 en 4 (27%) de los 15 clonotipos anti-B*2703 de este ¢ spondedar { ‘ b |
puesta anti-B*2705, la mtriwidn & ﬂj‘m‘ dﬂ '

Este resultado indica que, como en la res
e, a diferencia de &m, s depencionte

segmentos Va es menos fuerte que en VP y qu

individuo respondedor.
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Figura 10. Southern blot de los productos amplificados a partir del cDNA especifico del TCR

« y p de los clones anti-B*2703 que reconocen "epitopos privados” de B*2703. CTL 31DCI y

CTL 71GCP presentaron el mismo patrén de amplificacién y secuencias idénticas en sus

trdnscritos «. y B, que 13DCT y 42.8GLM respectivamente, por lo que se consideraron el mismo

clonotipo. Ver Figura 5. También se muestra la secuencia de aminodcidos deducida de las

regiones CDR3 « y f de estos CTL.
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Figura 11. Citotoxicidad de los clones anti-B*2703 CTL 39GLM, 71GCP y 74.8GCP frente a dianas HMy?2.C1R transfectadas que expresan B*2705
o los mutantes de B*2705 que se especifican. El nombre de los mutantes corresponde al aminorcido(s) introducido(s) (cédigo de una letra) seguido
del ndmero(s) de la posicién(es) mutada(s). En ia figura se muestra el % de lisis relativa: la lisis frente a cada diana se expresa como el % de la
lisis especifica con respecto a la lisis de células CIR B*2703 * en la misma proporcién efector-diana. Los datos proceden, al menos, de tres
experimentos y se obtuvieron a tres relaciones efector-diana diferentes (21, 1:1, 0,5:1). Los resultados fueron similares en los tres casos, por lo que
para simplificax se muestran solo los datos de la relacién 2:1. El porcentaje de lisis especifica del transfectante B*2703* a esta relacién efector-diana

es del 60%, 68% y 33% en los CTL 39GLM, 71GCP y 74.8GCP, respectivamente. El % de lisis especifica de la linea HMy2.C1R transfectada solo
con pSV2neo fué el 1% en los tres clones.
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Tabla 11. Uso de segmentos Va'y V en CTL anti-B*2703

Subgrupo Respondedor!
de Total
GM
homologia
A -B*270 trol | @-B*2703 | Control | «-B*2703 | Contro]
(N=12) (N=17) (N=15) (N=17) (N=27) (N=34)
1 4 (33%) 8 (47%) 4 (27%) 10 (59%) 8 (30%) 18 (53%)
2 0 2(12%) | 2(13%) | 2(2%) | 2(7%) | 4(12%)
3 0 3 (18%) 1 (7%) 2 (12%) 1 (4%) 5 (15%)
4 7058%) | 4(24%) | 11 | 3(18%) | 14.452%) | 7 (21%)
NA 1 (8%) 0 1(7%) 0 2 (7%) 0
Subfamilia | a-B*2705 Control a-B*2705 Control PBL?
Va2 (N=13) | (N=18) | (N=15) | (N=18)
Val4 1 (8%) 1(6%) | 421% | 1(6%) 7%
- —] ] P ]
Responde. Asociacién Frecuencia esperada* Frecuencia encontrada
DL Vald/Vp hs. 4 0,27 x 0,47 = 0,127 2/15=0,133
Vald/VB7 0,27 x 0,13 = 0035 2/15=0133
mﬂw
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Tabla 11.
! Nfimero (N) porcentaje de los segmentos Va y VB en trdnscritos productivos de CTL anti-
B*2703 y en células T no-anti-B27 control en cada individuo. Los segmentos V en CTL con
idéntico TCR y los segmentos V§ en CTL con 2 trénscritos productivos se contaron como uno
solo. Los segmentos VP de CTL con la misma cadena p y diferentes cadenas a se contaron
como diferentes. Los valores de los CTL anti-B*2703 que mostraban un diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) con los controles respectivos estdn subrayados y en
negrilla. Los segmentos Vp estén clasificados en subgrupos de homologfa. Para Ve, las
diferencias estadisticamente significativas (p<0,01) con PBL no seleccionados (Moss et al, 1993),
estdn subrayados y en negrilla.
? Va que aparecen mds de dos veces en el mismo respondedor.
3 Datos procedentes de Moss et al., 1993, obtenidos de 300 trénscritos & productivos procedentes

de PBL de 3 individuos no relacionados.

* Frecuencia esperada entre los clonotipos anti-B*2703 si la asociacién fuera aleatoria. Es el
producto de las frecuencias de los segmentos Ve y VP correspondientes. Las diferencias con las

frecuencias encontradas estdn subrayadas y en negrilla.
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Val4 estaba asociada con segmentos VB del subgrupo de homologfa 4 en CTL anti-
B*2703 con una frecuencia que correspondia a una asociacidn aleatoria. Sin embargo, dos de los
CTL que expresaban V14 expresaban también V7, que no aparecfa en ningin otro CTL anti-
B*2703 analizado (Tabla 9). La frecuencia de esta asociacién era mayor que la esperada (Tabla
11). Puesto que estos TCR no presentan homologia en otras regiones, este resultado sugiere que

han sido seleccionados en base a su combinacién Va/V.

4.2.4.- Restricciones en la asociacién VB-JB y en la diversidad de la regién N+N@.

Ademds de los CTL 42.8GLM/71GCP y 748GCP que compartfan la misma cadena p
asociada a cadenas « diferentes, algunos CTL anti-B*2703 presentaban cadenas § que
compartfan la subfamilia Vp y el segmento Jp (Figura 12A). VP17.1 apareci6 asociada a JPp2.2
en dos clonotipos (81GCP y 12DCJ) y a JB1.1 en tres clonotipos (42GCP, 23GLM y 70DCI) de
ambos respondedores. Vp13.4 aparecié asociada a JB1.2 en CTL 20GCP/54GCP y 56GLM, del
mismo respondedor. Finalmente VPS aparecid asociada a J1.1 en los clonotipos
62GCP/63GLM y 81DCJ, de ambos respondedores. Algunos clonotipos con la misma
combinacién Vp-JB tenian también regiones N+Df que compartfan motivos estructurales
comunes. Por ejemplo, las cadenas p de CTL 81DCJ y 12DCJ se diferenciaban tan solo en tres
aminodcidos, localizados en esta regién. También las regiones N+ Dp de CTL 42GCPy 23GLM
compartian el motivo RG. En otros casos las regiones N+Dp no presentaron similitud. En
general, los TCR con cadenas  homélogas posefan cadenas « no relacionadas. Estos resultados
indican, como en la respuesta anti-B*2705, una seleccién de TCR en base a la estructura global
de la cadena .

La mayoria de las secuencias de las cadenas p se podian clasificar en subgrupos, cada
uno de los cuales inclufa unos pocos clonotipos, en base a motivos compartidos en la regi6n
N+Dp (Figura 12A). Este patron es similar al observado en la respuesta anti-B*2705 y, como
en ella, sugiere que los epitopos inmunodominantes asociados a péptidos en la respuesta anti-

B*2703 no son extremadamente diversos.

42.5.- El sesgo en el uso de segmentos Ju limita la diversidad de la regién CDRJ «.

Entre los 28 trinscritos « productivos de CTL anti-B*2703 no se observé ninguna

restriccién en la regién N. Sin embargo, la diversidad en la regién CDR3 estaba limitada por el
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Figura 12
CTL Vg N+DS I8 Vs DB ag
42 .8GLM/71GCP
74, B8GCP FCAS 66GLG SPL 8.2 NA 1.6
26GCP FCAIS 8SGGG TDTQ 12.3 2.1 2.3
81GCP LCASS IGGG TGEL 17.1 2.1 2.2]
12DCT LCASS IAGES NTGEL 17.1 2.1 2.2
[ 70DCL ]| LCASS IGVW Ba | [1I7.1 2.1 1.1}
37DCJT LCSV  KGVSGM NTEA 4 1.1 1.1
42GCP LCAS TLSVRGOM MNTEA 17.1 1.1 1.1
23GLM LOCAS  WDRGYRP NTEA | [17.1 1.1 1.1
11DCT FCAS  KDRGT EQ |w22 1.1 2.1
sDCJ LCASS  PRAFS SYEQ 7 NA 2.7
43DCJ FCASS QGLRAREVI YEQ 16.1 2.1 2.7
39GLM FCASS _DETGEE YNEQ 14 1.1 2.1
7DCT LCASS QVGTG CQETQ 7.2 1.1 2.5
18DLH FCASS VGTSE TRTQ 1 NA 2,3
62GCP/63GLM LCASS LVGAQ TEA 5.3 1.1 1.1
29GCP/54GCP FCAS TIFGQEG ay {[13.4 1.1 1.3
5DLL LCASS HWDTA YHQ 6.4 1.1 2.7
E6GLM FCA TETLG Yay 13.4 1.1 1.3
§1DCT LCASS LEAGVVP EA g 2.1 1.1
36DLH FCAES _EPTY EQ 12.3 2.1 2.7
13DCJ/31DCT FCASS LDPFK PQ 14 NA 1.5
48GLM LCASS LALGEGT YNSPL 6.1 1.1 1.8
77GCP FCAS  BSKTARD YQY (w22 1.1 1.2
15DLH FCASS  YSQ TDTQ 13 NA 2.3
B
CTL Va N+Je Vo Jo
77GCP FCAL GEUNSGESNYKL 12.1  HAVT33
23GLM YCAL KGNSGSSNYEKL 9.1  HAVT33
I6DLH FCA GONAGGETSYGKL | w25 HAVTOS
B1DCT FCA VGWAGETSYGKL 13.1  HAVTOS
15DLH FCG THNTGGFKT | w29 IGRJal4
18DLH FCA VNTGGFXT 16.1 IGRJa04
623CP/63GLM FCA GOTGANNL | w25 62.119
28DLH FCR LAGANNL 3.1 62.119
42GCPE FCAI ANYQL 54 IGRJald
43DCJT LCA VTPDSNYQL 7.2 IGRJ&l4
4BGLM FCA PGGEGFGNVL 8.2 TGRJal2
12pCT FCA ENSGVSONVL 8.2 IGRJa02
S6GLM FCA ASWAGTASKL 8.1 AALT7
37DCT FOVV SEGSKL 1.8 ARLT
23GLM FCAF MTAPNQF 14 HAVPOL
81GCP FCA GOLGNQF | w25 HAVPO1
42 ,8GLM/71GCP | LCA VREG 2.2 IGRJall
5DCT FCA FMKLNDM 14 IGRJTalld
29GCP/54GCP LCA YLDSNTGKL 7.2 HAVP29
I9GLM FCG TUNSGEGYQKV | w29 AGZ12
26GCP FCAMR EPSNDYKL &4 HAVP10
74, BGLCP YORY EDRVKAAGNKL 11.2 AC2S
13DCJ/31DCT FCA YRAQGGSEKL 14.1 ACS
7DCI FCA YSETYKY 14.1 122GRK
70DCI FCAF RGFGNEKL 14 AR12
5DLL YOL VGELPDYNAGNML 20.1 AC17
3.8DLH FCA ETDTGRRAL 15.1 AB19
11DCJ FCA TRGEYQKV 3.1 HAVP41l




Figura 12. Secuencia de aminodcidos deducida de las regiones de unién de la:.cadena § (A)y
de la cadena « (B) de trénscritos productivos de CTL anti-B*2703. Se muestran el extremo C-
terminal de los segmentos V, las regiones N/N+DB, y el extremo N-terminal de los segmentos
1. Se indican en cada trénscrito los segmentos V, D, y J y el CTL al que corresponden. Las
secuencias estdn agrupadas de acuerdo con la similitud de sus regiones N+Dp (A) o por tener
segmentos Ja iguales (B). Los motivos recurrentes N+Dp y los segmentos J« iguales aparecen
en negrilla y subrayados. Los CTL que usan la misma subfamilia V y el mismo segmento J estén

recuadradosy en negrilla. No se determing la secuencia de la regién N+Dp en los CTL 3.8DLH

y 28DLH.
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uso recurrente de segmentos Je de forma muy similar a la respuesta anti-B*2705: de los 19
segmentos Ja usados, 9 aparecfan en méds de un clonotipo (Figura 12B). Estos 9 sé_gmentos Ja
fepresentaban el 64% de los trdnscritos « analizados en esta respuesta, mientras que en PBL
_ho seleccionados, representan tan solo el 19% de los transcritos productivos (Tabla 12). Esta
diferencia es estadisticamente significativa (p<0,0001). Los segmentos Ja recurrentes
aparecieron asociados a distintos segmentos Ve excepto en el caso de CTL 48GLM y 12DCJY
(Figura 12B). Al igual que con las restricciones en la region N+Dp, el patrén de use de
segmentos Ju sugiere que la mayorfa de la respuesta anti-B*2703 est4 dirigida contra un grupo
no extremadamente diverso de determinantes inmunodominantes asociados a péptido.
Habitualmente, los CTL que comparten segmentos J« no presentan motivos N+Dff comunes,
lo que indica que los motivos recurrentes que aparecen en las regiones CDR3 « y B son

seleccionadas independientemente de la otra cadena.

4.3.- Similitudes y diferencias en el repertorio de TCR entre las respuestas anti-B*2705 y anti-
B*2703.

En ambas respuestas el hecho m4s relevante fue el uso predominante de segmentos Vp
del subgrupo de homologfa 4: el 58% (Tabla 5) y el 52% (Tabla 11) de las cadenas p del TCR
de los clones anti-B*2705 y anti-B*2703 respectivamente. Si bien las diferencias no son
estadisticamente significativas, las subfamilias que pertenecen a este subgrupo parecen usarse
con diferente frecuencia en funcién de la respuesta. Asf los clones anti-B*2705 usaron més V{3
y V14 (10/15) (Tabla 4), consideradas por algunos autores como una sola subfamilia (Toyonaga
et al., 1987), mientras los clones anti-B*2703 usaron mds V@12, VB 13, consideradas también
como una sola subfamilia (Toyonaga et al, 1987) y Vp17 (11/14) (Tabla 9).

La diversidad en el uso de segmentos Va fue similar en ambas respuestas, sin embargo
las Ve que se usaron de manera recurrente en cada respondedor fueron diferentes dependiendo
de la respuesta. V14, que aparecia incrementada en los CTL anti-B*2705 del respondedor GM
{Tabla 6), no se vio incrementada en la respuesta anti-B*2703 de este respondedor, pero si en

CTL anti-B*2703 del respondedor DL (Tabla 11).
Los TCR anti-B*2703 comparten con los anti-B*2705 motivos estructurales en las
regiones CDR3 « y P. Algunos de los motivos N+Df definidos aparecieron en ambas

respuestas: DR, GTG, RA, mientras que RLA, LT, PS y RGG aparecieron sélo en CTL anti-



Tabla 12. Segmentos J« recurrentes en los trénscritos productivos de los CTL anti-B*2703'

RespondedT_m -
Segmentos Ja oM 1 DL Total % en PBL?
N (%) N (%) N (%)

AA17 1(8%) 1 (7%) 2% | 2%
IGRJIa10 1 (8%) 1 (19%) | 2 (19%) 2%
IGRJat4 18%) | 10%) 2 (7%) 2,3%

62.119 1 (8%) 1(7%) 2 (7%) 0,7%
IGRJa02 1(8%) 1 (7%) 2 (7%) 0

" HAVT33 2(15%) | 0 2 (7%) 13%
v | 2 (15%) 0 2 (1%) 3%

h IGRJa04 0 2 (13%) 2 (7%) 3,7%
HAVT06 0 2 (13%) 2 (7%) 4%
Total o(69%) | 9 (60%) 18 (64%) 19%

! Segmentos Ja que aparecen m4s de una vez en los CTL analizados. Los valores porcentuales
corresponden a 13, 15 y 28 trdnscritos productivos diferentes de los donantes GM, SR, o ambos,
respectivamente. La frecuencia total de estos segmentos J& en cada respondedor o en ambos
juntos estd incrementada significativamente (p <0,0001) si se compara con PBL no seleccionadas
(Moss et al., 1993).

? Datos de Moss et al., 1993.
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B*2705, e IGGG, GV y D/E sélo en CTL anti-B*2703 (Figura 7 y Figura 12). En la respuesta
anti-B*2705 siete segmentos Ja daban cuenta del 61% de los 28 trénscritos « productivos (Tabla
8) mientras en la respuesta anti-B*2703 nueve segmentos Ja daban cuenta del 64% de los
transcritos o analizados (Tabla 12). De los 19 segmentos J& usados por los CTL anti-B*2703,
12 (63%) se encuentraron también en CTL anti-B*2705.

4.4.- Mativos recurrentes en las reglones CDR1 y CDR2 § en las respuestas alogénicas anti-
HLA-B27,

El uso preferente de segmentos VB del subgrupo de homologia 4 es ¢l aspecto més
sobresaliente en las respuestas anti-B*2705 y anti-B*2703. Este sesgo es en ambos casos
independiente del respondedor y del patrén de reaccién clonal. Por tanto, no parece
determinado por péptidos sino por la propia molécula de HLA-B27. Los segmentos V de un
subgrupo de homologia presentan mds de un 50% de aa idénticos en sus secuencias. Este
porcentaje se ve disminuido en las regiones CDR1y CDR2 e incrementado en las regiones més
conservadas del segmento V. No hay posiciones totalmente conservadas entre los CDR1 de
distintos subgrupos. Sin embargo, entre las subfamilias de un mismo subgrupo, hay algunos
residuos bastante conservados, especialmente en el subgrupo 1. Entre subgrupos, e incluso dentro
de un mismo subgrupo, las secuencias de la regi6n CDR2 presentan menor homologfa a nivel
de residuos y de longitud (Chothia ef al, 1988). La seleccién de segmentos Vf en las respuestas
especificas de péptido estd dirigida, en algunos casos, por la presencia de determinados residucs
en el extremo C-terminal del segmento, que forman parte de la regién CDR3 (Jorgensen et al,
1992). Este no es el caso en los segmentos predominantes en las respuestas aloespecificas anti-
B27. Por tanto, el sesgo de segmentos V§ del subgrupo de homologia 4 en los CTL anti-B*2705
y anti-B*2703 podria deberse a la presencia de motivos estructurales comunes en las regiones
CDR1 y CDR2 ya que estas regiones se supone que interaccionan con la molécula de HLA
(Davis y Bjorkman, 1988; Chothia ef al,, 1988; Claverie ef al, 1989; Hong ef al, 1992). Para
tratar de identificar tales motivos se efectué una comparacién de las secuencias de las regiones
CDR1y CDR2 de 65 cadenas V§ procedentes de 38 clones anti-B*2705 y de 27 clones anti-
B*2703 (Bragado et al., 1990; Lauzurica et al., 1992; y esta tesis). Dicha comparacién revelé que

en algunas posiciones aparecian uno o dos residuos estructuralmente relacionados, en més del
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75% de los segmentos VP del subgrupo de homologfa 4 usados por TCR anti-HLA-B27 (Figura
13). Estos motivos se encuentran en diferentes frecuencias, dependiendo de cada posicion, entre
los segmentos VP de otros subgrupos de homologia usados por TCR anti-HLA-B27 (Figura 13).
Para valorar la significacién de esta conservacion, se comparé la frecuencia con que estos
motivos aparecian en los CDR1y CDR2 de los clonotipos anti-B27 frente a la frecuencia con
que lo hacian en PBL no seleccionados CD8* (Tabla 13) (Akolkar et af, 1993), Aquellos
residuos de cualquier posicién cuya frecuencia entre los clonotipos anti-B27 era al menos el
doble que en PBL se consideraron como jos determinantes minimos de la seleccién de
segmentos V§ en esta respuesta. Estos residuos eran los siguientes: Asp/Asn28 en CDR1y
Tyrd7, Ala/Val52 y Asp/Glu59 en la CDR2. Los segmentos Vp3, Vpi4, VR17y VP 13IGRb16
presentaban estos cuatro motivos y eran, ademds, los méds usados dentro del subgrupo de
homologia (26/36). Los segmentos V§13.1 /2, VP13IGRb14, V123 y VP15 presentaban tres
de estos motivos y el VB13.4 presentaba tan solo dos, y eran los menos usados dentro del
subgrupo de homologia (10/36). Esto indica que el uso de Vp en CTL anti-B*2705 o anti-
B*2703 se correlaciona con los motivos en CDR1 + CDR2y sugiere que la seleccién de dichos
segmentos VP se debe, principalmente, a la presencia de estos motivos.

La mayoria de los motivos descritos no aparecian en los segmentos V{l de otros
subgrupos o aparecian en baja proporcién (Asn28 lo hace en dos ocasiones) en los ciones anti-
HLA-B27. Ello sugiere que estos segmentos no han sido seleccionados por presentar los motivos
relevantes de los CDR1y CDR2 del subgrupo 4, Una posible explicacion para la presencia de
segmentos VP de otros subgrupos diferentes al 4 en los CTL anti-B27 serfa que los TCR
correspondientes son seleccionados en base a otros elementos estructurales y no a los segmentos
VP, como en el caso mencionado (apdo. 4.1.5) relativo a la seleccién de Va7 en la respuesta

anti-B*2705.
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Figura 13. Comparacidn de la secuencia de aa de Jas regiones CDR1y CDR2 de los segmentos
VB usados por CTL anti-B*2705 y anti-B*2703. La delimitacién de las regiones CDR se hizo de

acuerdo con Chothia ef al., 1988. Los segmentos V§ estdn agrupados en subgrupos de homoloéi’.a |
(s.h.). En la figura se indica el nimero (N) de clonotipos en los que aparecié un determinado
segmento VP, asi como el nimero total (T) de segmentos de cada subgrupo. En las posiciones
en que uno o dos residuos estructuralmente similares estaban conservados en méds de 27 CTL
(75%), éstos se indican en la parte superior y estdn recuadrados en las secuencias. En negrilla

se indican los motivos que aparecen en clonotipos anti-B27 con una frecuencia mds de dos veces

mayor que en PBL. CD8* (ver tabla 12).
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Tabla 3. Motivos recurrentes en las regiones CDR1 y CDR2 B en CTL anti-HLA-B27

Posicién n? | Residuo’ | shd Todos | % en PBL? | Media*
(N=36% | (N=65¢ | cD8*
26 D+N | 33092%) | 33 (51%) | 15 |
27 | M+L | 33092%) | 38 (59%) 34 18
28 D+N | 35 7% | 37 (57%) n | s
29 | H 36 (md%) 56 (86%) 76 11
30 D+E | 30(83%) | 34(2%) | 39 13
a7 Yy | m@w | 9asm | 20 | 23
48 Y+F | 36(100%) | 44 (68%) 52 13
49 s 6(10%) | 37 6% | 42 | 14
52 VA | 3186% | 31(45%) 2 22
57 K 34 (94%) | 44 68%) | 53 13
% | o 36 (100%) | 56 (86%) 75 12 "
59 D+E | 36(100%) | 36(55%) | 28 2
60 V+1 | 36(100%) | 49 (75%) 54 14

! Residuos estructuralmente relacionadoé gue aparecen en més de 27 (75%) segmentos VB del
subgrupo de homologia 4 (Figura 1).

? Nmero y porcentaje de segmentos VB que presentan un motivo particular en el subgrupo de
homologfa 4 o en ef total de segmentos V§ de los clonotipos anti-B27 .

’ Suma del porcentaje de uso de las subfamilias VB que expresan el motivo correspondiente en
una posicién determinada en PBL CD8*, Basado en Akolkar ef al, 1993,

* % in todos los anti-B27 / % en PBL CD8*. Los motivos para los que estd relacidn es mayor

0 igual a 2 aparecen en negrilia.




5.- DISCUSION

S.1.- La variabilidad del TCR en las respuestas alorreactivas contra HLA-B*2705 estd limitada
por restricciones a miltiples niveles en ambas cadenas « y B.
S5.L1.- Distinta contribucién de ias cadenas ¢ y § del TCR al alorreconocimiento.

El anélisis de! repertorio de TCR implicado en la respuesta anti-B*2705 se abord6 para
definir las siguientes cuestiones: 1) las reglas que gobiernan la seleccién de las cadenas a y B,
2) la contribucién de las cadenas « y § a la aloespecificidad, y 3) la influencia del respondedor
en el uso de TCR en estas respuestas.

La seleccidn del TCR opera a tres niveles y en diferentes elementos estructurales: las
cadenas « o B completas, solo en los segmentos Va o VB, y restringiendo la diversidad de la
regién CDR3 de las cadenas « o B. Sin embargo hay algunas diferencias importantes entre las
cadena a y B. Dos resultados de esta tesis indican que, aunque la cadena a o elementos
estructurales de la misma, pueden ser esenciales en el reconocimiento de algunos epitopos
a]orreactivos, en general la cadena B juega un papel preponderante en esta respuesta y ests
sometida a restricciones de uso m4s estrictas. Estos resultados son los siguientes: 1) la relativa
frecuencia con que cadenas P idénticas o altamente similares se asocian a cadenas « dispares,
Y 2) la mucho mayor seleccion de segmentos VP, en relacién al sesgo de Vf.

La asociacién de la misma cadena P con cadenas « distintas es posible porque los genes
B reordenan y se expresan antes que los genes a (Groettrup y von Boehmer, 1993). Este tipo
de asociacién se ha descrito en respuestas restringidas especificas de péptido (Taylor et al., 1990;
Kelly et al, 1993), pero esta es, en nuestro conocimiento, la primera vez que se observa en una
respuesta alorreactiva, El hecho de que ocurra en clonotipos con especificidad fina muy similar
indica que la cadena B es la que determina predominantemente en estos clones la especificidad
del TCR, por Io menos frente a HLA-B27. El hecho de que afecte a 4 de los 15 clonotipos
analizados en SR, y que uno de los clonotipos sea idéntico en 6 clones de CTL, sugiere que los

determinantes en cuyo reconocimiento esta cadena § estd implicada, son fuertemente
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aloestimulatorios para el donante SR in vitro. De forma andloga, el hallazgo recurrente, incluso
entre individuos diferentes, de cadenas f con segmentos VB y JB iguales, y regiones N+Dp que
difieren tan solo en 1 6 2 residuos asociadas a cadenas « diferentes, de nuevo sugiere una
seleccién de los correspondientes TCR en base principalmente a la cadena B. Datos recientes
sobre la secuencia madurativa de las poblaciones pre-T en humanos permiten distinguir dos
poblaciones: la pre-T I, CD4*CD8"y la pre-T I, CD4*CD8*, La expresidn del pre-receptor T
« (preTa) en poblaciones CD4*CD8' resulta en la expresién de CDS, dando lugar a la poblacién
CD4*CD8*. En esta poblacién pre-T I, donde la expresién de los genes & no ha empezado, €l
preTa/TCRp se expresa en la superficie celular junto con CD4 y CD8 (M.L. Toribio,
comunicacién personal). Si en este estadio el preTa/TCRp interaccionara con las moléculas de
clase T o clase 11 y ello influyera en la seleccién del repertorio T, ésto explicarfa la mayor
restriccién de la cadena B que de la cadena « del TCR en el reconocimiento alogénico de HLA-
B27.

El uso predominante de segmentos VP del subgrupo de homologia 4, de forma
independiente del respondedor y de epitopos particulares, es la caracterfstica mis conservada
del repertorio de TCR reclutado en las respuestas anti-HLA-B27 e implica probablemente un
papel predominante de estos segmentos en el reconocimiento de dicho antigeno. Esta
caracterfstica se revel6 ya en estudios iniciales anteriores a esta tesis desarrollados en nuestro
laboratorio (Bragado et al,, 1990; Lauzurica et al., 1992) pero su caracter general no pudo ser
establecido debido al nimero bajo de CTL de respondedores individuales analizado entonces.

Como se mencion6 en los resultados, aunque algunos segmentos VP de este subgrupo
se encuentran en cadenas p idénticas o muy similares de clonotipos distintos, el sesgo de VP es
independiente de otros elementos de la cadena B. Un uso restringido de segmentos VP asociado
a una gran diversidad de la regién CDR3 de la cadena P, y de la cadena a se ha descrito en
respuestas restringidas especificas de péptido (Casanova ef al., 1991; Boitel ef al., 1992) lo que
sugiere que para algunos epitopos péptidicos ¢l segmento VP es critico. Sin embargo, una
diferencia importante entre estos datos y los presentados en esta tesis es que en los CTL anti-
B*2705 la seleccién de la cadena P no estd asociada a un patrén de especificidad fina
determinado y, por tanto es muy improbable que esté determinada por motivos antigénicos

asociados a péptidos. Nuestros resultados sugieren que el sesgo de segmentos VB estd
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determinado por la propia molécula aloantigénica, de acuerdo con los modelos que predicen una
mayor interacci6n de los segmentos V con las hélices & de la proteina de MHC (Chothia et al,
1988; Davis y Bjorkman, 1988; Claverie et aL, 1989; Hong et al, 1992) y se correlaciona con
motivos estructurales de los CDR1 y CDR2. Un sesgo de segmentos V asociado a una gran
diversidad en la regién CDR3 ya se habfa descrito en otras respuestas alorreactivas, pero los
segmentos VP implicados son diferentes (Bill ez al, 1989; Geiger et al, 1991; Hurley et al, 1993;
Goronzy et al., 1993), Las caracteristicas de la restriccién del repertorio a nivel de segmentos Vp
sugiere la posibilidad de manipular las respuestas alorreactivas anti-HLA-B27 mediante
deplecitn de los linfocitos T que expresan dichos segmentos. El efectoy posible valor terapéutico
de dicha manipulacién podrfan ser explorados experimentalmente.

A diferencia de las cadenas B, el hallazgo de TCR con cadenas « similares asociadas a
P dispares fue menos frecuente, puesto que solo se encontraron dos pares de clonotipos, ambos
del mismo donante, con estas caracteristicas (CTL 33569 y 11SRY/40SRY, y CTL 58GRK ¥
122GRK). Ademds, el sesgo de segmentos Va se revel6 mucho menos estricto que el de V§,
asociado a individuos y a especificidades finas. Ello sugiere que los elementos Va predominantes
podrian haber sido seleccionados por determinados epftopos. La seleccién de segmentos
estructurales de la cadena e por algunos determinantes aloespecificos es probablemente la causa
de que el sesgo de VP no sea adn mayor. Esto es sugerible porque: 1) tres de los cuatro TCR
que comparten similitudes en las cadenas « {CTL 33869 y 11SRY/40SRY, y CTL 58GRK y
122GRK) usan segmentos VP de subgrupos distintos del 4, y 2) por la asociacién negativa de
Va7 con dicho subgrupo (ver apdo. 4.1.5).

En conclusién, nuestros resultados sugieren que los mecanismos que intervienen en la
seleccién de segmentos Ve y VB son diferentes y que la contribucién de las cadenas a y f ala

aloespecificidad no es equivalente, siendo la Gltima mayor.

5.12.- La seleccion a nivel de las regiones CDR3 refleja un nimero limitado de epitopos

inmunodominantes asociados a péptido.
Un tercer nivel de seleccién se produce a nivel de las regiones CDR3. El patrén de

restriccién es similar en ambas cadenas pero afecta a elementos estructurales diferentes: la

cadena P estd restringida a nivel de la regién N+ D@, pero no en Jp; la cadena « estd restringida
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a nivel de Ja pero no en la regién N. Esta asimetrfa podria explicarse porque el nimero de
segmentos Ja en lfnea germinal es muy superior al de J@ y su contribucién a la diversidad de
CDR3 « es por ello mayor. En ambas cadenas hay maltiples motivos N+Df o segmentos Je
recurrentes, cada uno de ellos compartidos por un pequefio nimero de clones de forma
independiente del donante, y normalmente no se encuentran asociadas a segmentos Vf o Va
similares. Si asumimos que las regiones CDR3 intervienen principalmente en el reconocimiento
de los péptidos unidos al MHC (Chathia ef al, 1988; Davis y Bjorkman, 1988; Claverie ef al.,
1989; Jorgensen et al, 1992) este patrén serfa consistente con la intervencion de miltiples
motivos peptidicos en el reclutamiento de CTL anti-B*2705. Sin embargo, el hecho de que
muchos de los motivos N+Dp o segmentos J« se encuentren en més de un clonotipo indica una
marcada restriccién de la diversidad en las regiones CDR3 y sugiere que los epftopos asociados
a péptidos inmunodominantes no son extremadamente diversos en las respuestas anti-HLA-B27.
Esta conlusién es algo inesperada en vista de la gran diversidad del repertorio de péptidos
unidos a B*2705 (Jardetzky et al.,, 1991). Es posible que solo una fraccién de estos, por ejemplo
aquellos péptidos que se unen con alta afinidad, sea realmente inmunogénica, debido a la fuerte
correlacién entre la afinidad por MHC y la inmunogenicidad (Sette ef al., 1994). Ademds es
probable que un ntmero indeterminado de epftopos alorreactivos, impliqgue motivos comunes
a miltiples péptidos (Rotzschke et al., 1991),

Aunque no hemos analizado la distribucién de los segmentos Ja en PBL de los donantes
GM y SR, en un estudio previo se encontr6 una baja frecuencia de segmentos Ja individuales
en poblaciones de células T no seleccionadas y no se observaron variaciones estadisticamente
significativas entre individuos (Moss e al.,, 1993). El uso restringido de segmentos Ja no se debe
a una exigencia estructural en la unién V.J independiente de antigeno, como ocurre en otros
casos (Roth et al., 1988), ya que en nuestro caso no est4 asociado al uso recurrente de otros
segmentos V. Clones que presentan segmentos Ja relacionados tienen diferentes regiones
N+Dp, y viceversa. No se han encontrado CTL que presentaran motivos compartidos en el
CDR3 de ambas cadenas. Esto indica que la seleccién de Jos motivos del CDR3 se produce de
manera independiente en ambas cadenas « y B, dependiendo de cada receptor determinado, y

sugiere una interaccién preferencial de epftopos particulares de células T con los motivos CDR3

de la cadena « o la § segfin los casos,
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5.1.3.- Base molecular de la reaccién cruzada entre HLA-B27 y HLA-DR2,

La reaccion cruzada entre HLA-B27 y HLA-DR2 no parece determinada por las hélices-
a de estas moléculas, ya que en esta regién ambas moléculas son muy distintas, lo que no
excluye que se produzcan interacciones entre el TCR de los clones que presentan esta reacci6n
cruzada y las hélices-«. Puesto que el motivo compartido por estas moléculas es una combinacién
de residuos inaccesibles al contacto directo con el TCR es probable que la reaccién cruzada
implique el reconocimiento de un mismo péptido o de péptidos con motivos similares unidos a
HLA-B27 y HLA-DR2Dw2. La presentacién de un mismo péptido viral por antigenos de clase
Ty clase IT ha sido descrita anteriormente (Perkins et al,, 1989; Perkins ef al, 199 1). Bste modelo
de reconocimiento peptidico es también sugerido por los motivos comunes encontrados en las
regiones N+ D /Il del TCR de clones anti-B27 y anti-DR2 (Figura 9) ya que esta regién del

TCR est4 implicada en el reconocimiento de péptido.

5.2.- El anélisis del repertorio de TCR en las respuestas alorreactivas contra HLA-B*2703 revela
que este subtipo conserva la estructura antigénica de B*2705,

52.1.- Los epitopos privados son poco frecuentes en B*2703: implicaciones para la unién de
péptidos a este subtipo.

Una caracterfstica de la respuesta alorreactiva anti-B*2703 es la baja frecuencia de clones
que no reconocen en reaccidn cruzada a otros subtipos de HLA-B27. En nuestros estudios
previos (Lopez et al, 1994) la mayorfa de los CTL anti-B*2703 presentan reaccién cruzada con
B*2705, y m4s raramente, con otros subtipos., Solamente 6 de los 36 CTL anti-B*2703 lisaban
exclusivamente las dianas de LCL que expresaban B*2703. El anilisis de los correspondientes
TCR, reveld la existencia de solo cuatro clonotipos diferentes, dos de los cuales compartian
adem4s una misma cadena P y posefan la misma especificidad fina con mutantes, Esto implica
una restriccién de epitopos privados de B*2703 aun mayor de la deducida de los andlisis de
panel. Ademds, la mayoria de estos clonotipos conservaban la capacidad, aunque disminuida, de
reconocer B*2705 expresado a muy altos niveles en células transfectadas, Tan solo un clonotipo
(39GLM) mostré una ausencia total de reconocimiento de B*2705. Estos resultados indican una
ausencia casi total de epitopos privados en B*2703.

La escasez de epitopos privados en B*2703 tiene implicaciones importantes para

interpretar el efecto del cambio (Tyr-His59) en este subtipo sobre la unién de péptidos. Dicho
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cambio altera la unién del extremo amino-terminal de los péptidos a la molécula de HLA-B27.
Como consecuencia de ello, los péptidos que se unen a B*2705 con baja afinidad pueden no
unirse a B*2703 o hacetlo con muy baja eficiencia (Villadangos ef al, 1995). Esto explicarfa, en
parte, la pérdida de epitopos aloantigénicos en B*2703 en relacién a B*2705 (L.6pez et al, 1994;
Villadangos et al., 1995). En principio, otros péptidos que aun conservan la capacidad de unirse
a B*2703 podrian ver alterado su posicionamiento en el sitio de unién de péptido como
consecuencia de los requerimientos estereoquimicos de las interacciones en la subcavidad A de
B*2703. Esto implicarfa posiblemente una alteracién conformacional de los epitopos
correspondientes en B*2703 y por tanto la generacién de nuevos determinantes antigénicos.
Puesto que este no es el caso, sino muy raramente, debemos concluir que el cambio en B*2703,
aunque afecta a la afinidad de la interaccién HLA-B27/péptido, permite, en la gran mayorfa de

los casos, la misma orientacién de los péptidos en el sitio de unién de B*2703 y B*2705.

5.2.2.- Analogias y diferencias entre las respuestas B*2703 y B*2705: similitud antigénica entre
subtipos e implicaciones para su asociacién con enfermedad.

El uso de TCR en CTL anti-B*2703 es similar al de las respuestas anti-B*2705 en lo
siguiente: 1) mayor diversidad en las cadenas & que enlas B, 2) uso predominante de segmentos
Vp del subgrupo de homologia 4 de forma independiente del respondedor, 3) uso restringido
de algunos segmentos Va, dependiente del respondedor, 4) restriccién de la diversidad N+ D8,
consistente en motivos compartidos por unos pocos clonotipos y 5) heterogeneidad restringida
de segmentos Ja. Estos resultados demuestran la aplicacién de reglas similares en la seleccidn
de TCR alorreactivos por B*2703 y B*2705. Frente a estas similitudes también se han
encontrado algunas diferencias. La primera estd en el uso de las subfamilias Vea: mientras que
Val4 estd incrementada entre los CTL anti-B*2705 del respondedor GM, no se ve ningln
incremento de esta u otra subfamilia en la respuesta anti-B*2703 de este respondedor. Frente
a esto, Va 14 aparece incrementada entre los CTL anti-B*2703 del respondedor DL. La segunda
diferencia es que algunos de los motivos recurrentes de la regién N+Dp en los CTL anti-B*2703
(RA, GTG, etc) se encuentran también entre los CTL de la respuesta anti-B*2705, pero otros

se detectan solo en la respuesta contra uno u otro subtipo. De manera similar, de los 19

segmentos J« usados por los CTL anti-B*2703, 12 (63%) se encuentran en CTL anti-B*2705.
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Que los TCR anti-B*2703 compartan con los anti-B*2705 motives estructurales-en las
regiones CDR3 a y P sugiere que los epitopos asociados a péptidos en ambas respuestas
solapan, lo que concuerda con el gran nimero de células T que reconocen en reaccién cruzada
ambos subtipos (Lépez et al,, 1994), con sus similitudes en la especificidad de-uni6n de péptidos
(Tanigaki et al, 1994; Villadangos et al, 1995) y, como se ha mencionade en el apartado
anterior, con que los péptidos se unan a ambos subtipos con una disposicién espacial muy
similar. En su conjunto el andlisis de TCR proporciona evidencia molecular de la similitud
antigénica de B*2703 y B*2705, y sugiere que ésta es debida tanto a la similitud estructural de
ambas moléculas, como a que comparten un elevado nimero de epftopos aseciados a péptido.
Las diferencias entre B*2703 y B*2705 se pueden explicar por la diferente relevancia
inmunogénica en cada subtipo de eﬁitopos comunes a ambos. Esto se podrfa conseguir, por
ejemplo, a través de distintos niveles de afinidad, expresién o ambas caracteristicas, de
determinados péptidos presentados por ambos subtipos.

La diversidad de los TCR anti-B*2703 es similar al de los TCR anti-B*2705. Esto sugiere,
que a pesar de que la antigenicidad de B*2703 es defectiva en relacién a B*2705 (Lépez et al,
1994, Villadangos et al., 1994), la complejidad antigénica de B*2703 es suficiente como para no
imponer mayores restricciones que B*2705 en la seleccién de TCR aloespecificos, De hecho, los
perfiles de HPLC de los péptidos unidos a B*2703 y B*2705 en las células HMy2.C1R presentan
una complejidad parecida (datos no publicados de nuestro laboratorio).

Aungue B*2703 no se ha asociado a las espondiloartropatfas en los estudios de poblacion,
esto podria ser debido al hecho de que este subtipo es predominante solo en la poblacidn de una
parte de Africa donde las enfermedades asociadas a B27 son extremadamente raras (Hill ef al,
1991, Khan e al, 1995), por lo que es diffcil realizar estudios epidemioldgicos adecuados.
Baséndonos en las similitudes en las respuesta de células T contra este subtipo en relacién a
B*2705 es concebible que B*2703 no proteja de la enfermedad. En relacién con esto,

recientemente se ha revelado la existencia de individuos B*2703* que sufren espondilitis

anquilosante (Feltkamp ef af, 1996).
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523.- Sclecclon de segmentos VB del subgrupo de homologia 4 en respuestas autorreactivas y
anti-bacterianas en artritis reactiva,

Hemos propuesto en esta tesis que el predominio de segmentos VP del subgrupo de
homologfa 4 en CTL anti-B*2705 refleja un papel de estos segmentos en el reconocimiento de
la molécula de HLA-B27, mds que de los péptidos unidos. Que B*2703 reclute preferentemente
el mismo subgrupo indica que el cambio His59 en este subtipo no altera la estructura de la
molécula o de los péptidos que une de una manera que afecte a la interaccidn: prefereﬁcial de
estos segmentos VA con HLA-B27. La base de esta preferenciﬁ se desconoce, pero es destacable
que los CTL restringidos por HLA-B27 especificos de Yersinia enterocolitica o CTL
autorreactivos aislados de infiltrados inflamatorios de pacientes con artritis reactiva también
muestran un uso preferencial de segmentos VB del subgrupo de homologfa 4 (Duchmann et af.,
1995). M4s atn, en el mismo estudio, la frecuencia de estos segmentos V§ entre los CTL
autorreactivos anti-HLA-B27 (57%) es similar a la encontrada entre los CTL alorreactivos anti-
B*2705 o anti-B*2703. La importancia de este subgrupo en el reconocimiento de HLA-B27 tanto
en alorreactividad como en las enfermedades asociadas a HLA-B27 permite identificar una diana
potencial para la eventual intervencién inmunoterapedtica en transplantes y en enfermedades

asociadas a HLA-B27, una cuestién que podrfa ser sometida a ulterior andlisis experimental.
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6.- CONCLUSIONES

1#) El repertorio de TCR en las respuestas anti-B*2705 y anti-B*2703 estd limitado por
restricciones que afectan a miltiples elementos estructurales de ambas cadenas, aunque la

restriccién es mayor en la cadena .

28) Las restricciones de uso de [a cadena f se efectdan a dos niveles: 1) algunos TCR
comparten cadenas P idénticas o casi-idénticas, 2%) la restriccién de uso afecta a elementos
estructurales aislados tales como VP o N+DB. Estos dos niveles de restriccién operan también,

pero en menor medida, en las cadena «.

38) En las respuestas alorreactivas anti-B*2705 y anti-B*2703 hay un uso preferente de
segmentos VP del subgrupo de homologia 4, que es independiente del respondedor, del epitopo
reconocido, y de otros segmentos de la cadena f. Esto sugiere que este sesgo estd det_erminado

principalmente por la molécula del aloantigeno.

4%) La selecci6n de los segmentos VP se debe presumiblemente a la presencia de determinados

motivos estructurales en las regiones CDR1y CDR2, que se ponen de relieve por comparacién

de secuencia.

5%) Bl uso no aleatorio de segmentos Va en CTL alorreactivos anti-B27 es dependiente del

respondedor y se correlaciona con determinados patrones de reaccion.

68) La seleccién de los segmentos Va y VP es generalmente, pero na siempre, independiente

de una determinada asociacién Va/VB.

7%) La diversidad en la regién CDR3 P estd limitada por motivos N+D@ comunes, compartidos
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por subgrupos de TCR.

82) La diversidad de la regién CDR3 « est4 limitada por el uso recurrente de segmentos Ja, sin

restriccion en la regién N,

98) Las restricciones en las regiones CDR3 sugieren que el nimero de epitopos alorreactivos

asociados a péptido no es extremadamente diverso.

109) No se han encontrado CTL que presentaran los mismos motivos compartidos en el CDR3
de ambas cadenas. Esto indica que la seleccién CDR3 se produce de manera independiente en
las cadenas a y B, y sugiere una interaccién preferencial de epitopos particulares con los motivos

del CDR3 de una u otra cadena.

118) El an4lisis comparativo de los repertorios de TCR anti-B*2703 y anti-B*2705 indica una
gran similitud antigénica de B*2703 con B*2705 y una frecuencia muy baja de epitopos

"privados" en B*2703.

12%) Ello implica que el cambio Tyr-His59 en B*2703 no altera significativamente la estructura
molecular de HLA-B27 y, aunque afecta a la afinidad y a la capacidad de unidn de péptidos no

modifica, en general, la orientacién espacial de los péptidos unidos.
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Caracterizacién de un subtipo de HLA-A2: HLA-A%0213.

HLA-A2 es el antigeno de clase I méds comln en humanocs (Baﬁr et ual, | 1984).
Actualmente se conocen 16 subtipos de este antigeno (Strominger ef al, 1995). Preﬁiamente a
la caracterizacién de éste, se habfan descrito 12 subtipos de HL.A-A2 (Lépez de C&Strq; 1989;
Castafio y Lépez de Castro, 1991; 1992; Belich et al, 1992). El nuevo subtipo se denominé HLA-
A*0213 y se detect6 por isoelectroenfoque (IEF) en individuos caucasoides europeos (Guttridge
et al, 1992). _ o

La estrategia experimental para la determinacién de su estructura fue la sigu'ienté. Se
extrajo el RNA total de la LCL SLUGEO (HLA-A2, 11; B35, 44; Cwd, wS; DR1) y 1pg se
utilizé para sintetizar cDNA con transcriptasa reversa, Como iniciador en la sintesisﬂ de cDNA
s¢ utilizé un oligonucledtido antisentido de la regién 3-UT (no traducida), 5-
GCGAATTCAGAAACAAAGTCAGGGTT-¥, que tenfa un sitio de restriccion EcoRI
{subrayado). Para ia amplificacién, adem4s se utilizd un oligonucledtido de la regién 5-UT,
5’GCAAGCTTAGATTCTCCCCAGACGC-3, que tenia un sitic HindIII (sﬁbrayado). Los
productos de la amplificacién se clonaron en pUC18. Se seleccionaron los clones especficos de
HLA-A2 hibridando las bacterias DHS«F’ transformadas, con un oligonucleétido especifioo. del
dominio A2e2 (5-TGGCAGCTCAGACCACCAAGCAC-3") (Castafioy Lépez de Castro, 1991).
Se determin la secuencia completa de HLA-A*0213 en 4 clones de ¢cDNA. Las cuatro
secuencias fueron idénticas (Figura 1). o ‘ -,

A*0213 se diferenci6 de A*0201 (Zemmur y Parham, 1993) en sola tres nucledtidos: 527
(T~A), 538 (T~A) y 539 (TA). Estos correspondian a la segunda base del codén- 152,'y.a la
primera y segunda base del codén 156 respectivamente € implicaron fos siguientes cambios de
amino4cidos: Val-Glu152 y Leu~GIn156. Estos cambios explicaban el patrén de IEF de este
subtipo, muy parecido al de 4*0203 (Guttridge et al, 1992). Ambos subtipos tenfan la misma
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carga neta, pero difieren en dos posiciones que pueden influenciar el pK de los residuos
cargados vecinos (Figura 2). Los cambios de este subtipo aparecen individualmente en los
subtipos 4*0203 (Holmes et al, 1987; Mattson et al, 1987) y A*0212 (Belich et al, 1992)
respectivamente, Estos dos cambios se encontraron solo en los alelos de HLA no cl4sicos E*0101
(Mizumo et al, 1988) y E*0102 (Koller ef al, 1988), pero estos tenfan una sustitucién no
silenciosa en el codén 155. Por tanto es poco probable que A4*0213 se originase por
recombinaci6n con estos genes. Aunque hay otras posibilidades, la explicacién ma4s sencilla para
el origen de A*0213 es una mutacién recurrente en el codén 152 de 4*0212, que reintroduce el
mismo aminodcido que en el producto de 4*0203. A*0212 sélo se ha encuentrado en Indios de
América del Sur, mientras que 4*0213 estd en individuos caucasoides, La presencia de estos
subtipos tan estrechamente relacionados en dos grupos étnicos diferentes sugiere un origen
relativamente antiguo de ambos subtipos, anterior a la deferenciacién étnica.

Por tanto, A*0213 supone un nuevo ejemplo de generacién recurrente de polimorfismo
en determinadas zonas del sitio de unién de antigeno de los subtipos de HLLA-A2, lo que apoya
la hipdtesis de la evolucién dirigida por presiones selectivas de los subtipos de HLA-A2 (Castafio
y Lépez de Castro 1991; 1992), de forma similar a la evolucién de HLA-B27 y, probablemente

otros antigenos HLA.
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Exon 1

M A V M A PR TL VL L L 8 @G A L AULT -5

ATGGCCGTCATGGCGCCCCCAACCCTCETCCTGCTACTCTCGGGGGCTCTGGCCCTGACC 60
Exon 2

Q T W A G B H 8 MR Y P F T 8 v 8 R P @G 16

CAGACCTGGGCGGGCTCTCAQTCCATGAGGTATTTCTTCACATCCGTGTCCCGGCCCGGC 120

R G E P RP¥Y I A V G Y VDDTGQUVF¥ V RTPF 36
CGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCACTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTC 180

D 8 DA AS Q RMEUPURATPUWTIUEOQGQTEGG 56
GACAGCGACGCCCCGAGCCAGACGATGGAGCCGCGGGCECCGTGGATAGAGCAGGAGGET 240

P E Y WD GUETTU RIKVYVYI KA AIHRSQTTHRRY 76

CCGGAGTAPTGGGACGGGGAGACACGGAAAGTGAAGGCCCACTCACAGACTCACCGAGTG 300
Exon 3

D L 6 TLURG Y VYNOQZ ST ENA ADGS8 HT V Q 96

GACCTGGGGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGTTCTCACACCGTCCAG 360

R M Y @G ¢ DV aG@s DWURUPFIULRGTYHROQ Y 116
AGGATGTATGGCTGCGACGTCGGGTCCGACTGGCGCTTCCTCCGCGGGTACCACCAGTAC 420

A Y DG KD Y I A LKEDTILT RS W TA A 136
GCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCTGAAAGAGGACCTGCGCTCTTGGACCGCGGCG 480

D M AAQTTI KU HEXKUW¥WUEA AW AT HTENAE Q Q 156
GACATGGCAGCTCAGACCACCAAGCACAAGTGGGAGGCGGCCCATGAGGCGGAGCAGCAG 540

R A Y L E GG T CV EWULRUPRY L E N 6 K 176

AGAGCCTACCTGGAGGGCACGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAG 600
Exon 4

E T L Q R T DAUP KT HMT H H A VvV 8 D 196

GAGACGCTGCAGCGCACGGACGCCcCCAAAACGCATATGACTCACCACGCTGTCTCTGAC 660

H EATULURTGCUWATLSGSPF Y P AETIT L T 216
CATGAAGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGAGCTTCTACCCTGCGGAGATCACACTGACC 720

W Q R DG ED QT QDTE L vV E T R P A 236
TGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAGACCCAGGACACGGAGCTCGTGGAGACCAGGCCTGCA 780

6 D G T F Q K WA AV VYV P B G Q B @ R 256

GGGGATGGAACCTTCCAGAAGTGGGCGGCTGTGGTGGTGCCTTCTGGACAGGAGCAgAGA 5840
Xxon

Y T ¢ HVQHEO@ULPIKZPTULT L R W E P 276
TACACCTGCCATGTGCAGCATGAGGGTTTGCCCAAGCCCCTCACCCTGAGATGGGAGCCG 900

8§ 8 Q PTIPTIVGTZITIAGELV L F G A 296
TCTTCCCAGCCCACCATCCCCATCGTGGGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTCTagGGAGET 960
Xoh
vV ITGA ATVTYARMLYMUWRRERTIEKS 8 DR K 316
GTGATCACTGGAGCTGTGGTCGCTGCTGTGATGTGCAGGAGGAAGAGCTCAGATAGRAAR 1020
Exon 7
G G 8 Y B8 QAASBSDSAQG S8 DV 8 L 336
CGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCAAGCAGTGACAGTGCCCAGGGCTCTGATGTETCTCTC 1080
Exon 8

T A C K V 341
ACAGCTTGTAAAGTGTGA 1098

Figura 1. Secuencia de nuclesdtidos y deducida de aminodcidos de

A+%0213. Se indica la localizacidén de los exones.



511 546 147 158

HLA-A*0201 TGG GAG GCG GCC CAT GTG GCG GAG CAG TTG AGA GCC WEAAHVAEQLRA

HLA-A*0213 ——— —A- === === === (A- ——= === = = = = = E---Q--
HLA-A*0212 ~-— ——- CAm wmm mrm m = — — = - - - - Q - -
HLA-A*0203 ——- ——- A—— =mm ——— A= === =mm ——— —G— ——— —=- - - P - -—E~-=-=-W= =
CONSENSUS === === === === G- C—= === ——= - = =R= === ===

Figura 2. Secuencia de los subtipos de HLA-A2 relacionados con A*0213 en la regién en que
A*0213 difiere de A*0201. Las cuatro subtipos comparados son idénticos fuera de esta regidn.
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9.- APENDICE 2

Equivalencia de la nomenclatura de los segmentos V usados en esta tesis

con la nueva nomenclatura.

Tras la redaccién de esta tesis se ha publicado la nueva nomenclatura de los segmentos
V del TCR en: Arden, B., Clark, S.P., Kabelitz, D., Mak, T.W. 1995. Human T cell receptor gene
segment families. fmmunogenetics 42: 455-500. En esta tabla se muestra la nomenclatura usada
en esta tesis, la nueva nomenclatura y el nombre de los CTL anti-HLA-B27 donde apareci6 la

correspondiente segmento V.

Segmentos VP
En esta tesis Nueva nomenclatura CTL
Vp1 BV1SiAl 18DLH
Vi1.1 BV1S1A1NI1 37GRK/123.8GRK
Vp2 BV2S1 T4GRK
VB3 BV3S1 GM7, 93515, 128RF-375SLG, 33.8515,
13SLG, 11.8SLG, 3.8DLH
Vp4 BV4S 37DCI
V4 BV4S1AIT 3SRF
VPS5 BVS 81DC)
VpS3 BV552 62GCP/63GIL.M
Vpi4d BVS5S3A3T 29815
Vp6.1 BV6S2A1INIT 48GLM
Vp6.4 BS6S4A1 SDLL
V64 BV6S4A3T 58GRK
VB6GLPA BV6S5A2 116.8GRK
V7.1 BV7S1AINIT 122GRK
V7.2 BV7S2A1INIT 7DCI
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VATHG67.2 BV7S2A2T 21869, 2SRZ
VP7IGRb18 BV7S3A2T s5pC)
Vps.1 BV8S1 11SRY/40SRY
Vps.2 BVE8S2A1T . 42.8GLM/71GCP, 74.8GCP
Vp12.3 BV12S1A1IN2 36DLH, 26GCP
Vp13 BV13S§1 15DLH
Vp13IGRb16 BV13S6A1N2T 17A2, 28DLH
Vp13.4 BV13S2A2PT 31GRK, 29GCP/54GCP, 56GLM
Vp14 BV14S1 20.8GRK, 13SRC, 7515/16815,
33869, 13DCI/31DCJ, 39GILM
Vp15.1 BV1551 5A2
Vp16.1 BV16S1A1IN1 43DCJ
Vp17.1 BV17S1A1T 100GRK, 47869, 70DCI, 12DCJ,
42GCP, 81GCP, 23GLM
Vp18.1 BV1851 27569
VPpW22 BV22S1A2N1T 11DCJ, 77GCP
Segmentos Va
En esta tesis Nueva nomenclatura CTL
Val8 AV1S5 37DC)
Va2 AV2S1 11SRY/40SRY
Va22 AV2S1 42.8GLM/71GCP
Va2 AV2S2 33569
V3.l AV3S1 11.8SLG, 28DLH, 11DCJ
V4 ADVG6SIAIN2T 17A2, 33.8515, 47569, 42GCP,
26GCP
Va7l AV7S1A2 2SRZ
Va7.2 AV7S2 29815, 27869, 43DC]J,
29GCP/54GCP
Va8.1 AVES1A1 100GRK, 13SLG, 56GLM
Va8.2 AVES2 12DCJ, 48GLM
Va9.1 AV9S1 23GLM
Vall.la AVI10S1A2 13SRC
Vall.l AVI11SI1AIT 3SRF, 74.8GCP
Vall2 AV11S1A2T 7J4GRK
Val2.l AV1251 58GRK, 47569, 77GCP
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Valil AV13s1 81DCT
Val4.l ADV1451 20.8GRK, 13DCJ/31DC], TDCIL
Va14.37GRK AV14S2A3T 5A2,122GRK,37GRK/123.8GRK,
70DCI, 5DCJ, 23GLM
Vals.1l AV1581 3.8DLH
Valié6.1 AV1651A2T 18DLH
Va16.2 AV16S1AIT TAGRK
Val7.1 ADVI17S1A1T 7815/16515
V«19.1 AV19S1 31GRK
Va2 AV2051 93515, 21869, 12SRF-37SLG, 5SDLL
Va22 AV22S51AINIT GM7
Vwa24 AV2481 116.8GRK
Vaw2s AV25S1 36DLH, 62GCP/63GLM, 81GCP
Vaw29 AV29SS1A2T 15DLH, 39GLM



94

10.- APENDICE 3
—

e

Publicaciones a que ha dado lugar esta tesis.

1.- Lopez, D., Barber, D.F,, Villadangos, J.A., and Lépez de¢ Castro, J.A. 1993, Crossreactive
T cell clones from unrelated individuals reveal similarities in peptide presentation

between HLA-B27 and HLA-DR2.J. Immunol. 150: 2675-2686.

2. Barber D.F,, Fernandez, J.M., Guttridge, M.G., and Lépez de Castro, J.A. 1994, Primary

structure of a new HLA-A2 subtype: HLA-4*0213. Immunogenetics 39: 378.

3.- Barber D.F., Lopez, D., and Lépez de Castro, JA. 1995. T-cell receptor diversity in
alloreactive responses against HLA-B27 (B*2705) is limited by multiple-level restrictions
in both « and P chains. Eur. J. Immunol. 25: 2479-2485.

4- _Barber, D.F, Obeso, D., Garcia-Hoyo, R., Villadangos, J.A., and Lépez de Castro, J.A.
1996. T-cell receptor usage in alloreactivity against HLA-B*2703 reveals significant

conservation of the antigenic structure of B*2705. Enviado.

5.- Barber, D.F., and Lépez de Castro, J.A. 1996. T-cell recognition of HLA-B27. En C.
Lépez-Larrea (ed.): HLA-B27 and Ankylosing Spondylitis, en prensa, R.G. Landes Co.,

Austin.



CRRIZ 1T R 2730 Gy
Thwe Jrmatendl of Bremenarabtgy

Sl IR BT S 2000, M 7,
Ly B 190 bee Thap Savurosan Apsit rabie af ermarsdngein T

Fromard in UG A

Cross-Reactive T Cell Clones from Unrelated
Individuals Reveal Similarities in Peptide
Presentation between HLA-B27 and HLA-DR2?

Daniel L6pez, Domingo F. Barber, José A. Villadangos, and José A. Lépez de Castro?

Centro de Brologia Molecular, Comsulo Superar de bevestipaciones Clomtficas, Uninprled Spdroning de Masd,
{antoblanco, 2BG49 Madrd, Spasn

Asstaact. HLA-B27 " respondur cells were atimdaged in vitro with B*27035 " lvemphobimense voll Brws and allore-
active CTL clones were oblained by Hriting ditution. Of the CO3*CO4CDE” HILA-BI T apeific CTL clones
obtamed, two of them, possessing the same TCR, cross-reacted with FLA-DR2. The fos georificity of these CTIL
was established with HLA-B27 and HLA-DIR2 subtypes. They recognizet the 32701 wm 8% 2700 wibtypes, but only
DR20Dw2. Lysis of DRZ™ targst cetls was specilicalty inhibited by amt-CD3, sushchans B, sovd ani D38 mAb, but not
with an anti-CD8 antibody. The monoslonal naturae of the croms-reaction was establiskesd by the megual inhibition
of HLA-B27 and DR2Dw2 cells in cold target eompetition experimants, The DD paedn edf in the cross-
reaction was the hetercdimer canying the B5*0101 prodiuet, as shown by wileg L oa¥ tan s expressing each
of the two molecubes encoded in the DR2Dw2 haplotype. A corvedation between S Bop specificity of these CTL
ciones and the amino acid sequences of HLA-BI? and HLA-DRI wldypes seeendend 2 Shased gructural motif
between HLA-B27 and the DR2 B5*0101 chain, which could be related t the obusrvd copmnogaction. This motil,
was contributed for by several residues tocated in adijacent 8 stramds, af the Boor of the guptide-birding site. The
contribution of two of these residues, as well as other B-pleated sheet resithuns 1 HLA-B2? allpracognition by the
cross-reactive CTL ¢lones was directly demonstrated with site-directod mutants. Thase resuils g3t that the dual
reactivity pattern reflects presentation of identical or sruchirally related pestides by HLA-S2T and HIA-DR2DW2.
As T cell cross-reactivity between HLA-B27 and HLA-DR2 was previously found in cells &om an unrelated indi-
vidual the results reported here are likety 1o reflect an intrinsic propesty of HLAB27, rather than the fortuitous finding,
of a rare clonal reaction pattemn. We speculate on the potential implications of these resuils fos the pathogeny of
HLA.B 27 -associated spondyloarthropathies.  Jowmal of brmunodogy, 1993, 130 2675,
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differ in the size and cellular origin of the peptides they
bind. Most of the peptides bound to class I molecules are
8-10 residues long (6-8), whereas those bound to class 11
are longer and more heterogeneous in size (9). In addition,
class ] molecules bind peptides derived from endogenously
synthesized proteins, which are degraded in the cytosol or
in the endoplasmic reticulum. Such binding is critical for
stability, transport, and cell-surface expression of the class
I molecules (10-14). Class I proteins can also bind some
peptides of this origin, but more frequently they bind those
derived from exogenous proteins, whichare degradedin the
endocytic pathway (15). These differences in the mecha-
nisms of peptide uptake correspond to the functional di-
chotomy, in which class I molecules present peptides from
intracellular Ag to CTL, leading to lysis of infected or oth-
erwise modified target cells, whereas class II proleins ac-
tivate Th cells, which stimulate antibody production to ex-
tracellular Ag. However, CTL can also be generated against
class [I Ag.

A particular class | Ag can present many different pep-
tides (16, 17). In spite of their heterogeneity, these peptides
share structural motifs that are specific for each MHC pro-
tein (7, 8). Much evidence suggests that alloreactive T cells,
which are activated in response to cells expressing allo-
geneic MHC molecules, recognize MHC-bound peptides.
However, alloreactive T cells can also recognize as foreign
structural features of the alloantigen molecule itself. The
relative contribution of the peptide and the MHC molecule
to allospecific epitopes may be variable, and may depend
on the particular CTL (18). -

Alloreactive T cells can be specific for the stimulator
alloantigen, but T cells cross-reacting with other alloanti-
gens are also found. The frequency of cross-reactive €TL
in a particular T cell response depends strongly upon in-
dividual differences among responder donors (19). T cell
cross-reactivity usually involves alloantigens from the
same MHC locus, which correlates with their higher struc-
tural similarity, as compared with those from other MHC
loci.

T cells specific for either class I or class [l MHC Ag use
the same TCR genes, suggesting that the mechanism of Ag
recognition is similar in both systems. However, cross-
reactive CTL showing dual recognition of class I and class
11 Ag have very seldom been found (20, 21). The frequency
of this type of cross-reactivity is difficult to assess because
of the requirement that cross-reactive CD8™ CTL be suf-
ficiently reactive against the class II target in the absence
of CD4. We have previously reported three CTL clones
raised against B*2705 from a single individual, which were
cross-reactive with HLA-DR2 and showed identical fine
specificity patterns (21), Here we show that anti-B*2705
CTL raised from an unrelated individual, again cross-react
with HLA-DR2. The fine specificity of these CTL differs
from those previously reported, but the cross-reaction in-

A
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volves the same serologic specificities. The recurrent find-
ing of T cells cross-reacting between HLA-B27 and HLA-
DR?2 suggests that these two Ag can present some identical
or structurally related peptides. A structural motif shared by
HLA-B27 and HMLA-DR2 proteins was identified in the
peptide-binding site. It is suggested that this may be related
to similarities in peptide presentation between these Ag.

Materials and Methods
Cell lines and HLA-B27 mutants

Mycoplasma-free human LCL, used as stimulators in MLC
and as target cells were cultured without antibiotics as pre-
viously described (21). Generation of site-directed mutants
and their corresponding transfectants into the human class
I-deficient cell line HMy2.CIR, as well as culture condi-
tions for these cells, were described elsewhere (22). The
following cell lines (a gift of Dr. Dolores Jaraquemada,
Badalona, Spain) were also used: DAP-3 is a subline of
murine L fibroblasts; 5B.6 and 3B.4 are DAP-3 transfec-
tants expressing the DR2Dw2 B5#0101 and B1*1501 prod-
ucts, respectively; 5B.6 21 and 3B4 F10 were derived frem
58.6 and 3B.4, respectively, by co-transfection with the
human [CAM-1 gene, and express ICAM-1 in addition to
the corresponding DR2Dw?2 product. These cell lines and-
their culture conditions were previously described (23). The
DR2* ICAM-1 transfectants are described in full detail in
a more recent report.”

mAb and FMF analysis

The anti-HLA mAb used in this study were W6/32 (anti-
HLA class 1 monomorphic determinant) (24), MEL (anti-
HLA-B27 + B7 + Bw22) (25), EDU-1 (anti-HLA class I
monomorphic determinant) (26), L1243 (HBS55, anti-
HLA-DR monomorphic determinant) (27), Genox 3153
(anti-HLA-DQ1) (28), and B7.21 (anti-HLA-DP mono-
morphic determinant) (29), They were used at 1/300 dilu-
tion of ascitic fluid except EDU-1, which was used at 1/900
dilution,

Phenotyping of T cells by FMF analysis was carried out
as previously described (21), except that 1/300 dilutions of
ascitic fluid were used for the anti-CD3 (SPV-T3b), -CD4
{HP2/6), and -CD8 (B9/4) mAb (30-32).

CTL clones and cytoloxicity assays

The anti-HLA-B27 CTL 37GRK and 123GRK were is0-
lated after stimulation of PBMC from donor GM (HLA A
24: B7, 8 Cw7) with the LCL R69 (HLA-A3, 24, B
¥2705; DR3, 5), cloning by limiting dilution, and selectit

3 laraquernada, (., M. Martf, R, Martin, A, Wagner, H. F. McFarland, and
Rosen-Bransan. Influence of ICAM-1/LFA-1 adhesion in sell-restricted antige
recognition and allorecognition by class II-specific T cell clanes. Submitied f
pulblication.
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Table |
Fine specificity of CTL 37GRK with HLA-DR2: panel analysis®
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HLA E:T Ratio
Target
A B Cw DR Dw DR 4:1 1:1
LG15Y 32 *2705 2 1 6.3 (6) 411(2)
R6GY 3, 24 *2705,7 3,5 60 (18} 45{11)
HOMI 3 7 7 2 2 1 29(2) 19(4)
BBF ] iz 2 2 2 1 307 24 {4)
KT7 11, 24 52 2 12 1 2(1) o0
TOK 24 52 2 12 i 3(2) 1(2)
F1O 2,3 7,16 2 21 1 7 (3 73
BAS 2 51 2 22 3 4(2) 2{2)
12w9 2,26 57, 66 6 2 22 0{3) Q2
TTL 11, 33 51, 54 1,3 2,6 2, - 1 23Q012) 13(5)
VIV 2,13 35, 44 1,2 i, 2 1 6 (2} 341
1Y 2 7 4,6 4(3) om
LB 28 60 3 6 0(2) 0 (2)
SWEIG 29 *4002 2 n 7 8144) 3
VEN 3, 31 18, 55 3,5 3{2) 6(2)
VOO 1.3 8, 56 1 6 (4) 4 {4}
WT49 2 17 3 3 2 4(1) ND
% specific 3'Cr-release and are mean values of the number of experimenis given in parentheses, Positive cylotoxicity valuves (215% at

2 Data are expressed as
the highest E:T ratio) are italicized.

b Lysis of LG15 and R&9 reflects the anti-HLA-B27 reactivity of this CTL clone (33). These data are included as a control,

by their capacity to Iyse B¥2705 + transfectant HMy2.CIR
cells, but not the same untransfected cells. The procedure
was detailed in a previous report (33). :

CTL 37GRK was CD3*, CD4-, CD8". CTL 123GRK
initially contained a mixed population of CD4% and CD8*
cells. The CD4* population was removed by culture in the
presence of a different B*2705" LCL, LG15 (HLA-A32;
B*2705; Cw2; DR1), and of the anti-CD4 mAb HP2/6 (1/
100 dilution of ascitic fluid). The final phenotype of the
cells was CD3*+, CD4~, CD8™, and it remained stable. They
were renamed CTL 123.8GRK.

Growth of T cell clones with 20 IU/ml of riL.-2 (a gift of
Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ), 3!Cr-release cytotoxic-
ity, mAb blocking, and cold target inhibition assays were
performed as previously described (21).

PCR* and sequencing of TCR cDNA

Isolation of RNA, generation of TCR-a and - cDNA, spe-
cific PCR amplification using Ca-, CB-, Vet family-, and
VB family-specific primers, and sequencing of amplified
cDNA was carried out as previously described (34, 35).

Results
Fine specificity of CTL 37GRK and 123.8GRK

In a previous study, CTL 37GRK was shown to lyse target
cells expressing any of the B*2701 to B*2706 subtypes.

4 Abbreviations used in this paper: PCR, polymerase chain teaction.

Lysis was mediated by HLA-B27 in all cases, as deinon-
strated by specific blocking of the cytotoxicity with the
ME! mAb (33). In that study, lysis of the HLA-B27" target
TTL (HLA-AILL, 33; B51, 54; Cwl, w3; DR2, 6) was also

. observed. This was not significantly inhibited by the W6/32

or ME1 mAbs: il was totally blocked by the anti-class Ik
mAb EDU-1 and the anti-DR mAb L243, and not by
anti-DP or anti-DQ1 mAb (data not shown).

The possibility that CTL 37GRK could have an addi-
tional class Il-directed reactivity was addressed by cyto-
toxicity testing with a panel of LCL, including those ex-
pressing the known HLA-DR2 subtypes (Table I).
Homozygous cells expressing Dw2, but not those express-
ing other DR2 subtypes, were lysed. Of 2 Dw2* heterozy-
gous LCL tested, TTL bul not VIV, was lysed. However, the
latter partially inhibited lysis of homozygous DR2* cellsin
cold target competition assays (see below). These results
strongly suggest that the anti-HLA-B27 CTL 37GRK spe-
cifically cross-reacts with DR2Dw2. Two subclones de-
rived from CTL. 37GRK by limiting dilution that were an-
alyzed retained the same dual reaction pattern {data not
shown), further suggesting that this was mediated by one
single T cell clone.

Fine specificity analysis of CTL 123.8GRK (Table 1I)
showed a reactivity pattern with HLA-B27 subtypes iden-
tical to that previously described for CTL 37GRK (33),
although specific lysis was consistently less efficient with
all target cells. CTL 123.8GRK did not lyse the DR2Dw?2
cells that were killed by CTL 37GRK.
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Table 1l
Fine specificity of CTL 123.8GRK: panel analysis®

T CELL EPITOPE SHARING BETWEEN HLA-B27 AND HLA-DR2

HLA E:T Ratia®

Targel

A B Cw DR 4:1 1l
LG5 32 *2705 2 1 304{60) 210
R69 3, 24 *2705, 7 3,5 347y 19 {6}
R15 3 *2705, 35 1, 4 1 49 (3) 33(3)
LH 24 2701, 8 1,7 3,4 29 (5) 17 (5)
R34 2,24 *2702,18 2,5 3,5 42 (4) 21 (4]
CHR 2,3 *2702, 35 6 2,7 37(2) 501}
R56 2, 11 *2702, 14 59 {4) 46 (4)
NwW ¥2702, 8 44 (1) 41 (1)
CcH 3t, 32 *2703, 18 2,7 g 1 19(2) i
LAR 23, 1 *3703, 53 2,4 35 201(4)
R42 2,9 *2704, *2706 21 (3} 11(2)
WEI 11, 24 *2704, 62 2, 4 2 30(5) 18 (4)
JsL 11 *2704, 48 6 2 17 (2} ND
KNE 1, 2 *2704, 8 2,3 38(2) 19(1)
SIA 2, 24 *2704, 60 4 3,5 ND 221(1)
LIE 2,1 *2706, 5 12 15(2) 202}
PAR 1, 24 *2706, 60 2, N 35 (5} 22 (5}
HOM-1 3 7 7 2 2@ ND
TTL 1, 33 51, 54 1,3 2,6 2(3) 0(1)
1Y 2 7 4,6 0 (3} ND
LB 28 60 3 b om om
SWEIG 29 *4002 2 2! 1M o
VEN 3, N 18, 55 35 o) ND
VOO 1,3 8, 56 1 3Mm 5{1
FIO 2,3 7.16 2 o 01}

+ Dala are expressed as % specilic 3 Cr-release, and are mean values of the number of experiments given in parentheses.

b Posilive cytatoxiclty values (215% at the highest E:T ratio) are italicized.

mAb inhibition analysis
The cytotoxicity of CTL 37GRK toward LCL. HOM-1

(HLA-B27-, DR2Dw2™) was assayed in the presence of

anti-HLA mADb (Fig. LA). Lysis of this target cel! was totally
inhibited by the anti-class II monomorphic antibody EDU-1
and by the anti-DR mAb L.243 (HB55), and was not in-
hibited by W6/32, anti-DQ1, or anti-DP mADb. This dem-
onstrates that CTL 37GRK recognizes HLA-Dw2, as sug-
gested by the panel analysis.

“The role of CD3 and CD8 in the cytotoxicity of CTL
17GRK was also examined by mAb blocking analysis (Fig.
1B). Blocking of HLA-B27* targets by anti-CD3 mAb was
somewhat heterogeneous depending on the subtype, rang-
ing from total blocking of lysis with B¥27017, B#2703%,
and B*2705" cells to no inhibition with B¥2704™ cells.
This is in agreement with cold target competition data
showing that B*2704 " cells are the most efficient inhibitors
of the lysis of B*¥2705™ cells (33). Lysis of DR2* targets
was totally inhibited by anti-CD3 mAb.

The anti-CD& mAb B9/4 inhibited lysis of all HLA-
B27* targets, having no effect on lysis of DR2% cells. Thus,
CDS8 is required for the HLA-B27-directed, but not for the

class I-directed lysis of CTL 37GRK. This resuit is tully
consistent with the dual reactivity of this CTL clone toward
HLA-B27 and -DR2 Ag, as shown by panel and anti-HELA
mAb blocking analyses.

The cytotoxicity of CTL 123.8GRK toward target cells
expressing the B*¥2701 to B*2706 subtypes was blocked by
anti-HLA-B27 and anti-CD8 mAb, but not by the anti-class
Il mAb EDU-1 tdata not shown).

Dual reactivity of CTL 37GRK is mediated by a
single cell papulation

Cold target competition experiments between HLA-B277
and HLA-DR2* cells (Fig. 2) were carried out to demon-
strate that the dual reactivity pattern exhibited by CTL
37GRK was not caused by an additional cell population
putatively responsible for the class II-directed cytotoxicity
Lysis of hot R69 (B*2705*) cells was partially but sig
nificantly inhibited by two DR2Dw2* targets (Fig. 24)
including the heterozygous LCL VIV, which was no
lysed in direct cytotoxicity assays. This inhibition wa
specific, as DR2*Dw2™ cells did not block lysis. In th
complementary experiment (Fig. 2B), lysis of hot BB.
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FIGURE 1. A, inhibition of the cytotoxicity of CTL 37GRK toward the LCL HOM-1 {HLA-A3; B7; Cw3; DR2Dw2; DQ1) by
the anti-HLA mAb W6/32, EDU-1, HB55 (1.243}, 87.21, and Genax 3.53 (see Materials and Methods for specificity of these
mAb). Data are means of two experiments at an E:T ratio of 1:1. Specific *'Cr-release of HOM-1 in the absence of mAb at this
E:T ratio was 16%. 8, inhibition of the cytotoxicity of CTL 37GRK toward the specified target LCL. (see Tables | and Il for HLA
types) by anti-CD3 {black bars), anti-CD4 {whilte bars), and anti-CD8 (hatched bars) mAb. Data were obtained at an E:T ratio
of 4:1. Specific 3'Cr release for each of the target cells in the absence of mAb was: 36% (TTL: Dw2*}, 22% (HOM-1: Dw2 ),
84% (R69: B*2705*), 89% (R56: B*2702™), 83% (Wel: B*2704%), 87% {LIE: B*2706%), 27% (LH; B*27017), and 62% (CH:
B¥2703%).
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FIGURE 2. Cold target inhibition analysis of the cytotoxicity of CTL 37GRK (A and B) and 123.8GRK (C) toward HLA-B27+
or DR2* cells, Mat target cells and their 3'Cr-specific release by the correspanding CTL at an E:7T ratio of 4:1 in the absence
of competing cold cells were: A, R69 (B*2705), 54%; B, BBF (DR2Dw2), 40%; C, LG15 (B*2705), 38%. Cold target cells in
A and B were: R69 (—), BBF (- — -), VIV { —— Y, JY {ereeee ), KT7 (@--——@), F|O (@—@—@), 2w9 (@- @ -@), and .
BAS (@@ -@).]Y (B27~, DR27) was used as negative contral. Cold target cells in C were as in A and B exceptthat LG15 { },
and HOM-1 (- ~ =) were used instead R69 and BBF, respectively. For complete HLA types see Tables | and |1. Data are mean
values of five (A), lour (B), and eight {C) experiments.

(DR2Dw2™) cells was inhibited by R69 much more effi-
ciently than by cold BBF or VIV cells. These results in-
dicate that the dual reactivity of CTL 37GRK toward HLA-
B27 and HLA-DR2 is mediated by the same cell
population. '

CTL 37GRK recognizes the DR2Dw2 B5 product

To determine whether the DR2 moiecule recognized by
CTL 37GRK was the B5*0101 or the B1*150] product,
murine L cell transfectants expressing each of these mol-
ecules plus human ICAM-1 were used as target cells in

direct cytotoxicity assays. As L cells are relatively ineffi-
cient targets, a higher BT ratio than in other experimentis
involving human target cells was used, The results (Fig. 34 )
indicate that the transfectants expressing the Dw2 B5 prod-
uct, SB6 21, but not those expressing the B1 product, were
lysed. Lysis of the 5B6 21 cells was specifically inhibited
with the anti-DR mAb L243 (data not shown).

This result was further substantiated by cold target in-
hibition assays in which the HLA-B27+ R69 LCL was used
as hot target cell. As shown in Figure 35, lysis of the HLA-
B277 cells was inhibited with the 5B6 21 (BS + ICAM-1)
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FIGURE 3. A, cytotoxicity of CTL 37GRK against HOM-1
(DR2Dw2) (—), 5B6 21 (B5*0101+ICAM-1} (- - -), IB4
F10 (B1*1501 +CAM-1) (—— - ——), and DAP-3 (untrans-
fected L cells) (-« ). Data are expressed as percent specific
51Crrelease and are mean values of two experiments, 8, cold
target inhibition analysis of the cytoloxicity of CTL 37GRK
toward hot R69 (HLA-B27*) target cells. Cold targel cells
were: R69 (—), HOM-1 (- - -}, 5B6 21 {----}, 5Bb
(B5*0101} (—— « —— +), 3B4 F10 {@---@), 3B4 (B1*1501)
(@- - -®), and DAP-3 (@~ —@). Specific cytotoxicity of the
hot R6% cells at the E:T ratio used of 2:1 in the absence of
‘competing cells was 84%. Data are mean values of two
experiments.

cells as efficiently as with the DR2Dw2* LCL HOM-1. Tt
was less efficiently inhibited with the 5B.6 target, lacking
ICAM-1, The 3B4 (B!} transfectants did not show any in-
hibitory capacity, regardless of their expression of [CAM-1.

Dual reactivity of CTL 123.8GRK revealed by cold
target competltton amalysis

The possibility Lhat CTL 123.8GRK would recognize DR2
Ag, although this was not revealed by direct cytotoxicity
assays, was raised from its similar reaction pattern to CTL
37GRK with HLA-B27 subtypes. This was tested by cold
target inhibition experiments in which lysis of hot LG15
{(B*2705%) cells was measured in the presence of cold tar-
" gel cells expressiiig the various DR2 subtypes. As shown
in Figure 2C, HOM-1 (DR2Dw2™) cells inhibited very ef-
ficiently hot target lysis, whercas cells expressing other
DR2 subtypes showed no inhibitory effect. That the inhi-
bition by HOM-1 was caused by HLA-DR2 is indicated by
the fact that FJO (DR2Dw21), which share other HLA Ag
with HOM-1 (see Table I) did not inhibit hot target cell lysis
in these assays. This result indicates that CTL 123.8GRK
recognizes HI.LA-B27 and -DR2 with the same fine spec-
ificity as CTL 37GRK.

Recognition of HLA-B27 8 pleated sheet mutants by
CTL 37GRK and 123.8GRK

We have previously shown that multiple mutations in the
o helices of HLA-B27 had no effect on lysis by CTL

3TGRK 123.8GRK
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FIGURE 4. Cytotoxicity of CTL 37GRK and 123.8GRK
against HMy2.CIR transfectants expressing HLA-B27 mu-
tants. Results are expressed as the percentage of relative lysis,
in which the lysis of each target cell is referred to the specific
lysis of the B*2705* HMy2.C1R transfeclant at the same E:T
ratio. Data are means of at |east eight experiments with CTL
37GRK and al [east two experiments with 123.8GRK. Results
were oblained at 2:1 {(black bars), 1:1 {hatched bars), and
0.5:1 (white bars) E:T ratios. The percent specific lysis of the
B*2705* transfectant with CTL 37GRK was 60% (E:T ratio
2:1), 44% (1:1) and 27% (0.5:1), and with 123.8GRK was
39% (2:1), 30% (1:1), and 22% (0.5:1}. Percent lysis of the
Hiy2.C1R cells transfected only with pSV2neo, used as neg-
ative control, was 1% in all experiments.

37GRK, bul changes uat positions 163 and [G7 abrogated
lysis (33). Because of the accessibilily of these (wo posi-
tions, it was not possible to exclude that their effect was
caused by altering direct TCR contacts with the HL.A-B27
molecule, Thus, the effect of mutations in the p-pleated
sheet floor of the peptide-binding site on recognition by
CTL 37GRK was examined. The single mutanis Y9-
(H-Y), S97(N—S5), D114(H—D), and Y116(D-=Y), as
well as the double D114Y 116 mutant, were used in this
study. They were separately transfected into HMy2.CIR
cells, and transfectants expressing high levels of HLA-B27
by FMF analysis were used as target cells. As shown in
Figure 4, lysis of ¥9, 897, and D1 14 transfectants by CTL
17GRK was comparable to or slightly lower than that of the
wild type. In contrast, lysis of the Y116 and D114Y116
mutants was totally abrogated. CTL 123.8GRK showed a
simitar reaction pattern with these mutants, but lysis of Y9,
$97, and D114 was more significantly decreased. The effect
of some of these mutations on recognition by CTL 37GRK
was more closely examined by cold target inhibition ex-
periments (Fig. 5). 97 and D114 targets inhibited the lysis
of hot B*2705% transfectants less efficiently than cold
B*2705% cells (Fig. 54). Thus, these mutations affect to
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FIGURE 5. Cold target inhibition of the cytotoxicity of CTL
37GRK with HLA-B27 mutants, Hot target cells were HMy2.
C1R transfectants expressing B*2705 (A), 597 (B), and D114
(C). Specific 3'Cr-release of the hot target cells at the E:T ratio
411 used, in the absence of competing cold cells was 77%,
42%, and 39% respectively. Cold target cells were HMy2.
CIR transfectants expressing B*2705 { ), §97 (- — -,
D114 (==~ =}, Y116 (seerer ), and pSV2neo (- - -« -) used
as negative control. Data are means from lwo experiments,
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some extent CTL interaction. Figures 48 and 4C show that
Y116 targets inhibited the lysis of hot $97 and D114 cells
significantly above HLA-B27" cells. This result indicates
that recognition of Y116 by CTL 37GRK was not totally
abrogated, in spite of the observed lack of killing of this
mutant (Fig. 4). Because of their location in the floor of the
peptide binding groove, these results strongly suggest that
the effects of the B plealed sheet mutants on recognition by
CTL 37GRK and 123.8GRK are through altering peptide
presentation,

CTL 37GRK and 123.8GRK use apparently identical
TCR and share structural motifs at the B-chain
junctional regions with other anti-DR2 TCR

TCR-a and PB-chain ¢cDNA was independently obtained
from CTL 37GRK and 123.8GRK, using Ca- or CB-
specific primers for specific reverse transcription. cDNA
amplification was carried out using, in parallel reactions,
one of a set of Var or V3 family-specific primers, and the
same Ca- or CB-specific primer. As shown in Figure 64,
¢DNA from both CTL clones was amplified only with V1-
and with Vorl4-specific primers. Partial V and complete
junctional and J segment sequences were determined from
all amplified transcripts (Fig. 68). Sequencing confirmed
the results from PCR typing concerning the V segments
used and further indicated that the o and 8 transcripts from
both CTL clones were correctly rearranged and identical
over the obtained sequences. Although identity of the V
segments is inferred from the partial sequences determined,
identity at the junctional regions and J segments indicate
that CTL 37GRK and 123.8GRK use identical TCR. The
a-chain included a new Val4 member, first found in this
and other CTL from the same individual and the JalGRJa06
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segment (36) in a rearranged form which is longer than
previously reported, The f-chain consisted of VBL.I,
DAL IBLL, and CBIL

The sequence of the B-chain junctional region was com-
pared with the corresponding sequences from two other
anti-HLA-DR2 TCR (37). As shown in Table IIL, the three
sequences share an Arg residue in the junctional region and
an Asn residue at the JB N terminus. In addition, the se-
quences from CTL 37GRK and 123.8GRK share with the
C04 anti-DR2 TCR Pro and Leu at the VB-Df and D3-J8
junctions, respectively. This later residue was unique to
CTL 37GRK and £23.8GRK among all of the sequences
from anti-HLA-B27 CTL clones whose TCR have been
examined in our laboratory (34, 35). CTL37GRK and 123.
8GRK also use the same I8 segment as C04 rearanged in
an identical way.

Discussion

The results in this report demonstrate that HLA-B27 has T
cell epitopes in common with HLA-DR2. The dual reac-
tivity described is unlikely to represent a fortuitous finding
of an unusual clonotypic pattern, as cross-reaction of anti-
HLA-B27 CTL with HL.A-DR2 was reported previously
from our laboratory (21). In that study three identical CTL
clones with such dual reactivity were derived against
B*2705 from an individual who was unrelated to the donor
from whom CTL 37GRK and 123.8GRK were obtained.
Their fine specificity with HLA-B27 and HLA-DR2 sub-
types was different from that of CTL 37GRK and 123.
8GRK. They recognized only B*2705 and all DR2 subtypes
except Dw 12, In contrast, the CTL reported here recognize
the B*2701 to B*2706 subtypes but only DR2Dw2. Thus,
although the cross-reactive epitopes recognized by the CTL
from the two donors are different, they involve the same
class 1 and class II serologic specificities.

As in that earlier study (21), class II directed lysis by the
cross-reactive CTL was independent of CD8, although this
molecule was required for lysis of HLA-B27™ target cells.
This implies a greater contribution of the TCR to the overall
avidity of the CTL.clone for the HLA-DR2 " targets relative
10 HLA-B27" targets. Indeed, that anti-CD3 mAb blocked
lysis of DR2" cells more efficiently than the lysis of some
of the HLA-B27 ™ targets is probably related to the addi-
tional contribution of CD8 to avidity in the class I-directed
lysis by this CTL.

It is striking that, both earlier (21) and in this study, the
dual reactivity was found in various CTL clones of identical
fine specificity, among a limited number of anti-B27 CTL
analyzed. Now, we have also shown that CTL 37GRK and
123.8GRK. have apparently identical TCR, probably rep-
resenting the same clonotype picked up twice affer limiting
dilution. This could simply be a consequence of overgrowth
of the particular clonotype in the bulk culture before clon-
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37GRK AAGCAACAGAATGCAACGGAGAATCGTTTCT CTGTGAACTTCCAGAAAGCAGC! CAMMTCCTTCAGTCTCARGATCTCAGACTCACA

123 .8GRK —=mm-—=-——cmm———

— N+JaIGRIa06
37GRK GCTGGGGGACACTGCGATGTATTTCTGTGCTTTCACGACCTTC COCGCOGCGAATTATGGACGAAGCCARGGAAATCTCATCTTTG

123,BGRK =r=mmmromm s e e i e
— Ca
17GRK GAAAAGGCACTAAACTCTCTGTTARACCAAATATCC

123, BORK =mmmmemmmm e m e matm oo e s

B

e— VA1

— NDA1.1 — TF1.1

3I7GRK GAACTAMACCTGAGCT CTCTGGAGCTGGGEGACTCAGCTTTGTATTICTGTGCCAGCAGCCCCCOGACAGS COTGAACACTGAAGT

123, BGRK =—mmmm = mm s s mim o — e

—
19GRK TTTCTTTGCACARGGCACCAGACTCACAGTTGTAGAGGACCTGRACKAG

123 BGREK mrmm e met st m e o s st e e

FIGURE 6. A, Va and VB segments used by CTL 37GRK and 123.8GRK, as detected by Southern blot analysis of PCR-
amptified TCR cDNA. For each clone, cDNA aliquots were subjected to PCR using Ve or VB family-specific primers and Cae-
or CB-specific primers (see Materials and Methods). Amplified material was hybridized with 2P-labeled Ca- or CB-specific
oligonucleotides. Thus, the location of radioactive spots indicate the V subfamilles used by the T cell clones. Dots at both sides
of each autoradiogram correspond to m.w. markers (1 .kb DNA ladder, Bethesda Research Laboratories, Bethesda, MD} of

2,036, 1,635, 1,016, 516/506, 394, 344, 298, 220, and 200 by,

respectively. B, nucleotide sequence of TCR-a and - cONA

from CTL 37GRK and 123.8GRK. Ve segment sequences encompass 210 and 120 bp respectively, although only the length
available for comparison between both sequences is shown. N + Ju and Ca segmant boundaries are marked. The complete
sequence of the VBI1.1 segment from CTL 37GRK has been determined {not shown) and is compared with the portion
sequenced from CTL 123.8GRK. N + DB, i, and Cf boundaries are marked, The TCR-a and -3 sequences have been
submitted to the GenBank nucleotide sequence database and have been assigned accession numbers M95394 and LO7294.

ing, but it might also reflect a relatively high CTL precursor
frequency for such cross-reactive epitope in the corre-
sponding donors. Why the Iytic efficiencies of CTL 37GRK
and 123.8GRK are different is not clear. We have nol pro-
vided formal proof of structural identity over the whole V&
and VB segment sequences, but it is very unlikely that
changes are to be found in the portions that were not se-
quenced. Indeed, this would imply that different V seg-
ments, belonging, however, to the same subfamily, rear-
ranged in an identical way in both CTL clones, generating

the same junctional regions. It is possible that the two CTL.

clones differ either in the surface expression of some mol-
ecules involved in target cell interaction, which would in-
fluence avidity, or in the efficiency of their signal trans-
duction pathways or lytic machineries. Both CTL clones
showed similar expression levels of CD3 and CD8 upon
FMF analysis (not shown), but other possibilities were not
addressed.

The recurrent finding of CTL with dual reactivity for
HLA-B27 and -DR2 makes il important to define a possible
molecular-basis for such cross-reaction. A correlation of the
structure of HLA-B27 and HLA-DR2 subtypes with the
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reactivity pattern of CTL. 37GRK and 123.8GRK was at-
2 = - 2 tempted in order to map structural motifs uniquely shared
by the HLA-B27 and -DR2 sublypes recognized by these
Q = B = CTL. We first locked for amine acid differences among the
B5 f-chains from DR2 subtypes that could account for
< E < g o E ?‘] selective recognition of DR2Dw2. Among DRB3 products,
g only D30, DB?, and L.38 were unique to the Dw2-associated
< < .Y R B5*0101 chain (Table V). Residues 30, 37, and 38 are
“ 5 Yo O ‘; equivalent, on the basis of the predicted class II model, to
2 residues 116, 123, and 124 of the class [ molecule, respec-
- l;, - ‘E w (:) B tively, and would be located in the 3 pleated sheet floor of
g the peptide-binding site. Residues 123 and 124 are con-
allz g S tﬁ) , ;: served in class | Ag and are different from D37 and L.38 of
il R the BS*0101 product. In contrast, residue 116 is highly
° © 2 polymorphic among class I Ag and only HLA-B27 and
K & T .B44 have Asp at this position. Furthermore, DTT6 is
) . § present in all B27 subtypes except B¥2706 and, as we have
~ G = Al o 8 shown, is critical for recognition of HLA-B27 by CTL
TR |8 37GRK and 123.8GRK. Position 30 in DR f-chains s also
o3 rg 8 € highly polymorphic,—D30 being almost unique to the
2 B5*0101 product. Thus, sequence comparisons suggest
LS - Y o lg °§ that D30 from the B5*0101 chain could be necessary for

< F Uo|g cross-reactivity with HLA-B27.
2 8 We next plotted the identical residues between B#2705
e B o 8 « 3il& and the DR2Dw2 a8 (B5*0101) heterodimer on the pre-
b v L Clis dicted three-dimensional model for class Il (3) (Fig. 7). A
B number of residues in the a-helical regions are identical
o g w § > ";_tf £ between both molecules, but they are of little or no vari-
3 ability among HLA-DR proteins and form no unigue com-
. é » E E - binations that could account for cross-reactivity between
% 1 HLA-B27 and HLA-Dw2. In contrast, five residues located
E O G in two adjacent B-strands are identical between DR2Dw2
o e 3 i g (B5*0101) and HLA-B27. Three of these residues are pre-
3 = dicted to be pointing toward the peptide-binding site. These
2 ! ! : % are Y13, H28, and D30 from the B5*0101 chain, which
1-2 o _ - % correspond to residues 99, 114, and 116, respectively, ?n
o wg »wQ w Qe class 1 proteins. In addition, Y32 corresponds to Y118 in
X 5 class L. This residue is not accessible to solvent probes in
- ] 2 o | & the peptide-binding site (5), but is involved in contacts with
= m (é’ o &3 7 % oy residues In the a1 a-helix that can influence peptide bind-
% L ing (1). None of these four residues is unique to either
Rle|l «8 <8 <8 |2 HLA-B27 or to the BS*0101 B-chain but, because of their
E 8 polymorphism, their combination is unique to HLA-B27
p o ol ub % (except B*2706) and DR2Dw2 (BS*0101). The conserved
2 = - = W6 ] residuc from the B-chain, which is equivalent to W 147
‘é @ ~ ~ | from class I Ag, can be included in this motif because: of
7 - °d § its spatial proximity and because it is the only c-helical
5 v 2 residue from the B-chain, of those common (© HLA-]?E?
§ & é E -i and -DR2, that is predicted as pointing into the peptide-
§ g ; % g 8 binding site. The two a-helical residues from t.hc DR
g o 9 g = £ a-chain that are identical to HP..A;BZ’I_ and are predicted to
=% S % § § -;3-; be pointing into the peptide-binding site are E55 and D66,
2 3 " P = - :L‘ which are equivalent to residues 63 and 74 of HLA-B27,
E 4 respectively. [t cannot be ruled out that one or both of these
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Table v

Polymorphic residues among HLA-DR2 sublypes®

Bl g2
6 9 11 13 28 30 31 37 38 47 67 0 71 8BS B6 96 04 105 108 120 133 135 142 157 191

DRB5*GIOT R Q D Y H O I D L Y F O R V G E A R T N R § V T Q
DRB5*0102 G N Vv
DRB5*0201 C ] N V¥ I Q A AV G |
DRBS*0202 C G NV I Q A A YV G |
DRBI1*1501 R W P R D ¥ F S V F I Q A V Vv Q 5 K P 5 L o M T R
DRB1*1502 G
DRB1*1601 Y F D R G
DRB1*1602 Y L O R G

4 DRES and DRB1 alfelic products are separately compared. Residues that are Invariant in both allelic series are not shown. Blanks indicale idemily o the
corresponding reference seguence [B5*0101 or B1*1501) in each seres. Sequences are from References 47 to 49,

P
a0
i n\ A b

e AT
WY |

ll;mrs" 0 llh....nu""‘\

Iy .
T

FIGURE 7. Structural similarities between HLA-B27 and
HLA-DR2. The amino acid seguence of the 1 and a2 do-
~ mains of HLA-B27 was compared with the sequence of the
DR al domain and the 81 domain from the DRB5*0101,
respectively, using the same alignment as in Brown et al. (3),
Identical residues between both molecules located in areas
of defined structure are represented by dots on the predicted
three-dimensional model of class Il proteins (3. Large dots
-represent those residues proposed as conlributing to a shared
structural matif that could confer some peptide presenting
similarities to HLA-B27 and HLA-DR2Dw?Z [see text). Num-
hering corresponds lo the class |) amino acid sequence. On
the bhasis of the ¢lass | model (1, 5}, of 10 n-helical residues
identical between both molecules, only 3 {residues 55 and
66 from a1, and residue 61 from B1) are predicled 1o be
pointing toward the peptide-binding site. Of 6 identical
B-pleated sheet residues, 3 (residues 13, 28, and 30, all from
1) are pointing toward the site, Residues 27 and 29 from the
DR a-chain are equivalent to 29 and 30 from class | (3),
whose side chains do not contribute to the peptide-binding
site (5).

residues might contribute to the motif, but they have not
been included because their mutation in HLA-B27 does not
significantly affect lysis of the corresponding transfectants
by CTL 37GRK (33). B*2706, which differs from B*2705
at positions 77, 114, 116, and 152 (38), is recognized by

CTL 37GRK and 123.8GRK, in spite of lacking such motif
(33). This is likely caused by compensatory effects of the
77 and 152 changes, as mutations mimicking the B*2706
changes at positions 116 or 114 + 116 strongly affect rec-
ognition by these CTL (Fig. 4). :

The location of the cammon motif between HLA-B27
and DR2Dw2 at the bottom of the peptide-binding site,
inaccessible to direct TCR contact, suggests that the cross-
reactivity pattern of CTL 37GRK and 123.8GRK could be
caused by recognition of peptides that require this structural
motif for MHC binding. It is also possible that the simi-
larities found in the TCR f-chain junctional regions with
other anti-DR2 T cells (37) might be related to recognition
of peptide motifs shared with DR2-bound peprides, by CTL
37GRK and 123.8GRK, as junctiona! regions are thought
to be critically involved in peptide recognition (39). The
relative contribution of the a-helical regions in the MHC
molecule and the peptide to the interaction with the TCR
is not known, and it may be variuble for different TCR, Our
interpretation of the cross-reactive pattern of CTL 37GRK
and 123,.8GRK implies that the a-helical segments are not
the structural elements determining the observed cross-
reaction, because they are largely different between HLA-
B27 and -DR2, although this does not exclude interactions
between the q-helices and these TCR.

It is possible that a same peptide binds to HLA-B27 and
10 DR2Dw2 because identical peptides can bind to and be
presented by class I and class 11 proteins (o self-restricted
T cells (40-44). However, peptides with sufficient simi-
larity in the residues influenced by the comimon motif de-
scribed above, and in those interacting with the TCR could
alsa account for the cross-reactive pattern. Evidence for
involvement of distinct peptides in cross-reactive T cell
epitopes has been reported from studies with HLA-B27
mutants (22, 45).

In conclusion, we have shown recurrent CTL cross-
reactivity between HLA-B27 and DR2. For the CTL clones
-analyzed in this study such cross-reactivity can be inter-
preted as being mediated by identical or structurally related
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peptides requiring an MHC-binding meotif commnon Lo
HLA-B27 and DR2Dw2 and unique to these Ag. Although
we favor this interpretation, alternative possibilities involv-
ing less apparent relationships between HLA-B27, HLA-
DR2, and their respective bound peptides cannot be ruled
out, The property of sharing allospecific T cell epitopes
with class IT has not been described for other class I HLA
Ag, but analogous findings in the mouse (20) suggest that
this property might not be unique to HLA-BE27 in humans.
Nevertheless, the linkage of HLA-B27 to ankylosing
spondylitis, a disease that might have autoimmune comn-
ponents, raises the question of whether the peptide pre-
senting similarities of HLA-B27 and HLA-DR2 could be
related to disease susceptibility. For instance, it has been
shown that a viral peptide that is an immunodominant class
I-restricted CTL determinant and can also bind to class I
Ag and induce class Il-restricted Th cells contributes to
stimulate the class I-restricted CTL response to the same
peptide (43). B27-associated spond yloarthropathies may be
the product of an autoimmune T cell response against a
tissue-specific peptide specifically presented by HLA-B27
in joint tissues (46). Thus, it is conceivable that, in indi-
viduals having the appropriate class IT Ag, bacterial pep-
tides mimicking an “arthritogenic” self-peptide could be
presented by class 11 molecules to Th cells upon infection
and elicit a helper response. This could stimulate CTL pre-
cursors cross-reacting with HLA-B27 in joint tissues. It
might be of interest to evaluate disease association data for
the possibility that the concomitant presence of HLA-B27
and particular DR2 subtypes could imply a relative risk to
developing disease greater than with HLA-B27 alone.

Note added 1o proof. A recent report (Nazirov, P. K.,
and L. E., Pospelov. 1991, HLA antigens in patients with
osteoarticular tuberculosis and chronic hematogenic osteo-

“myelitis. Orthop. Travmatol. Protez. 26:9.).in which os-
teoarticular tuberculasis was found to be associated with
HLA-B27 and HLA-DR2 in Uzbeks came to our attention
while this paper was being reviewed.
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HLA-AZ is the mosL common class [ antigen in humans. Twelve subtypes
have been previously described {Lopez de Castro 1989; Caslaiio and Lépez
de Castro 1991; 1992; Belich et al, 1992). We have now determined the
structure of a new one, A*0213, detected in a European Caucasoid individual
by isoelectric focusing (IEF: Gutridge et al, 1992).

Full-length cDMNA was amplified after reverse transcription of 1 pg of
RNA from the lymphoblastoid cell line SLUGEQ (HLA-AZ2, 11; B35, 44;
Cwd, wi; DR1). A 3" untranstated region (UTR) derived antisense HLA-A-
specific primer, 5"-CCGAATTCAGAAACAAAGTCAGGOTT-3", and a
forward 5° UTR-derived primer, 5-GCAAGCTTAGATTCTCCCCA-
GACGC-3", containing £co RI and Hin dill sites, respectively (underlined),
were used. Cloning and selection of HLA-A2-specific clones was done as
previously described (Castafio and Lépez de Castro 1991). Complete sc-
quences of four such clones were determined, and were identical (Fig. 1)

A*0213 differs from A'020f (Koller and Orr 1983} in only three nu-
cleotides; 527 (T—A), 538 (T-+A), and 539 (T~A). These correspond 10
the second position of codon 152, and to the (rst and second positions of
codon 156, respectively, and imply amino acid changes of Valisz Lo Gluisa
und Levss to Glniss. These account for the IEF pattern observed which was
very close to that of the A'0203 protein {Guttridge <t al. 1992). Both sub-
types have the saime net charge, but differ at two positions than can infleence
the pK of neighber-charged residues (Fig. 23, The changes in ¢odons 152
and 156 arc separately present in A*0203 and In A*0212 (Zenumour and
Parham 1993), yespectively. They are logether only in HLA-E*010! (Mizuno
et al. 1988) and E*0/02 (Koller et al. 1988}, but these alleles have an ad-
ditionnl change nl codon 155. Although here are other possibilities, the
simplest one for the origin of A*0243 is by u recurrent point mulalion at
codon 152 from A*0272, re-imtroducing the same restdue as in the A*0203
product. A*0212 has only been found in South American Indians, That
A0212 and A*021 3 wre Trom different ethnic groups might suggest a rcla-
tively old origin of both subtypes, predating ethnic diversification. A*0213
provides n new example of Ihe spatinl clustering of HLA-A2 subtype
polymorphist in o restricted region of the peptide binding site, further
suppoeting a selection-griven evolution of HLA-A2 subtypes. (Castafio and
Lépez de Custro 1991; 1992).
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Fig. 1, Nucleotide and deduced amino acid sequence of A*0213. Exons are
indicaled,
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Fig. 2. Structural relationship of A*0243 to other HLA-AZ subtypes in Lhe
region in which A*02}3 differs from A*020{. The four sublypes compared
are identical cutside this region.
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The T cell receptors {TCR) in HLA-B27 (3* it
Facultad de Ciencias, Madrid, Spain ptors AL (B*2705) alloreactivity were analyzed

in cytotoxic T lymphocytes (CTL) from two individuals. Non-randem usage was
found in VP, N+Df, Va, and Jo, but not in Jf segments or Na-regions. V3 seg-
ments from homology subgroup 4 were predominant and not associated to a par-
ticular donor or fine specificity, suggesting involvement in recognizing the HL.A-
B27 molecule. In contrast, preferential Vo usage was associaled with particular
indlividuals and fine specificities, indicating distinct VB and Vo recruitment and
contribution to allorecognition. Recurrent N+Df motifs and Jo segments, even
from different donors, limited junctional diversity, suggesting that CDR3 usage
was determined by the alloantigenic epitope independently of individuals. TCR
were selected differently at various levels, as indicated by the following findings.
Four clonotypes with similar fine specificity had identical § and unrelated a
chains. Similar u were associated with unrelated  chains, and vice versa. CTL
using VP subgroup 4 did not globally show concomitant predominance of other
TCR elements. Va7, one of the preferred Vo segments, was always associated
with VB subgroups other than 4. Sometimes, a TCR showed homology in ele-
ments of one chain to a second TCR or group of TCR, and to another in the
other chain. These results are best explained by differential selection of TCR
elements by different epitopes, providing a key to the inner structure of allospe-
cific TCR repertoires.

1 Introduction

T cells recognize MHC+peplide complexes at the cell sur-
face. Upon stimulation with allogeneic cells, strong T cell
responses against MHC alloantigens are elicited, which
involve recognition of alloantigen-bound peptides {1-3]
and of exposed MHC protein residues. Alloreactive T cells
range from being peptide-specilic to lacking peptide speci-
ficity [4, 5]. The hypervariable CDR1 and 2 regions of the
TCR Vo and VB segments may predominantly interact
with the MHC protein. CDR3 regions, formed by N/
N+D, Ja, and JP segments, are thought Lo interact mainly
with MHC-bound peptides [6-8]. However, the contribu-
tion of V segments and junctional regions Lo specificity is
not independent [9-11].

Numerous studies have shown conservation of V, J and N/
N+D segments in peptide-specific class [-restricled
responses [12]. Yet high TCR diversity with only Vf} con-
servalion was found among H-2K%restricted CTL specific
for a peptide from Plasmodium berghei [13]. Some pepti-
de-specific class Ii-restricted responses are also very
diverse [14-16]. TCR studies in alloreactivity are far less
numerous. Apparently non-rancom- V3 usage was
observed among few T celi clones specific for DP2 [17 or
DRI [18, 19]. Vf skewing, without N+Df or IP restric-
tion, was clearer in analyses of many more T cell clones
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specific for T-A"™? [20] or DR4 [21], and in allograft-
infiltrating lymphocytes [22, 23]. Studies that have exa-
mined @ chain usage have generally found high Va, Ja,
and N-region diversity [18-20]. Recently, limited hetero-
geneity of anti-HLA-B35 TCR o and f chains has been
reported [24]. :

Critical aspects of allorecognition remain obscure, For
instance, the contribution of the MHC molecuie relative to
peptides, the role of the responder in shaping alloreactive
TCR repertoires, or the putative existence of immuno-
dominant determinants could all influence TCR usage and
limit its diversity, Besides insight into the poorly defined
structural basis of allospecificity, knowing the rules
governing TCR usage in alloreactivity is required to assess
immunotherapeutic intervention in acute graft rejection
through selective ablation or antagonism of alloimmune
CTL.

We have reported preferential Vi3 and N+D[} usage among
anti-B*2705 CTL [25, 26]. [t was not then possible to com-
pare individual responses. or TCR specificity and struc-
ture. Here, we determined the structure of TCR from anti-
B*2705 CTL of known fine specificity in two individuals to
address the rules governing p and a chain selection, the
contribution of each chain to allospecificity, and the influ-
ence of the responder in determining TCR usage. Both o
and (§ chain usage was non-random, but there were signifi-
cant differences in their selection and contribution to spe-

cificity.

2 Materials and methods

Anti-B*2705 CTL clones from the unrelated donors GM
(HLA-AL 24; B7, 8: DR1. 3) and SR (HLA-A3; 29; B7,

0014-2980/95/0909-2479%10.00 + 250
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Table 1. TCR « and B gene segments in productive transcripls from anti-B*2705 CTLY

CTL Reaction patiern Va  Homalogy Ja Vi Homology Ip Accession
subgroup subgroup number o/}
Subtypes Other
Donor GM v
116.8GRK" 5 24 NA HAVTOL ¢ 1 2.7 1.34738/L34720
17A2% 5 G4 3 HAVPQ1 13 4 1.1 MB7870/X517878
31IGRK 53 19.1 2 HAVT33 13.4 4 2.3 L.34708/1.34730
T4GRK 5,3 16,2 4 HAVP36 2 3 2.3 L34716/1.34735
112 7 AC24 134715
5A2% 53 14 3 IGRIai2 15.1 4 2.3 ME7869/X51791
GM7* 53 22 4 PY14 3 4 2.7 MS0479/X51796
58GRK 51,4 12.1 3 122GRK 6.4 1 2.7 L34714/L34734
20.8GRK 5,1,2,3,6 14,1 3 HAVTO1 14 4 2.2 1.34703/1L.34725
122GRK 5,2,4,6 B56, B61 14 3 122GRK 7.1 2 1.1 L34699/1.34722
100GRK 5,1,2,4,6 BS56, B6l 8.1 1 HAVTO1 17.1 4 2.7 1.34694/1.34719
37GRK/ 5.1,2,3,4,6 DR2 14 3 1GRIa06 1.1 i 1.1 M95394/L.07294
123.8GRK*
Doner SR
11ISRY/M0SRY 5 2 l HAVP10 81 i 27 L34698/L34721
13SRCY 5 10 2 HAVP29 14 4 22 L34702/1.34724
93515 5,1 201 5 [GRIa04 3 4 1.2 L.34718/L34737
21869 5,2 0.1 5 HIGF 7 2 2.2 L34704/1.34726
29515 5,2 7.2 6 AG212 5.4 1 1.6 L34706/L34728
12SRF-37SLGY 5,3 B60 20.1 5 63.124 3 4 2.1 L34700/L.34723
33.8515 5,3 54 3 ACLS 3 4 2.1 L34709/1.34723
138L.G 5,3 B61 8.1 L FR& 3 4 2.1 1.34701/L.34723
7815/16515 51,2 BS55, B56  17.1 1 122GRK 14 4 1.1 L34717/L34736
33869 513 2 1 HAVP10 14 4 1.4 L34710/1.34731
11.85LGY 5.2,3 B&0 31 2 62.119 3 4 2.1 L34695/L.34723
27869 5,23 B61 7.2 6 1GRJal6 18.1 ! 2.3 L.34705/L.34727
47569 51,23 o4 3 HAVT33 171 4 2.7 L34713/1.34733
12.1 3 AG212 L34712
28RZ 51,2,3 1.1 6 HAVP36 7 2 2.2 1.34707/L34729
3SRF 5, 4,6 1.1 7 IGRJa06 4 3 1.2 1.34711/1.34732

a) Previously reported TCR sequences [25, 40] are marked (¥},

grouped. Clonal reaction patterns are from [27]. HLA-B27 subtype

and inciuded here for comparison. €TL with Identical TCR are

differences strongly affect peptide presentation [41], sv that dif-

ferences in fine specificity with subtypes must largely reflect recognition of different peptide-dependent epitopes. Yo and VR1-VA16

‘numbering is as in [29]. V{17-VP20 numbering is as in [28].
mined were idéntical to only one member of the subfamily.
116.8GREK; Va14.37GRK-[40] in CTL 3A2,

Besides those shown, other assigned members are:
122GRK, and 37GRK/123.8GRK; VBGGLPA [42] in CTL 116.8GRK; VBI3IGRb16

Subfamily members were assigned when the partial sequences deter-

Vow24 [32] in CTL

[43]in CTL 17A2; VRTH267.2 [44], in CTL 21869 and 2SRZ. The Va2 segments from CTL 11SRY/40SRY and 33869 were differcnt,
but the precise members could not be assigned, V segments are classified in homology subgroups, including those subfamilies thal

have maore than 50 %

amino acid sequence identity [6]. NA: subgroup not assigned.

b) Cross-hybridization of the Va5 primer resulted in amplification of a lranscripl using Vaz4.

¢) The only a transcript amplified in CTL 135RC was

in-frame, but its

Va segment had an anomalous sequence al its end and lacked

the last Cys codon (Fig. 1), Although included here, this transcript may not encode a functional polypeptide.

d) This clonotype included CTL 125RF, 128LG, 60SLG, 4515, 11815,
[ than B*2703, CTL 12SRF did not cross-reacl with HLA-B60 [27}.

Jytic activity, and showed weak cross-reactions wilh subtypes othe
e) Cross-reaction of CTL 11,8 SLG with B*2702 was weak [27].

44; DR2, 7) were analyzed. Their isolation, culture condi-
tions, and fine specificity were described [27]. Non-anti-
B27, but othterwise unselecied T cell clones from the same
individuals were analyzed as controls.

RNA was extracted from 2 x 10° — 3 x 10° cells of each
CTL clone as described [25]. TCR a and p cDNA. was syn-
thesized from separate RNA aliquots from the same
extraction, using a Reverse Transcription System {(Pro-
mega, Madison, WI} and 1 uM Ca-specific (CTTG-
TCACTGGATTTAGAGTC) and Cp-specific (TTTTG-
GGTGTGGGAGATCTG) primers, respectively, as indi-
cated by the manufacturer. cDNA amplification was done
as described [25, 26]. VB subfamily-specific primers [25]
were matched to 20 (VB1 to VB20) of the 25 known VB

and 37SLG which had the same TCR. CTL 375LG had a very high

subfamilies [28-31], Va-specific primers [26] were selected
on the basis of 22 (Val to Vu22) of the 32 known Vo sub-
families [28, 29, 32, 33]. Absence of blanks indicated thalt
our primers hybridize with the most common Vo and VP
segments, Direct sequencing of both strands of o and
cDNA was done with Sequenase (USEB, Clevetand, OH)
as described [25, 26]. Statistical analysis was carried out by
the * test.

3 Results and discussion

3.1 TCR ¢ and f usage in anti-B*2705 CTL

Anti-B¥2705 TCR of known fine specificity from donors
GM and SR were analyzed (Table 1). V segment sequen-
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ces ranging from the last 33 (o 198 bp. and complete N-
region and | segment sequences, were determined. Most
CTL had single productive o and p chain transcripts. CTL
F4GRK and 47569 each showed two productive o and one
B transcripts. Frequencies ol the clonal specificities among
the CTL analyzed here arc very similar to those in (he anti-
B#2705 responscs from which they were derived [27].
Thus, the results described below reflect TCR usage in the
anti-B*2705 responses from these individuals in vitro.

3.2 Alloreactive CTL with identical TCR f chains and
distinet « chains. Relationship to specificity

Four clonotypes (hereby defined as distincl o/ff combina-
tions of productive transcripts; CTL with identical TCR
have the same clonotype, CTL with two productive o tran-
scripts are considered as two clonotypes for a-chain usage,
and as one clonotype for f-chains) from donor SR had
identical B, but unrelated o transcripts. They were CTL.
12SRF-37SLG, 33.8515, 13SLG, and 11.8SLG (Table 1
and Fig. 1). This has been observed among peptide-
specific CTL [16, 34], but it is, to our knowledge, the first
report in allorcactive responses. These CTL had similar
fine specificity with HLA-B27 subtypes (Table 1), indicat-
ing that the f chain is predominant in determining subtype
specificity in these CTL clones. a-chain diversity did not
affect subtype specificity, but correlated with cross-

T cell receptor usage in HLA-B27 alloreactivily 2481
reactivity of these CTL with HLA-B6&), BoL, or none of
these antigens (Table 1}, These results provide an example
of differential contribution of « and 5 chains to allospecifi-
cily.

3.3 Vp resiriction among anti-B*2705 CTL is donor
independent and not epitope specilic

V segmenls were classified according 1o homology sub-
groups [6] (Table 1}, V[ subgroup 4 was used by 55 (o
€0 % of the anti-B27 clonotypes from each donor (Tab-
le 2). This percentage was much higher than among non-
anti-B27 T cells from the same donors. The difference was
statistically significant in each individual (p <0.05) and in
the total of both donors (p < 0.005). No other subgroup
showed statistically significant differences compared 10
controls in single individuals, but Vi subgroup 3 was sta-
tistically decreased (p <0.05} in the total of both donors,
These results indicate preferential usage of V[3 subgroup 4
among anti-B*2705 CTL in two independent donors. This
was due mainly to selection of Vf33 and V14, which are
sometimes considered as a single subfamily [28]. The
results confirm our previous report with a third unrelated
donor, DL [26]. In addition. they indicate that preferential
use of VP subgroup 4 in anti-HLA-B27 responses is donor
independent.

B

orL Ve  N+Dp I8 vA pf  If ¢TL Vo Nede Ve Je
20, BGREK YFOR  YRSAYBGAGEYOL | 14.1  HAVTOL
pyes Tosa . s"'ggg 2 2.1 23 100GRK YFCA APGBGAGAYQL | 8.1  HAVTOL
o o obay wraEt |[7 2:1 z:j 116 . BGRK YICV VTGAGEYOL | 24 HAVTOL
[28RZ] 'LCASSQ DRRVA  @EL || 7 2.3 3.2 SEGRE YRCR LIYTSQTYRY | 12.1  1326RK
C 1220RK YFCAF MMGDSGTYEY | 14 122GRK
T e "%25. f,gg [ g4 20 g” 7815/16815 | YFCAR SEGTYRY | 17.1  122GRK
Sh2 FCATS  DLT pro | TSI MR 23 376RK/123.8GRK| YFCAR TTFPRENYGGSQGNL | 14 TGRTA0E
. . 3grF YYORVE LWLTNYGGBOGNL | 11.1  EGRJa0é
Tons A ey H: 23 2 27869 YLORVR  ASPOHGQEQGNL | 7.2  IGRJa06
o . 33669 YLCA FTYDYEL HAVPL
TOOGRK LoAGSE sgreT YEQ |[T7.1 L.X 2.7 | 3 | ?
[r: 7889 LCASSF  GTGH Ysg 17.1_ 1.1 2.7| 118RY/408RY] | YLCRYV RDYKL |} 2 HAYPLO
7515716515 FCASS  FGIGeQ A | L4 1.1 1.1 .
{ 31GRK YICA  APHGMSGGENYKL | 19.1  HAVI33
i22GRK LOASSQ GUTGETD TEA | 7.1 1.1 1.1 P s MSCOENMEL | 33 et
27869 FOASE  pgsSLS  TQ | 181 2.1 2.3
EE 29815 YLOAV SLYSGGYQKY | 7.2  AG21Z
33860 FCASS | PSNSG NEKL | 14 2.1 1.4 47569 YFCA LSEARGYQEY | 12.1  AQ21R
. . 2.
nsk‘;é;g“" :ggﬁ“ Sﬁg" BYRS 23 2 1.; 25RY YFCAVR pPHOGAKL | 7.1 HAVE3E
258 LCEY  SBRE s svma | 3 X 14GRK YFCAVR ALPYNQGOEL | 16.2  HAVE36
39GRK/123.8GRK| FCASS PRIGL NTEA | 1.1 1,1 1.1
o=l aM7? YECA FLS5ASKI 22 PYl4
31GRK FCASS RS DTQ | 33.4 NA 2.3 SAZ YFCA GPLNGYAL | 14 IGRJIa12
93515 LCAS  RRGARGID YOY 3 1.1 1.2 1ron? g‘égﬂgﬂ RGPGNQF ba HavROL
29815 Lones SLGGAT SPL | 5.4 1.1 1.6 DRSNFNKE | 1L, AC2
ss1s Lonss  SLGGAT - SEL 43 T 11.85LG YFCAL TGANNL | 3.1 62.11%
GMA . . L25RF YYCLVGD KVNTGFQEL | 20.1 63,124
13513 YFCAR GSPRYDKV | 8.1  FRE
21869 vYcLv VSGANSGNTPL | 20.1  HJIGF
33,8815 YFCAMR RARRAGNKL | &4 AC25
93815 YYCLVGD LGGGFKT | 20.1  IGRJa04
138RC ¥BRT GNTGKL | 10 HAVE29

:;:_ Figure 1. Deduced amino acid sequences of p- (A) and o-chain (R} juncticnal regions in productive transcripts from anti-B*2705 CTL.

i C-lerminal ends of V segments, N/N4+Dp regions, and N-terminal ends of J segments are shown. V, D, and J segments in each
transcript, and the corresponding CTL are indicated. CTL having the same f-chain transcripl are specified. except in the case of CTL
SRE Identical B-chain transcripts 1o that in this CTL were found, together wilh the same a transcripts, in CTL 125LG, 60SLG, 4515,
S15, and 37SLG, and together with different a-chain transcripts in CTL 33.8515, 135L.G, and 11.8SLG. Sequences are grouped
cording to N+Dp (Panel A) or Jat similarity (Panel B). Recurrent N+Df motifs and Ja segments are underlined. CTL clones using
e same V subfamily plus the same J segments in either a or (¢ chains arc boxed. The Va segment from CTL 13SRC differcd from
al0.1a [45] in the last three codons, and lacked the last Cys residue. '
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Talle 2. TCR Vf and Vo segment usage among anti-B*2705 CTL

Eur. J. lmmunol. 1995, 25 24792485

VR Donar™
Homology
subgroup GM SR Total

anti-B*2705 Control anti-B*27305 Conirol anti-B*2705 Control
1 327 %) 4 (44 %) 3 (20%) 5(50%) G(23%) 9 (47%)
2 [ (9%) (i %) 2(13%) ] 3(2%) [(5%)
3 I(9%) 3(33%) 1{7%) 3(30%) 2(8%) 6(32%)
4 G (55 %) F(11 %) 9 (60 %) 2 (20%) 5 (58 % 3(16%)
Va subfamily onti-B*2705 Control anti-B*2705 Control PBLY

(n=12) (=9 {n = 16) (n=11)
Vo7 ¥ { 3 (19 %) 1{9%) 2%
Vold 4 {33 %) 0 0 ¢ 7 %
Va0 0 0 3 (19%) 0 2%
Donor Association Expected frequency” Found frequency
GM Veld/VP hs. 4 0,33 x 0.55 =0.18 2112 =017
SR Va20/VDB h.s. 4 019 x0.6 =011 2/16 = 0.125
VallVP hs, 14243 0.19 x 04 = 0,076 316 = 0.19
0.19 x 0.8¢ =40.152

a) Number and percentage of Vo and Vf segments in productive transcripts from anti-B*2705 CTL and in transcripts from non-anti-
B27 Tcells (rom each donor, Vsegments in CTL with identical TCR, and Vi segments in CTL with (wo productive & transcripls were
counted only once. Vi segments from CTL with the same [ and different a ranscripts, and Vo segments from CTL with lwo pro-
ductive ¢ transcripts were counted separately. V[ frequencies in anti-B*2705 CTL that were statistically different {p < 0.05} from the
respective control are underlined, For Va, statistically significant differences (p <0.01) with unselected PBL are underlined,

1Y) Only those Va subfamilies appearing more than lwice in the same donor are indicated.

¢) Data from [33], corresponding to 300 productive « transcripts from PBL of three unrelated individuals.

d) Expecled frequency among anti-B*2705 clonotypes if Va/VP association were random. This is the product of the corresponding Va
and Vf segment frequencies. Differences between observed and expected frequencies are underlined.

e) Frequency of V{} segments from homology subgroups (h.s.) other (han 4 in non-anti-B27 T celis from SR.

V[ subgroup 4 was in anti-B*2705 CTL with widely diffe-
rent fine specificities {Table 1). This was not revealed in
our previous study [26] because a particular fine specificity
was predominant in the sef of clones analyzed.

Vp skewing was independent of other B chain elements: if
V[ segments associated with similar N-+Dp plus identical
I segments are counted only once, those from subgroup 4
still account for more than 50 % of the total (p <0.01).
Restricted VB usage associated with high N-+Df and a-
chain diversity in peptide-specific responses suggests that
the V} segment is critical for some peptide epitopes [13,
14]. An important difference between these results and
those reported here is that since in anti-B¥2705 CTL V3,
restriction does not correlate with fine specificity, it is
unlikely to be determined by particular peptides. Our
results strongly suggest that V[ segment bias is determined
by the alloantigen molecule itself.

3.4 Nou-random Va usage antong anti-B*2705 CTL is
donor dependent

Of the 16 Vo subfamilies found in productive transcripts
from anti-B*2705 CTL (Table 1}, some appeared with
preater frequency than in non-anti-B27 T cells from the
same donor or in PBL from other individuals (Table Z}.
Val4d was in 33 % of the anti-B*2705 clonotypes from GM,
including three of the four most cross-reactive ones in this
donor (Table 1). It was absent in the non-anti-B27 T cells
tested, and in donor SR. In contrast, Va20 and Vo7 were
absent in the CTL tested from GM, but were

tecurrent {19 % each) in SR and, within this donor, in cio-
noltypes of limited subtype cross-reaclivity or cross-
reactive with B*2702, respectively (Table 1). They were
absent (Va20) or found only once (Va7) amoong non-anti-
B27 T cells from the same donor {(Table 2), indicating that
recurrent Vo usage did not reflect. jndividual differences
unrelated to HLA-B27 specificity. The frequencies of Va7,
Vald, and Va20 in non-anti-B27 T cells from each donor
were not statistically different from those in PBL from
other individuals. In contrast, Val4 in GM, and Vo7 and
Vo20 in SR were significantly increased among anti-
B*2705 CTL (p < 0.01 and p <0.0001, respectively), Thus,
unlike V{3, non-random Va usage in anti-B*2705 CTL was
donor-dependent and correlated with reaction patterns
sharing common features. This indicates different V3 and
Va selection, and distinel contribution of these segments
to allospecificity.

‘We looked for correlations between the most frequent Vo
and VB segments (Table 2). [n GM, Vald was found with
VB subgroup 4 as expected from random association, on
the basis of their respective fequencies in anti-B*2705 clo-
notypes from this individual. The same was found for Va20
in donor SR, Va7 was found with Vf subgroups other than
4 with a frequency more than double than expected from
their random association, but similar (o that expected if
Va7 were recruited irrespective of Vi (Table 2}. This sug-
gests that the negative correlation with VB subgroup 4 is
due to the corresponding TCR being preferentially
selected on the basis of Va7, Thus, the most frequent Va
and V[ segments among anti-B*2705 CTL were selected
independently of particular Vo/V[} associations.
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3.5 Recurrent modifs in f-chain junctional regions

N+Df sequence diversity in anti-B*2705 CT1L. was limited
at three levels (Fig. 1A), First, as described above, four
different clonotypes from donor SR shared identical 3
chaips, Sccond, three pairs of (3 transcripts used the same
VB and Jf segments: CTL 21569 and 2SRZ (bothi from
SR}, 20.8 GRK and 138RC (from GM and SR, respec-
tively), and 100GRK and 47569 (from GM and SR,
respectively). N-+Df} regions in each pair were very simi-
lar: in the last two pairs, the ff chains, although from differ-
ent individuals, differed only in one and two amino acid
residues respectively. In addition, CTL 38GRK and
116.8GRK possessed different VP& and the same JB seg-
ments. CTL in cach of these pairs showed different fine
specificity and unrelated o chains (Table 1), These results
indicate that anti-B¥2705 TCR with highly similar [} chains
are recruited independently of specific epitopes, donors,
or a chains. Third, some f chains showed common N+Df
motifs, but distinct Vi and JB segments. This suggests
epitope-dependent selection. Indeed, some of the CTL
from these groups have related reaction patterns with
HL.A-B27 subtypes. For instance, CTL 74GRK, and the
125RF clonotype were cross-reactive anly with B*2703.
CTL. 100GRK and 122GRK were both cross-reactive with
B*2702, B*2704 and B*2706. CTL 47869, 100GRK and
7515/16815 were all cross-reactive with B*2701 and
B*2702. In conclusion, recurrent N+Df motifs were
multiple, each shared by few clonotypes, not donor
associaled, and often not associated with shared VP or Jf3
segments. This pattern suggests a restricted set of immuno-
dominant peptide-associated determinants in anti-B*2705
responses. It is likely that, among the highly diverse
B*2705-bound peptides [35], only those bound with high
alfinity are significantly immunogenic, due to correlation
between MHC binding affinity and immunogenicity [36].
Analogous patterns of limited N+Dp diversity have not
been observed in other alloreactive responses [18-21]. In a
recent study {24] two anti-HLA-B35 TCR were very simi-
lar, and showed N+Df homology with two of five B-chain
clones from an anti-B35 T cell line from the same individ-
val. Although this pattern is different from that found
among anti-HLA-B27- CTL, it also suggests immunodo-
minant ailostimulation by particular determinants,

3.6 a-chain junctional diversity and recurrent Jo usage

Two pairs of clonotypes had similar o chaing (Fig. 1B).
They used the same Va subfamily (33869 and 11SRY/
40SRY, from SR) or V. segments in the same subgroup
(CTL 58GRK and 122GRK, from GM), identical Jo seg-
ments, and N-regions of the same or similar length, The
corresponding f§ chains were very different, suggesting
recruitment based mainly on their « chains. Three of these
CTL used Vf subgroups other than 4, Thus, as with the
negative correlation of Va7 with VB subgroup 4 (see
above}, an explanation to the use of other V{ subgroups is
that anti-B*2705 TCR whose « chains contribute suffi-
cientiy to ailospecificity can bypass the requirement for V3
subgroup 4.

«-chain diversity was mainly limited by restricted Jo usage
{Fig. 1B and Table 3). Seven Ja segments accounted for
61% of the productive transcripts from GM plus SR,
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Table 3. Recurrent Ja segments among preductive transeripts
from anti-B*2705 CTL

la segment® Donor Total % in PBLM
GM SR

n(%)° n (%) n (%)
HAVTOL 3(25%) 0 3(11%) [%
122GRK 217 %} 1 (6%} 3{1%) 2.7 %
IGRJall6 1(8%) 2(12.5%) 3I(11%) 1.3%
HAVT33  1(8%)  L(6%)  2(1%) |3 %
AG212 g 2(12.5%) Z(7%)
HAVP10 0 2{12.5%) 2{1%) 3.3%
HAVP36 1 (8%) 1 (6%)  2(7%) 1%
Total . 8(67%) 9 (56%) 17 (61 %) 13.9%

a) Ja segments appearing more than once in the CI'L analyzed.
Jo 122 GRK has the same amino acid sequence over the length
reported than Jai7.10 (AA) in [33]. The total frequency of
these Ju segments in each donor or in both denors together
was significantly increased (p < 0.0001} when compared with
unselected PBL.

b) Data from {33].

¢} Percent values are relalive to 12, 16, and 28 different produc-
tive transcripts from donors GM, SR, or both, respectively.

Together these segments were expressed in 13.9% of PBL
[33]. That four of these Jua segmenis were found in bath
individuals indicates thar Ja recurrence was not donor-
dependent. Similar results were obtained in the two
donors. Five Ja segments that togelher accounted for

9.3% of PBL were in 67 % of the productive transcripts

from GM. Six Ja segments, accounting for {2.9 % of PBL,
werg in 56 % of the productive transcripts from SR, The
increased joint use of these Ju segments in each or it both
donors, relative to unselected PBL, was statistically signif-
icant (p <0.0001). Although Jo segments in PBL from
GM and SR were not analyzed,-a previous analysis failed
to detect statistically significant varation in Jo usape
among individuals [33). There was no correlation between
Jo and fine specificity. In most cases, recurrent Jo seg-
ments associated with unrelated Va segments, indicaling
that Ja skewing was not due to structural constraints
related to VI joining. These results indicate selective Ja
usage among anli-B*2705 CTL that is not epitope-specific
or donor-dependent, and is not associaled with the sharing
of other TCR elements. This type of Ju restriction has not
been reported in other alloreactive responses.

The pattern was similar to N+DJ, in that multiple Ju seg-
ments were each used by few CTL, but differed in that N-
region diversity was essentially unrestricted. Yet since Ja
are much more numerous than Jf segments, their contri-
bution to diversity is larger. As in § chains, restricted a-
chain junctional diversity suggests recognition of multiple,
but not extremely diverse, peptide-associated determin-
ants. CTL sharing Jo segments had unrelated N+D@ regi-
ons, and vice versa. No TCR with CDR3 homology in both
chains were found. This indicates that CDR3 selection
acted independently on either « or f§ chains, and suggests
preferential interaction of particular antigenic motifs wilh
either a or p CDR3 regions.

4 Concluding remarks

HLA-B27-specific TCR diversity was Limiled at three
levels and on different structural elements: the whole o or
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B chain, Va or V3 segments alone, and o or fi CDR3 regi-
ons. There were significant differences between a and fi
chains. VP and Vo selection was different in the relation-
ship to donor and fine specificity. - and a-chain junctional
diversity was limited by recurrent N--Df motifs and Ju
segments, respectively. These patterns indicate distinet
contributions of a and [3 chains to TCR specificity, and dif-
{erential selection of their structural elements,

TCR wilh similaritics in their f§ chains often had unrelated
« chains, and vice versa. In several instances, a particular
TCR was similar to a second one in the f§ chain, and to a
third TCR in the ¢ chain, the other chain being unrelated
between each pair. This suggests that different allospecific
epitopes can recruit distinct ¢lements, such as a particualar
V segment or CDR3 motif, in either TCR chain. This
explains both the multiplicity and asymmetry in the selec-
tion of a- and fi-chain clements. Different epitopes induce
distinct patterns of TCR selection in peptide-specific
responses (9, 12]. Within their diversity, HLA-B27 allospe-
cific epitopes may share peptide- or alloantigen-associated
structural motifs. Thus, TCR usage in this response is
determined by the interplay of epitope multiplicity, their
structural relationships, and preference of distinct epitopes
for difterent TCR elements. [t is therefore likely that there
is no general rule for TCR usage in alloreactivity, Indeed,
whereas non-random selection is generally found in such
responses [18-24], the precise paiterns are variable.

Except for Va, limited influence of the responder on
skewed usage of other TCR elements was indicated by the
finding of such clements in both donors. However,
although unrelated, GM and SR shared HLA-B7, and this
correlated with some similarities in their anti-B27 CTL
regponses [27]. Thus, we do not rule out an additional
influence on TCR usage in donors of less-related pheno-
type. Preferred usage of V[ subgroup 4 was a major donor-

and epilope-independent feature. Use of other V[ sub- -

groups was often associated with shared a-chain elements.
suggesting that a chain-targeted selection was able to over-
come the preference for Vi subgroup 4. This subgroup was
aot found among B27-restricted CTL from HLA-B27
individuals, and in one donor, most of the VP sgements
from this subgroup found among anti-B27 CTL were not
detected [37]. It is possible that TCR using V[} segments
preferred in recognition of HLA-B27 as non-self may be
more or less depleted in HLA-B27" individuals, depend-
ing on their whole HLA phenotype. This might condition
T cell responses in these individuals and, as fong as T cells
aré involved in pathogenesis of spondyloarthropathies [38,
39], influence disease susceptibility.
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Summary

B*2703 is an exceptional HLA-B27 molecule in that it differs from the most
common B*2705 subtype by a unique amino acid change (His59) altering N-terminal
peptide anchorage. To assess how this unusual feature affects the antigenic structure of
HLA-B27, TCR usage by alloreactive CTL raised against B*¥2703 from two individuals
was analyzed. Limited heterogeneity of the few CTL recognizing B*2703 epitopes that
are absent or altered in B¥2705 was revealed by: 1) identity of TCR in two pairs of such
CTL clones, 2) identity of B chains, paired to distinet o chains, in two clonotypes, and
3) almost identical fine specificity of these two clonotypes with site-specific HLA-B27
mutants. These results indicate that B*¥2703 “private” epitopes are rare. TCR usage
among anti-B*¥2703 CTL was analogous as in anti-B*2705 responses in the predominant
and donor-independent usage of VB segments from homology subgroup 4, more
moderate and donor-dependent Vo skewing, N+Dp diversity limited by motifs shared
among clonotypes, and restricted Jo heterogeneity. Homology of N+Dp motifs and Jo
segments of anti-B¥2703 with anti-B*2705 TCR suggested significant sharing of peptide-
associated epitopes between both subtypes. The results indicate that allospecific TCR are
recruited by B*2703 following similar rules as in the anti-B*2705 response, and suggest
that the B*2703 change keeps unaltered much of the antigenic structure of the molecule

relative to B*2705,



1 Introduction

Alloreactive responses against MHC antigens are directed against multiple
antigenic determinants involving many constitutively bound peptides. The structure of
the allo-MHC molecule, to which the responder is not tolerized, is likely to contribute
prominently to the alloantigenic epitopes. For this reason, and also for factors affecting
peptide immunogenicity, such as their expression level and affinity for the MHC protein
[1], alloreactive CTL are heterogeneous in their degree of peptide specificity [2], and
may even be peptide-independent [3,4]. Thus, the basis for TCR selection in
alloreactivity is likely to be different from self-restricted responses both in the role of the
alloantigen molecule and in the relevance of peptide-associated motifs.

High but non-random TCR diversity has generally been detected in alloreactive
responses [5-12]. We have recently reported that in the anti-B¥2705 response TCR
diversity is limited in a complex way by restrictions affecting most of the structural
elements of o and P chains, except Na-regions and JP segments [13].

HLA-B*2703 is a subtype with exceptional structural and antigehic properties. It
is unique among class I HLA molecules in the nature of its single amino acid difference
with B*2705, which involves substitution of His for the otherwise conserved Tyr59
[14,15]. Tyr59 contributes to stabilizing peptide binding to the class 1 molecule by
interacting with the peptidic N-termini through a network of hydrogen bonds that also
involves other residues in the A pocket of the molecule [16-18]. Disruption of this
network by the His59 change in B*2703 leads to defective antigenicity and peptide
presention relative to B¥2705, together with reinforcement of pocket B interactions with
the Arg2 motif of B27-bound peptides [19-21]. Our previous studies suggested that
B*2703 can present only a subset of the B*2705-bound peptides and alloantigenic

epitopes, while acquiring few "private” determinants or litile capacity to present peptides




not presented by B*2705.

To further investigate the antigenic features of B*2703 we have now analyzed the
structure and usage of the TCR expressed by alloreactive CTL raised against this
subtype. The resuits allow us, by comparison with our previous analyses of anti-B*27G5
TCR [13,22,23], to assess how the single change in B*¥2703 affects the repertoire of the
TCR recruited in the alloreactive response to this subtype and, therefore, its antigenic
structure.

2 Materials and methods.
2.1 T-cell clones and TCR analysis

Anti-B*2703 CTL clones from two unrelated donors DL (HLA-A29, 31; B39, 44;
DR2, 7) and GM (HLA-A1, 24; B7, 8; DRI, 3) were analyzed. Isolation, culture
conditions, and fine specificity of the CTL used in this study were previously described
[19]. Non-anti-B27, but otherwise unselected T-cell clones from the same individuals
were analyzed as controls.

RNA extraction, TCR ¢DNA synthesis, PCR amplification with Vo and VB
subfamily-specific primers, direct sequencing, and statistical analysis of gene segment
usage was carried out exactly as previously described [13].

2.2 CTL assays with HILA-B27 mutants
For fine specificity analysis of anti-B*2703 CTL with HLA-B27 mutants,

HMy2.C1R transfectants with high expression of B¥2703, B*2705 or each of 15 B*2705
site-specific mutants were used as target cells, Generation of these transfectants, their
HLA-B27 expression levels, and culture conditions have been previously described [20].

A standard *'Cr-release cytotoxicity assay was used [24].



3 Results
3.1 General remarks

TCR were analyzed from 16 and 15 anti-B*2703 CTL clones of known fine
specificity from donors DL and GM, respectively. Identity of TCR among some of the
CTL resulted in 15 and 12 distinct clonotypes, respectively (Table 1). Partial V segment
sequences ranging from 31 to 240 bp, and complete N/N+D and J segment sequences
were determined. Except CTL 23GLM, which showed two productive o transcripts, all
the CTL clones analyzed had single productive o and P transcripts,

3.2 Limited heterogeneity of CTL recognizing B*2703 “private’ epitopes

Only 6 of 36 anti-B*2703 CTL clones from donors GM plus DL did not lysed
LCL expressing B*¥2705 or other subtypes in a previous study [19]. The TCR of these
CTL clones were analyzed. As shown in Table 1, the two CTL clones from DL, 13DCJ
and 31DCJ expressed the same TCR and were therefore a same clonotype. CTL
42.8GLM and 71GCP, from GM, were aiso a singie clonotype. In addition, these two
CTL expressed the same B chain as CTL 74.8GCP, from the same donor, but a totally
unrelated o chain.

Analysis of the reaction patterns of CTL 71GCP and 74, 8GCP with an extensive
panel of B*2705 mutants (Figure 1) indicated that these two CTL recognized B*2705 on
CIR cells less efficiently than B*2703, and had almost identical fine specificity. CTL
39GLM, which expressed an unrelated TCR (Table 1), did not recognized B*2705 or any
of the mutants (Figure 1). These results indicate a restricted heterogeneity of CTL clones
recognizing B*2703 epitopes that are absent or altered in B¥2705, They also indicate that
the specificity of CTL 42.8GLM/71GCP and 74.8GCP is mostly determined by the P
chain. However, since CTL 71GCP killed B*2703" LCL [19] or CIR transfectants more

efficiently than CTL 74.8GCP (see Figure 1 legend), a role of the respective o. chains



in TCR affinity cannot be ruled out.
3.3 V@ and Va segment usage among anti-B*27¢3 CTL

About half of the anti-B*2703 CTL analyzed used V3 segments from homology
subgroup 4 (Table 2). This predominance was statistically significant in each donor
{(p<0.05) and in the total from both donors (p<0.01). VP13 and VP17 were the most
frequently used subfamilies, accounting for 9 of the 14 VP segments from subgroup 4.
These results indicate a donor-independent bias in V3 usage among anti-B¥2703 CTL,
which is the same as among anti-B*2705 CTL [13].

No Vo skewing was found in GM: any particular V¢ subfamily was observed no
more than twice among the 13 productive o transeripts from this donor (Table 1). In
contrast, V14 was increased (p<0.01) in DL, as it appeared in 4 (27%) of the 15 anti-
B*2703 clonotypes from this donor (Table 2), Val4 was associated with V3 subgroup
4 with the frequency expected from random association. However, two of the CTL
expressing Vol4 also expressed VP7, a subfamily which did not appear in any other of
the anti-B*2703 CTL analyzed (Table 1). The frequency of this association was higher
than expected by chance (Table 2). Since these TCR did not show homology in other
regions, this suggests that they were selected on the basis of their particular Va/V[
combination. Other Va. subfamilies were found no more than twice in DL, indicating an
otherwise diverse Va usage also in this donor.

3.4 VB-IB associations and restricted N+Dg diversity

Besides the sharing of a same P chain paired to unrelated o chains by CTL
42 8GLM/71GCP and 74.8GCP (see above), some anti-B*2703 CTL showed § chains
with the same V[ subfamily and JB segment (Figure 2A), VP17.1 was associated to
JB2.2 in 2 clonotypes (81GCP and 12DCJ) and to JB1.1 in 3 clonotypes (42GCP,

23GLM, and 70DCI) from different donors. V313.4 was associated to JB1.2 in CTL
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29GCP/54GCP and 56GLM, from the same donor. Finally, VB5 was associated to JB1.1
in the two clonotypes, from different donors, that expressed this V segment
(62GCP/63GLM and 81DCJ). Some clonotypes with the same VB-JB combination also
had N+Df} regions sharing common motifs. For example, the f§ chains of CTL 81GCP
and 12DCJ differed by only 3 amino acid residues, located in the junctional region. In
addition, the N+Dp regions of CTL 42GCP and 23 GLM shared the RG motif. In other
cases the junctional regions were unrelated,

As in the anti-B*2705 response [13], most of the B-chain sequences could be
classified in subgroups, each encompassing few clonotypes, on the basis of shared N+Df3
motifs (Figure 2A). This suggests that immunodominant peptide-associated epitopes in
the anti-B*2703 response are not highly diverse.

3.5 Ja skewing limits a-chain junctional diversity

No N-region restriction was apparent among the 28 productive transcripts
analyzed from anti-B*2703 CTL. However, junctional diversity was limited by recurrent
Jo. segments: of 19 Jo segments used, 9 appeared in more than 1 clonotype (Figure 2B).
These 9 Jo segments accounted for 64% of the o transcripts analyzed, although together
these segments are in only 19% of the productive transcripts from unselected PBL (Table
3). This difference was statistically significant (p<0.0001). Recurrent Jo were associated
to unrelated Vo segments, except in CTL 48GLM and 12DCJ (Figure 2B). Similarly as
the N+Df restrictions, this pattern of Jo skewing suggests that much of the anti-B*2703
response is directed against a relatively restricted set of immunodominant peptide-
associated determinants. CTL with recurrent Jo segments often did not shared N+Dp
motifs, indicating that recurrent motifs in the junctional regions of o and B chains are

selected independently of each other,



4 Discussion

A striking feature of the anti-B*2703 alloreactive response is the low frequency
of CTL clones not crossreactive with other HLA-B27 subtypes. In a previous study [19]
most of the anti-B*2703 CTL crossreacted with B*2705 and, less frequently, otber
subtypes. Only 6 of 36 anti-B*2703 CTL lysed exclusively target LCL expressing
B*2703. The restricted heterogeneity of these CTL revealed by analysis of their TCR
provides strong evidence that "private" epitopes or those that are altered or less expressed
on B*2705 are rare in B*2703,

TCR usage by anti-B*2703 CTL is similar to that in anti-B*2705 responses [13]
in the following features: 1) larger o than 3 chain diversity, 2) predominant and donor-
independent usage of VP subgroup 4, 3) donor-dependent Vo skewing, 4) N+Dp
diversity restricted by multiple motifs (combinations of amino acid residues) each shared
by few clonotypes, and 5) restricted Jo. heterogeneity, In spite of these similarities, some
differences were also observed, A first one was in the use of predominant Va
subfamilies: whereas Va14 was increased among anti-B*2705 CTL from GM [13], there
was no increase of this or any other Vo subfamily in the anti-B*2703 response from this
donor. In contrast, Vol4 was increased among anti-B*¥2703 CTL from DL. The small
number of anti-B*2705 o~chain sequences reported from this donor [23] is not sufficient
for a comparison. Some of the recurrent N+Df§ motifs in anti-B*2703 CTL (i.e.: RA,
GTG, etc.) were also found among anti-B*2705 CTL (13], but other were detected only
in the response against one of these subtypes. Similarly, of the 19 Ja segments used by
the anti-B*2703 CTL, 12 (63%) were also found among anti-B*2705 CTL. The sharing
of structural motifs in the junctional regions of o and f chains between anti-B*2703 and
anti-B*2705 TCR strongly suggests overlap of peptide associated epitopes, in agreement

with the large T-cell crossreactivity between both subtypes [19], and their similarities in
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peptide binding [21,25]. Together the results demonstrate that similar rules apply to
alloreactive TCR selection by B*2703 and B*2705, and that the corresponding TCR
repertoires have a significant homology in their structural elements. The data provide
molecular evidence for the antigenic similarity between both subtypes, and suggest that
this is due both to structural similarity of the HLLA~-B27 molecules, and to significant
sharing of peptide-associated epitopes, The differences in Vo usage and junctional
diversity of anti-B*2703 relative to anti-B*2705 CTL could be explained by the different
immunogenic relevance in each subtype of epitopes common to both, without requiring
new B*2703-specific epitopes. This could be achieved, for instance, through distinct
affinity, expression level, or both, of particular peptides presented by both subtypes.

The range of diversity of the anti-B*2703 TCR analyzed here is similar to that
of the anti-B*2705 TCR reported previously {13]. This suggests that, in spite of the
defective antigenicity of B¥2703 relative to B*2705 [19,20] the antigenic complexity of
B*2703 is sufficient as to impose no more restriction than B*2705 to allospecific TCR
selection. Indeed, although of limited resolution for the many peptides involved, the .
HPLC profiles of the peptides bound to B*2703 or to B*2705 on HMy2.CIR cells are
of comparable complexity (F. Garcia and our unpublished observations).

B*2703 has not been found associated to spondyloarthropathy in population
studies, but this might be due to the fact that this subtype is predominant only in an
african population in which B27-associated discase is very rare [26,27), so that
appropriate epidemiological studies are difficult to carry out. On the basis of the
similarities in the T-cell response against this subtype relative to B*2705, it is
conceivable that B*2703 does not protect from disease. Indeed, B*2703" individuals
suffering from spondyloarthropathy have been recently reported [28]. |

We have previously suggested that the predominance of VP subgroup 4 in the
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anti-B*2705 CTL response reflects involvement of these segments in recognition of the
HLA-B27 molecule, rather than B27-bound peptides [13]. That the same subgroup is
preferentially recruited by B*2703 indicates that the His59 change in this subtype does
not alter the structure of the molecule or its bound peptides in a way that affects the
preferential interaction of HLA-B27 with VB segments of this subgroup. The basis for
this preference remains unknown, but it is noteworthy that HLA-B27-restricted CTL
specific for Yersinia enterocolitica or self antigens from patients with reactive arthritis
also showed preferential usage of VB segments from subgroup 4 [29]. Moreover, the
frequency of these V[ segments among B27-directed autoreactive CTL clonotypes in the
same study (57%) was similar to that found among anti-B*2705 or anti-B*2703
alloreactive CTL. The relevance of this subgroup for HLA-B27 recognition both in
alloreactivity and in B27-associated disease identifies a potential target for

immunotherapeutic intervention that might be worth exploring in further depth.
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Figure Legends
Figure 1

Cytotoxicity of the anti-B*2703 CTL clones 39GLM, 71GCP, and 74.8GCP
towards HMy2.CIR transfectant target cells expressing B*2705 or the B¥2705 mutanfs
specified in the Y-axis. Mutants are named with the single-letter code of the amino
acid(s) introduced followed by the position number(s) of the mutation. Results are
expressed as the percent relative lysis, in which the lysis of each target is shown as a
percentage of the specific lysis of the B*2703" CIR cells at the same E:T ratio. Data are
means of at least three experiments, and were obtained at 2:1, 1:1, and 0.5:1 E:T ratios
with analogous results. For simplicity, only the values at the highest E:T ratio are shown.
Percent specific lysis of the B*2703" transfectant at this E:T ratio was 66%, 68%, and
33% with CTL 39GLM, 71GCP, and 74.8GCP, respectively. Percent specific lysis of
HMy2.CIR cells transfected only with the pSV2neo vector was 1% with the three CTL
clones,
Figure 2

Deduced amino acid sequences of B- (Panel A) and a-chain (Panel B} junctional
regions in productive transcripts from anti-B*2703 CTL. C-terminal ends of V segments,
N/N+D regions, and N-terminal ends of J segments are shown. V, D, and | segments
in each transcript, and the corresponding CTL are indicated. Sequences are grouped
according to N+Dp (Panel A) or Jou similarity (Panel B). Recurrent N+DB motifs and Jo
segments are underlined, CTL clones using the same V subfamily plus the same J

segments in either o or B chains are boxed.
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Table 1. TCR o and {3 gene segments in produétive transcripts from anti-B*2703 CTL"

CTL Reaction Patlern Vo h.s. Ja VB h.s. J8 Accession Number
with subtypes alfa/beta
Donor DL
13DCIAIDC] 3 14,1 3 ACY 14 4 1.5 U39095/U39128
15DLH 3,5 w29 NA  IGRJa04 13 4 23 U39094/U39121
18DLH 3.3 16.1 4 IGRIa04 1 | 2.3 U35096/U39127
28DLH 3,5 3l pa 62.119 13 4 27 1J39100
36DLH 35 w25  NA  HAVTOe6 123 4 27 U39102/039124
31DCI 3,5 "By 2 HAVTO6 5 1 1.1 U39115/U3%9141
7DCI 3,5 141 3 122GRK. 72 2 25 U39118/439140
70DCI 3,5 14 3 AALZ 171 4 1.1 U39114/U359138
5DCI 3,52 14 R IGRJal{ 7 2 27 U39112/U39133
37DCI 3,52 18 4 AAL7 4 3 L1 U39103/U39125
SDLL 3,5 200 6 AC17 6.4 1 2.7 U39109/U39135
3.8DLH 3,54 151 1 ABI9 3 4 2.1 U39105
12DCY 3,552 82 1 IGRJa02 17 4 22 U39093/U39120
43DC) 3,524 7.2 6 IGRIal4 161 | 2.7 U39108/U39132
11DC] 3,5 4,6 31 2 HAVDP4] w22  NA 2.1 U39092/U39126
Donor GM
39GLM k] w29 NA AG212 14 4 2.1 U3S104/U29131
42 8GLMA1GCP 3 22 1 IGRJal0 §2 1 1.6 U3n107/L139134
74.8GCP 3 i 7 AC23 32 l L6 U39116/U39134
TGer 3,5 121 3 HAVT33 w22 NA 12 U391 17/U3913%
23GLM 3,5 9.1 4 HAVTI3 171 4 1.1 1J39097/U39129
14 3 HAVIOI U39098
48GLM 3,5 8.2 1 IGRJa02 6.1 ! 1.6 U391 1039136
62GCr/63GLM 3,5 w25 NA 62,119 53 1 1.1 U39113/039142
29GCP/54GCP 3,5 7.2 6 HAVP2S 134 4 1.2 U39101/U39123
42GCP 3,52 &4 3 IGRJald 171 4 1.1 U39106/U35130
gLGCP 3,54 w25 NA HAVYPO! 171 4 22 U39119/U39143
26GCP 3,6 54 3 HAVP10 23 4 23 U39099/U39122

56GLM 3,56 8l 1 AALT 134 4 12 U3g111/U39137
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Footr_totes te Table 1

a) CTL with identical TCR are grouped. Clonal reaction patterns are from [19], Numbers
indicate the subtypes that are recognized by the corresponding CTL clone on LCL targets
(3 indicates recognition of B*2703, etc). Anti-B*2703 CTL did not cross-react with non-
B27 antigens, with three exceptions: CTL 43DCJ (B7, B61), 11DCJ (B55), and 23GLM
(B60, B61). V gene segment numbering was as in {13] for Va1 to Va22 and VB1 to V20,
and as in {30] and {31] for other V. and VP subfamilies, respectively. Subfamily members
were assigned when the partial sequences determined were identical t¢ only one member
of the subfamily. Besides those shown, other assigned V segment subfamily members are
the following: Va14(37GRK) {32] in CTL 70DCI, 5DCJ, and 23GLM, Vaw2$ [33]in CTL
15DLH and 39GLM, VB13(IGRb16) [31] in CTL 28DLH, and VPA7T(IGRbL18) [31] in CTL
S5DCJ. V segments are classified in homeology subgroups (h.s.), which include those
subfamilies that have more than 50% amino acid sequence identity [34]. NA: subgroup not
assigned. Transcripts expresssing Vow23, Vaw29, and V(w22 were amplified by
crosshybridization of the Val7-, Va9-, and V(8-specific primers, respectively. The

sequences of the N+Df regions of CTL 3.8DLH and 28DLH were not determined.
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Table 2. TCR VP and Vo segment usage among anti-B*2703 CTL

Donor®
Vv T
L GM DL otal
Homology
Subgroup 0.-B*2703 Control a-B*2703 Control a-B*2703 Control
N=12) | =17y | MN=15) | n=17) | ON=2D) | (N=34)
1 4 (33%) 8 (47%) 4 (27%) 10 (59%) | 8 (30%) 18 (53%)
2 0 2 (12%) 2 (13%) 2 (12%) 2 (T%) 4 (12%)
3 0 3 (18%) 1 (7%) 2 (12%) 1 (4%) 5 (15%)
4 7 (58%) 4 (24%) 7 (47%) 3(18%) | 14 (52%) | 7 (1%) |
NA 1 (8%) 0 1 (7%) 0 2 (T%) 0
Voo o-B*2705 Control | a-B*2705 | Control PBL®
subfamily | (N=13) (N=18) | (N=I5) (N=18)
Vold 1 (8%) 1 (6%) 4 (27% 1 (6%) 7%
Donor Association Expected frequency? Found frequency
DL Vol4/Vp hs. 4 0.27 x 0.47 = 0.127 2/15=0.133
Vald/Vp7 0.27 x 0.13 = 0.035 2/15=10,133
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Footnotes to Table 2:
" Number and percentage of Vo and V(3 segments in productive transcripts from anti-
B*2703 CTL and in transcripts from non-anti-B27 T cells from each donor, V segments in
CTL with identical TCR, and VB segments in CTL with 2 productive o transcripts were
counted only once. VB segments from CTL with the same 3 and different o (ranscripts, and
Vo segments from CTL with 2 productive c transcripts were counted separately. VP
frequencies in anti-B*2703 CTL that were statistically different (p<0.05) from the
respective control are underlined. Vi segments were classified in homology subgoups [34]
as defined in Table 1. For Va, statistically significant differences (p<0.01) with unselected
PBL are underlined.
b Vo, subfamilies appearing more than twice in one donor.
9 Data from [33], corresponding to 300 productive o transeripts from PBL of 3 unrelated
individuals.
9 Expected frequency among anti-B*2703 clonotypes for random Va/V association. This
is the product of the corresponding Vo and VP frequencies. Differences with found

frequencies are underlined.
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Table 3. Recurrent Joo segments among productive transcripts from anti-B*2703 CTL®

Donor
Ja segment GM ' DL Total % in PBLY
N (%) N (%) N (%)

AA17 1 (8%) 1 (7%) 2 (7%) 2%
IGRJal0 1 (8%) 1 (7%) 2 (7%) 2%
IGRJal4 1 (8%) 1 (7%) 2 (7%) 2.3%
62.119 1 (8%) 1 (7%) 2 (7%) 0.7%
IGRJa02 1 (8%) 1 (%) 2 (7%) 0
HAVT33 2 (15%) 0 2 (7%) 1.3%
HAVPOL 2 (15%) 0 2 (%) 3%
IGRJa04 0 2 (13%) 2 (7%) 3.7% “
HAVTO06 0 2 (13%) 2 (7%) 4%

Total 9 (69%) 9 (60%) 18 (64%) 19%

2 Ja segrrienls appearing more than once in the CTL analyzed are indicated, Percent values
are relative to 13, 15, and 28 different productive o transcripts from donors GM, DL, or
both, respectively. The total frequency of these Jou segments in each or in both donors
together was significantly increased (p<0.0001) when compared with unselected PBL.

% Data from [33].



B*2705
T163
$167]
H171

A24
M45
V67|
A28V67
I )
Q70
YoQvo
AB1}
897
b114)
Y116}
D1i4Y116

39GLMm

71GCP

74.8GCP

0

50

100 0

50 100

% RELATIVE LYSIS

50

100




A

=)
k=Y
[
™

w

N BN
B B BO =

[N
e b

I o B B ol o | o
(IR I S E o BN N & [TV

Hip P
SHIERE

[+ -
-
'—I

ECEN)
«1 -3

-

o b bl
BBl R
HR D
i o P

. |-

s | |

CTL VB N+Dg I8 v8
42 .8GLM/71GCP
74 .8GCP FCAS GEELG  SPL 8.2
26GCP FCAIS SGGG T™OTQ | 12.3
81GCP LCASS 1GGGE TGEL | [317.1
12DCJ LOASS IAGES NTGEL |[17.1
[ 70DCI____|| LCASS IGVW EA |[17.1
37DCJ LCSY  KGVSGM NTEA 4
42GCP LCAS TLSVRGQOM MNTEA |[17.1
23GLM LCAS  WDRGYRP NTEA ||17.1
11DCT FCAS  KDRGT EQ |w22
5DCJ LCASS  PRAFS SYEQ 7
43DCJ FCASS QGLRAREVI YEQ | 16.1
39GLM FCASS D@ETEG YNEQ | 14
7DCI LCASS QVGTE  QETQ 7.2
18DLH FOASS  VOETSE TDTQ 1
52GCP/6IGLM LCASS  LVGAG TEA 5.3
29GCP/54GCP FCAS TIFgQEd gy |[E3. 4
SDLL LCASS HWDTA YEQ 6.4
5E6GLM FCA TETLG yoy | [13.4
aipbca LCASS LEAGVVP FEA 5
36DLH FCRIS  ERTY EQ t 12,3
13DCJ/31DCT FCASS LDEFK PQ | 14
4BGLM LCASS LALGHEGI YNSPL 6.1
77GCP FCAS  PSKTARD YGY |w22
15DLH FCASS  ¥SQ TDTQ | 13

S|P P P
P R=
= ol o

3.
n 3R b3

e

=R Egt
™.

B b
Wby O




CTL Vo N+Jo Vo Jor
77GCP FCAL GOWNSGGSNYEKL 12,1 HAVT3]
23GLM YCAL KGNSGGSNYKL 9.1  HAVT33
36DLH FCA GONAGETSYGKL | w25 HAVTOS
81DCT FCA VEWAGETSYGKL 13.1  HAVTOS
15DLH FCG THNTGGFKT | w29 IGRJal4
18DLH FCA VNTEGFKT 16.1 IGRJal4

62GCP/63GLM FCA GQTGANNL | w25 62.119
28DLH FCA LAGANNL 3.1 62.119
42GCP FCAT BNYQL 54 IGRTal4
43DCT LCA VTPDSKNYQL 7.2 IGRJald
18GLM FCA PGGEAFENYL 8.2 IGRJa02
12DCY FCA ENSGVSGNYL 8.2 IGRJa02
56GLM FCA ASWAGTASKL 8.1  AAlY
37DCT FCVV SEGSKL 1.8 AA1T
23GLM FCAF MTAPNQF 14 HAVPO1
81GCP ¥CR GOLGNQF | w2s HAVPO1

42 .8GLM/71GCP | LCA VREG 2.2 IGRJall

5DCJ FCh FMKLNDM 14 TIGRJal0
29GCP/54GCP LOA VLDSNTGKL 7.2 HAVP29
39GLM ) e TVNSGGYQKV | w29 AG212
26GCP FCAMR EPSNDYKL 54 HAVPLO
74.8GCE YCOARV EDRVEARGNKL 11.2 AC25
13DCJ/31DCT FCA YKAQGGSEKL 14.1 ACH
TDCT FCA YSGTYKY 14.1 122GRK
70RCT FCAT RGFGNEKL 14 ARL3
SDLL YCL VGELPDYNAGNML 20.1 AC17?
3.8DLH FCA ETDTGRRAL 15.1 AB19
11DCT FCh TREGYQKV 3.1 HAVP41

Fig?2.



TITLE:
T-CELL RECOGNITION OF HLA-B27.

Authors: Domingo F. Barber and José A, Lopez de Castro.

Affiliation:  Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (C.S.1.C.-U.A.M.). Universidad

Auténoma de Madrid, Facultad de Ciencias, Cantoblanco, 28049 Madrid.

SPAIN.

Correspondence: Dr. José A. Lopez de Castro. Centro de Biologia Molecular Severo
Ochoa. Universidad Auténoma de Madrid, Facultad de Ciencias.
Cantoblanco, 28049 Madrid (SPAIN). (Fax: 34-1-397 83 44, Phone: 34-

1-397 80 50).




1 Introduction.

Strong T-cell responses to allografts led to discovery and definition of transplantation
antigens. Further analyses made it possible to identify the molecules involved: peptide-
presenting proteins encoded by the MHC genes. These in vivo responses have a parallelism
in the mixed lymphocyte reaction in vitro. Conventional antigens activate a very small fraction
of T lymphocyte precursors, while alloantigens activate more than 1% of these cells. Two
hypotheses have been put forward in order to account for the high frequency of alloreactive
T-cell precursors. In the first hypothesis, each MHC-peptide complex could stimulate a
different T-cell population (Matzinger and Bevan'). Since any given peptide binds to a small
fraction of MHC molecules on the surface of antigen presenting cells, the antigen density per
antigenic determinant would be low.Alternatively, alloreactive T-cells could recognize directly
the allogenic molecule itself, so that MHC-bound peptides would not play an important role.
Consequently, foreign MHC molecules, functioning as ligands, could provide high determinant
density (Bevan?®).

A majority of alloreactive T-cells recognize the MHC alloantigen and/or its bound
peptide. These cells are usually cytotoxic for the graft and cause acute rejection (Lechler et
al.). A second subgroup recognize the alloantigen indirectly, for example, after being
processed and presented by antigen presenting cells of the host. This subgroup, with a much
lower precursor frequency, would help in the production of anti-MHC antibodies in the
donor, producing chronic rejection (Benichou et al.*; Fangman et al.®).

Our laboratory has focused on the anti-HLA-B27 allogenic response to analyze
HLA/peptide/TCR  interactions in the whole antigenic spectrum of this molecule. This
analysis was developed at two levels: (a) characterization of clonal heterogeneity, fine
specificity, and structural requirements of epitopes recognized by monoclonal CTL., and {b)

molecular characterization of alloreactive TCR. These studies will be reviewed below,




2 Clonal analysis of anti-B*2705 and anti-B*2703 alloreactive responses, ...

HLA-B27 polymorphism could medulate its antigenicity, and its relationship - to-

ankilosing spondylitis if T-cells are involved in the pathogenesis of this disease. PFor this

reason the antigenic relationships between the main HLA-B27 antigen, B*2705, and other

subtypes (Figure 1) was approached through fine specificity analysis of alloreactive CTL. As
an initial stage we analyzed a total of 84 anti-B*2705 CTL clones and 36 anti-B*2703 CTL
from four unrelated donors and from two of these donors, respectively (Lépez et al.?). B#2703
differs from B*2705 by a single amino acid change of His instead of Tyr59. This change is
unique among class I HLA antigens and affects an otherwise conserved residue that is
involved in stabilization of the amino-terminal group of HLA-bound peptides (Madden et
al."), The fine specificity of the CTL was determined by panel analysis against LCL. In the
analysis of anti-B*2705 CTL the subtype presenting the highest cross reaction was B*2703,
since it was recognized by 48% of the CTL clones. The less crossreactive  subtypes were
B#2704 and B*2706 (Table 1). The antigenic closeness of HLA-B27 subtypes. with B*2705
could be ordered, according to the number of anti-B*2705 CTL that crossreacted with them
in the following way: B*2705> B*2703 > B*2702> B*2701> B*2704 > B*2706,

An outstanding feature of anti-B*2703 CTL was that many were crossreactive with
B*2705 (Table 1). This means that most of the B*2703 allospecific epitopes are present in
B#*2705. Since the number of anti-B*2705 CTL crossreacting with B*2703 (48%) was
significantly lower than the anti-B*2703 CTL crossreacting with B*2705 (78%), it can be
concluded that there are more B*2705 allospecific epitopes absent in B*2703 than the reverse
situation., A possible explanation for this may be that the His59 change in B*2703 decreases
the stabilization of the amino-terminal group of bound peptides, so that many peptides will
bind to B*2703 with less affinity or might not bind at all. Only 22% of anti-B*2703. CTL did
not crossreact with B*2705 on LCL, which means that His59 brings about. few new. epitopes.

Thus, B*2703 is antigenically defective, relative to B*2705, and presumably presents. mostly
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a subset of the B*2705-bound peptides. The appearance of the few new epitopes in B*2703

can be explained according to three mechanisms: (a) some peptides that cannot bind to
B*2705 could bind to B*2703; (b) the same peptide could adopt different conformations
depending on the subtype to which it binds, and (c) the His59 itself might generate some
peptide-independent  antigenic changes.

Further insight into the differences between anti-B*2705 and anti-B*2703 CTL in
HLA-B27 recognition was obtained with site-directed mutants (Villadangos et al.®). Changes
in pocket A residues 167 and 171 affected less anti-B*¥2703 than anti-B*2705 CTL recognition.
In contrast, the change from Glu to Met45 in the B pocket, a residue which is critically
involved in anchoring the Arg2 motif of HLA-B27-bound peptides (Madden et al.”) affected
more deeply recognition by anti-B*2703 CTL (Table 2). This indicates that anti-B*2703 are
less dependent than anti-B*2705 CTL on pocket A and more dependent on pocket B
structure, and suggests that the B*2703 change not only disrupts pocket A interaction with
the peptidic N-terminus, but also reinforces the interaction of Arg in the B pocket.

The HLA phenotype may condition the T-cell repertoire of each individual {Akolkar
et al.”) and therefore condition individual allospecific responses. Thus, we addressed the
possible existence of donor-dependent differences in anti-HLA-B27 responses. The four
analyzed donors could be grouped in two pairs according to similarities in their anti-B*2705
responses. For example, in donors PA and DL CTL recognizing B*2704 and/or B*2706 were
not found. In contrast, a relatively high percentage of CTL crossreactive with one or both of
these subtypes were obtained from donors GM and SR (Table 1). The differences observed
in the anti-B*2705 responses correlated with the class I phenotype of the responder
individuals, and in particular with the Val/Glu dimorphism at position 152 in their HLA-B
antigens. PA (HLA-B35, 39) and DL (HLA-B39, 44) have Val152, and the only crossreactions
that were observed in the anti-B*2705 CTL from these donors were with subtypes presenting

val152 (B*2701 to B*2703). On the other hand, GM (HLA-B7, B8) and SR (HLA-B7, B44)
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have HLA antigens with Glul52 (HLA-B7) and with Val152 (HLA-B8 and HLA-B44), and

showed crossreactions with subtypes having Val132 (B*2701 to B*2703) and Glu152 (B*2704
and 2706) (L6pez et al.®).

We also analyzed the structure of HLA-B27 specific epitopes recognized by anti-
B*2705 CTL. For this purpose 27 anti-B¥2705 CTL from donors DL, GM and SR were
analyzed with site-specific B*2705 mutants with changes in various side-chain binding pockets
of the antigen binding site (Villadangos et alL?). Any of the mutations tested altered
allorecognition and this alteration correlated strongly with the expected effect of the mutation
on peptide presentation. Specific mutations showed different effects on CTL from different
donors suggesting that each individual responds predominantly to epitopes with a particular
structure. For example, great effect of the D—>Y116 mutation and irrelevance of the L—-A81
mutation on CTL from GM suggested a preferred response of this donor to epitopes that
involve peptides with C-terminal residues requiring Aspl16 but not Len81 in the C/F pocket.
Since Aspl16 is found in most HLLA-B27 subtypes (Figure 1), this might explain the wide
crossreactivity of a relatively large number of CTL from donor GM with subtypes. In doner
- SR the opposite effect was observed. Thus, CTL from this donor would recognize epitopes
with shorter or nonpolar C-terminal residues, which depend less on Aspll6 and are more
sensitive to changes in residue 81 (Madden et al,'), This suggests that alloreactive CTL from
donors GM and SR show preference for different groups of peptides. CTL from donor DL
recognized mainly epitopes that are highly dependent on the intact B*2705 structure as any
mutation had great effect (Villadangos et al.®), This can account for the fact that CTL from

this individual present less crossreaction with subtypes than those from other donors (Table

1.
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3 T-cell recognition of HLA-B27 expressed on murine cells. Functional evidence Ffor
implication of endogenous peptides in allogenic responses to HLA-BZ":'.

Many alloreactive CTL do not kill the P815 murine cell line transfected with HELA-
B27 and human [32 microglobulin. For the analysis of this phenomenon we selected two
groups of CTL, in such a way that, within each group, the CTL presented a very similar
reaction pattern, but they could be distinguished on the basis of their different avidity by
inhibition of lysis with anti-CD8& monoclonal antibody. In each group, only those CTL which
were not inhibited by this antibody, were capable of lysing HLA-B27" P815 transfectants
(Calvo et al.'). These results suggested that, for CTL with similar fine specificity, only those
with sufficient TCR avidity could overcome the requirement for adhesion molecules on the
target cell surface. Indeed, lysis by CTL requires a sufficiently avid cell-to-cell contact
involving CD8 (Salter et al.'”), LFA-1 (their ligands are ICAM-1 to [CAM-3) (Marlin and
Springer"? ; Staunton et al.'*; De Fougerolles and Springer™) and CD? (its ligand is LFA-3)
(Selvaraj et al.'®). When human CTL are confronted with murine targets the interaction
CD2/LFA3 does not take place, since murine cells lack an appropriate ligand for human
CD2; the human LFA-]1 binds to murine ICAM-1, with less efficiency than to the human
counterpart (Johnston et al.'”), Other evidence suggested that, in some cases, failure to lyse
murine HLA transfectans by human CTL was dependent on fine specificity rather than
avidity, implying cell-dependent expression of particular allospecific epitopes (Bernhard et
al,'®!, Marrack and Kappler'?; Heath et al.*®; Castafio et al.”'). In order to distinguish between
these two possibilities P815 transfected with HLA-B27, ICAM-1 and LFA-3 were used as
target cells for anti-HLA-B27 alloreactive CTL. Four different reaction patterns were
observed (Galocha et al.*). The first group consisted of CTL that lysed both human and
murine HLA-B27 transfectants, with no need for human adhesion molecules in murine cells.
The second group consisted of CTL that lysed the murine HLA-B27 transfectants with low

efficiency, but showed significantly increased lysisof transfectants carrying, in addition, human
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adhesion molecules. The third group, consisted of CTL that did not lyse the HLA-B27 murine
transfectants, unless co-transfected with ICAM-1-+LFA-3. In the fourth group, the CTL did
not lyse the murine transfectants even when co-transfected with human adhesion molecules,
indicating that in this group, which accounted for 42% of the CTL tested, absence of lysis was
not due to lack of avidity. Thus, lysis of HLA-B27" murine cells by human alloreactive CTL
is heterogeneous. In some clones absence of lysis can be explained by lack of avidity of
human CTL for murine cells. For CTL of group four, absence of lysis is probably due to lack
of the corresponding epitopes, suggesting that these involve peptides expressed in the human

but not in the murine cells tested.

4 Peptide dependency and unexpected clonal allospecificity.

Alloreactive CTL generally recognize allo-MHC+peptide complexes (Rammensee
et al.?: Heath et al.**; Sherman and Chattopadhyay®). Both the alloantigen molecule and
the many peptides bound may directly contribute to the structure of alloantigenic
determinants. Available evidence suggests that the peptide dependency of alloreactive
CTL is variable, ranging from strict specificity for a particular peptide to recognition of
motifs shared by multiple peptides or even peptide independence (Rétzschke et al*®),
This variability explains the occurrence of anti-HLA-B27 CTL showing unexpected
crossreaction with DR2, The first example of CTL clones displaying dual class I- and
class II-directed alloreactivity was reported in our laboratory by Aparicio et al?’, This
work described the characterization of three alloreactive CD8" CTL cloneslthat displayed
simultaneous lytic ability for both HLA-B*2705* cells and HLA-DR2" targets expressing
certain DR2-associated Dw determinants. The dual allospecificity of these CTL, as
opposed to a putative class I-restricted recognition of the class II antigens, was

demonstrated, but the basis for the class II crossreactivity was not established,
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More recently, and from the unrelated donor GM, the anti-B*2705 CTL clonotype
37GRK/123.8GRK also presented crossreaction with DR2 (Lopez et al”®). These CTL
recognized the B*2701 to B*2706 subtypes, but only the DR2ZDw2 subtype (B5*0101).
The lysis of DR2' targets was inhibited by anti-CD3 and anti-DR monoclenal antibodies,
In cold target competition assays, there was reciprocal inhibition between HLA-B27 and
DR2Dw?2 targets. Furthermore, PCR and sequencing showed a single TCR, indicating
that the dual allospecificity of this clonotype was mediated by the same TCR. From
correlation between the sequences of HLA-B27 and HLA-DR2 subtypes, and the fine
specificity of this CTL an structural motif common to HLA-B27 and HLA-DR2
(B5*0101) and specific for these molecules was identified. This motif was formed by
various positions of the P sheet that is the antigen binding site bottom. Changes affecting
this motif that were introduced by site-directed mutagenesis abrogated HLA-B27
recognition by CTL 37GRK/123.8GRK. Since these positions are involved in peptide
presentation but are not accessible to the TCR, these results suggest that the dual
allospecificity of CTL 37GRK/123.8GRK is due to recognition of antigenically similar
peptides presented by HLA-B27 and HLA-DRZ,

An opposite example, showing that allospecific CTL clones can be largely
independent of peptides, was provided by the anti-B*2704 CTL 64.8P. This CTL
recognized all B27 subtypes tested with changes in the C/F pocket of the molecule
(Jaraquemada et al.””), as well as mutants with changes in this region (Villadangos et
al.’%). However, it did not recognized B*2703, with a change in the A pocket, or mutants
with changes in pockets A and B. The clear-cut spatial distribution of the changes in the
HLA-B27 molecule affecting recognition by this CTL clone strongly suggests that it

lacks specificity for any particular peptide, but requires the structural integrity of the site
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involved in interactions with the N-terminal portion of peptides. The peptide-
independence of of this CTL was confirmed by its capacity to lyse HLA-B27" murine
TAP-deficient RMA-S transfectants (Villadangos et al’®). This lysis was inhibited by
anti-HLA-B27 antibodies, indicating that it was not H-2-restricted and its efficiency was
dependent only on the expression level of HLA-B27. Thus, recognition of HLA-B27 by
CTL 64.8P was peptide-independent or required a N-terminal peptide residue common
to many peptides. These results also showed that the corresponding TCR recognized
HLA-B27 with an unusual topology, involving mainly one of the sides of the peptide
binding groove. The unusual features of this CTL suggest that peptide-independent

alloreactive CTL are rather exceptional.

5 TCR usage and the molecular basis of HLA-B27 allorecognition.

TCR variability is generated by rearrangement of multiple germline-encoded
segments (V, D and J) through mechanisms that allow for the introduction of great
variability in the junctional regions (Toyonaga and Mak®; Wilson et al’®), The
hypervariable regions of Vo and Vf segments, called CDR1 and CDR2 by analogy with
immunoglobulins, would interact mainly with the MHC protein. The junctional regions,
formed by the No/N+DP and parts of Jo and JB segments, are known as CDR3 and are
thought to interact mainly with the peptides bound to MHC (Chothia et al.*¥*, Davis and
Bjorkman®; Claverie et al.”®). Although this model might be correct in general terms, the
contribution of V segments and of junctional regions to specificity is not independent.
For example, in the T-cell response to peptide variants that differ in residues affecting
T-cell recognition but not binding to MHC, TCR with reciprocal changes in the CDR3

are used, suggesting direct interaction between these regions and the peptide (Jorgensen
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et al.’®). However, at times, there is also a reduced number of V[3 segments, which would
imply their contribution to peptide specificity (White et al.*”). Moreover, mutations in the
CDR1 of VP cancel peptide-specific recogniticn (Patten et al.’®),

In peptide-specific responses limited heterogeneity of V and J segments, and of
junctional regions is frequently observed (Casanova and Maryanski®), However, there
are exceptions. For example, much TCR diversity, with only VP segments conserved, has
been found in CTL specific for a peptide of Plasmodium berghei restricted by H-2K*
(Casanova et al.*®). Certain class-II restricted peptide-specific responses are also
extremely diverse (Boitel et al.*'; Haberman et al.*’; Taylor et al.®), TCR studies in
alloreactivity are far less numerous. Due to clonal heterogeneity and the many
endogenous peptides involved, one would expect great TCR diversity in alloreactive
responses. However, non random use of V[} segments has been observed among T-cell
clones specific to I-A"™? (Bill et al."), or DR4 (Goronzy et al.¥) and in- allograft-
infiltrating lymphocytes (Shirwan et al.*; Hall et al.), although no restrictions were
observed in N+Dp or Jp segments. The use of a chain segments has been less studied,
and generaily great diversity has been found in Va, Jo and No regions (Bill et al.*;
Geiger et al.*%; Hurley et al.**). HLA-B35 allogenic responses showed limited variability
in o and p CDR3 regions (Steinle et al.*),

In an attempt to define the rules applying to TCR selection in the HLA-B27
allorecognition, we analyzed the structure of the TCR from anti-B*2705 alloreactive CTL
of known fine specificity. In an initial study involving 15 anti-B*2705 CTL from varicus
donors (Bragado et al.’’; Lauzurica et al.™®), a predominant use of VP segments from
homology subgroup 4 (VB3, VP11, VB12, VB13, VP14, VB15 and VBL7) was observed.

Homology subgroups include those Va or V[ subfamilies that present more than 50%
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amino acid sequence identity (Chothia et al,*). In addition, recurrent structural motifs in
the § chain junctional regions were also abserved: 7 of 15 anti-B*2705 CTL showed an
Ala codon in the DB-N-JB junction, and in 5 CTL the junctional region of the B chain
was formed only by hydrophobic residues. No evidence for o chain restrictions was
found in that study (Lauzurica et al*%).

To confirm and extend these initial results, we further analyzed TCR. usage in the
anti-HLA-B*2705 responses from donors SR and GM. The purpose was to assess
possible differences between donors and the general character of the previously observed
selective trends. The results from this study, which are described below, reveal a
complex selection of anti-B27 TCR, and demonstrate that such selection takes place on
multiple TCR elements following distinct rules for different gene segments (Barber et
al.®).

A first observation in this study was that four clonotypes from donor SR had
identical P chains, but very different o chains (Figure 2), These CTL presented similar
fine specificity with HLA-B27 subtypes, suggesting that the B chain rather than the o
chain, determines the fine specificity of these CTL. Although previously observed in
peptide-specific responses, this is to our knowledge, the first case of TCR sharing the
same chain among alloreactive “TCR, and is a clear example of uneven contribution of
o and [ chains to allorecognition.

Regarding V{ segments, both donors showed a predominant use of V3 homology
subgroup 4 (55 to 60% of clonotypes in each donor), with no statistically significant
differences in the use of other V[ segments (Table 3). These data confirm previous
results and show that the use of Vf§ subgroup 4 in the anti-HLA-B*2705 response is

donor-independent. Moreover these V[ segments were expressed in CTL with very
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different fine specificity, indicating that their use is not epitope-specific. This suggests
that VP skewing is determined by the HLA-B27 molecule itself rather than by bound
peptides.

Vo segment usage was more diverse. Yet, some Vo segments appeared répeatedly
and with higher frequency than in controls. For instance, Vo 14 appeared in 33% of anti-
HLA-B*2705 CTL from donor GM, including 3 of the four CTL with the most complex
reaction patterns. Va7 and V20 appeared recurrently (19% each) in SR and in
clonotypes with simple reaction patterns. Thus, there is a somewhat restricted use of Vo
segments among anti-B*2705 CTL, which is donor-dependant and might be related to
particular reaction patterns. |

In general, Vo and VP segments were selected independently from any given
Va/VP combination. However, Va7 associated with V[ segments of homology
subgroups other than 4 with a frequency higher than expected for random association,
and similar to that expected if Va7 were selected independently from VP, This negative
correlation between Vo7 and VB subgroup 4 suggests that the corresponding TCR were
selected on the basis of their Vou segment. These results strongly suggest that Vo, and V
segments are independently selected, and are involved in recognition of distinct structural
elements of the allospecific epitopes.

o and B chain junctional diversity was also non-random. In P chains diversity was
limited at three levels. Besides the CTL with identical p chains mentioned above, three
pairs of CTL used identical V@, JB, and very similar N+Dp regions. The CTL in each
of these pairs showed different fine specificity, suggesting that anti-B*2705 TCR with
similar B chains can be selected independently of specific epitopes or donors. Finally,

some P chains presented common N+Dp motifs, but different V3 aﬁd JBsegments In
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most cases, sharing of these motifs was not.associated to any specific reaction pattern
and was donor-independent. In contrast to 3 chains, o, chain junctional diversity was not
restricted in the N regions, but there was restriction in the use of Jo segments, so. th_at
7 Jo segments accounted for 61% of the anti-B27 CTL analyzed. Together. these
segments were found in 14% of unselected PBL in an independent study (Moss et al.*),
This Jo selection was.also donor and epitope independent. Recurrent N+DB motifs did
not occur concomitantly with recurrent Jo segments, suggesting that selection of
Junctional regions takes place independently in o and B chains, This implies that specific
antigenic determinants may interact predominantly with the CDR3 region of one of the
TCR chains.
In conclusion, diversity of HLA-B27 specific TCR is limited at three levels and
in different structural elements: first, in the whole f chain, second, in Va or VB
segments only, and third, in the CDR3 regioﬁs of either chain. Vo and VJ segments are
selected differently, in their dependency of the donor and fine specificity. Diversity in
o and P chain junctional regions is limited in different genetic elements of the CDR3 (ie:
Ja and N+D, respectively), This pattern of asymmetric selection of structural elements
indicates that contribution of o and 3 chains to TCR specificity is not equivalent. Except
for Va, it seems to be little influence of the donor in TCR selection. In particular, the
predominant use of Vf subgroup 4 in multiple donors, raises the posibility that these Vp
segments might be suitable targets for therapeutic manipulation of alloreactive responses,
V[ segment selection in peptide-specific responses has sometimes been related
to C-terminal V{ residues, actually contributing to CDR3 (Jorgensen et al.), However,
preferential recruitment of Vf3 subgroup 4 among anti-B*2705 CTL is probably- based

on CDR1 and CDR2, as these regions are likely to interact with the a'lloar__lti'gen' 'mqlecule
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(Chothia et al.®®; Davis et al.*; Claverie et al.”%; Hong et al.*). A comparison of CDRI1
and CDR2 sequences revealed that at many positions one or two structurally related
residues were present in more than 75% of the Vf segments from subgroup 4 used by
38 anti-B*2705 clonotypes (Lauzurica et al.”’; Barber et al.**). These motifs were at
variable frequency, depending on each position, among V[ segments - from other
subgroups in these CTL (Figure 3). To assess their putative significance, the frequencies
of CDRI and CDR2 motifs in anti-B*2705 clonotypes were compared with those in
unselected CD8* PBL (Akolkar et al.®) (Table 4). The motifs at any given position whose
frequency among anti-B*2705 clonotypes was more than double that in PBL were
assigned as the minimum determinants of the observed Vf segment selection. They were
the following: Met27, and Asp/Asn28 in CDRI, and Tyr47, Val52, and Asp/Glu59 in
CDR2. VB3 and VP14 possessed the 5 CDRL and CDR2 motifs so defined.
VB13IGRb14, VB13IGRb16, and VB17.1 possessed 4 of the 5§ motifs. Vp13.1/2, V313 .4,
and VP15.1 possessed only three. This indicates a close correlation between particular
CDR1+CDR2 motifs and VB usage by anti-B*¥2705 CTL. There was no clear correlation
with overall homology in these regions (Figure 3), suggesting that VB segments are
recruited based on certain residues, rather than on global CDRI or CDR2 sequence
homology.

Most of these motifs were absent o rare (Met27) in V[ segments from other
subgroups expressed in anti-B*2705 CTL. This indicates that these VP segments were
not selected for their sharing of the relevant CDR1 or CDR2 motifs with subgroup 4. A
likely explanation for the presence of VP subgroups other than 4 among anti-B*2705
CTL is that the corresponding TCR were selected mainly on the basis of TCR elements

other than the VB segments. A likely example of this was mentioned above concerning
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selection of Va7 irrespective of the VJ subgroup.

Remarkably, B27-restricted CTL specific for arthritogenic bacteria (Yersinia
enterocolitica) as well as autoreactive B27-specific CTL isolated for the synovial fluid
of patients with Yersinia-induced reactive arthritis used TCR with a predominance of Vf
subfamilies from subgroup 4 (VB13, 14, and 17) (Duchman et al.”®), The frequency of.
these VP segments among B27-directed autoreactive CTL (57%) was similar to that
found among our anti-B*2705 alloreactive CTL (Barber et al.”*), This finding further
indicates the relevance of this V[ subgroup in HLA-B27 directed responses and suggests

the possibility of inmune manipulation of pathogenetic T-cell responses against this

antigen.

6 Peptide-specific HLA-B27 restricted T-cell recognition.

HILA-B27-restricted peptides from influenza NP (381-388) (Tussey et al.”’), and
NP (383-391), HIV gpl20 (314-322), HIV gag p24 (265-274) (Hueth et al.**), Epstein-
| Barr virus (EBV) LMP2 (236-244) and EBNA 3C (258-266) (Brooks et al.*®), HSP 60
(284-282) (Cerrone et al.*’), measles I protein (438-446) (van Binnendijk et al.®™h), and
procollagen-CIl P109 (Gao et al.®®) have been reported. However, few studies have yet
addressed the issue of HLA-B27 subtype differences in peptide presentation to self-
restricted CTL. Brooks et al.”, used CTL responses to EBV as a system to identify B27-
restricted epitopes. When CTL clones were tested-against targets expressing individual
EBV proteins from recombinant vaccinia vectors, all B*2705-, B*2702- and  some
B*2704-restricted clones recognized the EBNA 3C antigen. [n addition, all the EBNA
3C-specific clones tested from B*2705-, B*2702; or B*2704-positive donors re‘cqgnized

the same immunodominant peptide. This was the first direct evidence that different BLA~
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B27 subtypes can present the same immunodominant peptide. In confrast, an EBV
LPM?2-derived peptide was presented only by B*2704, Nevertheless, this peptide: binds
to B*2705 in vitro with similar efficiency as the B*2705-restricted EBNA-3C peptide
(Villadangos et al.,®), suggesting that factors other than binding affinity: to-a -given
subtype can determine peptide immunogenicity in a particular HLA class T context. In
another study (Colbert et al.*) a B*2705-restricted influenza NP (383-391) peptide was
inefficiently presented by B*2703, due to reduced affinity of the peptide for this subtype.
High affinity and presentation by B*2703 could be induced by changing “the amino-
terminal residue of the peptide from Ser to Arg. Recently, Tussey et al.’” have reported
that two overlapping peptides from influenza, NP (381-388) and NP (383-391), are
restricted by B*2702 or B*2705, respectively. These studies indicate a large degree of
specificity in viral peptide presentation, althbugh some peptides can be presented by
multiple subtypes. The molecular basis of the subtype specificity correlates. with the
nature of the peptidic anchor residues. For instance, natural B*2702-bound peptides
present mainly aromatic or aliphatic C-terminal residues. B*2705-bound peptides possess
both basic, aromatic or aliphatic C-terminal residués. Since influenza NP (383-381)
peptide have C-terminal Arg, this explains the specificity of this peptide for B*2705 but
not B*2702. The overlapping peptide NP (381-388) has C-terminal Ile and can be
efficiently presented by B*2702 (Tussey &t al.5"). Subtype polymorphism, by modulating
binding of peptides with related structure but differing in relevant anchor residues, may
be effective in presenting variant peptides resulting from mutational - drift of viral
antigens, thus adapting MHC function to pathogen variations.

Contrary to allorecognition, where the structure of allospecific- epitopes is yet

undefined, self-restricted T-cell recognition - is' amenable ~to -a more: detailed
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characterization of the molecular interactions between peptide-specific TCR. and self:
restricted epitopes. These studies have been developed in the influenza system:
Restricted TCR o and P chain usage has been reported in the response: against NP (383-.
391) peptide (Bowness et al.*®). In particular, B chains showed a predominant use of VB7
and homologous N+DP regions. A CDR3 consensus motif could be defined in positions
96-100: QExVG. In this motif, QE residues are contributed by VB7, while VG residues
are in the N+Dp region. The negative charge of GluS7 might play an importént role due
to its interaction with the peptidic Arg7, thus promoting selection of V[37. VB7.1 ocan use
Glu or Asp at position 97, depending on the first nucleotide in the N+Dp region. In this
response Glu97 was always used (Callan et al.®%). Since both residues differ only in the
length of their side chains, this suggests high restriction in the interaction of this position.
Further analysis of the TCR/peptide interaction in this system was carried out with
peptide variants (Bowness et al.”’). On the basis of X-ray analysis, peptide residues 1,
4, and 8 are accessible to the TCR (Madden et al.”). Thus, these positions in the NP
(383-391) peptide were systematically changed to assess their relevance in T-cell
recognition. Substitutions of peptide Serl affected some CTL clones but not others. Trp4
and Thr8 were crucial for recognition by all tested CTL, so that even conservative
changes greatly reduced lysis. Substitutions in residue 7 also affected recognition without
altering binding to HLA-B27, suggesting that in this peptide, the Arg7 side chain is
oriented towards the receptor. The effect of peptide changes on T-cell recognition could

be correlated with the TCR used by the corresponding CTL clones to assess the basis for

TCR selection in this response. NP (383-391)-specific CTL could be divided: into two

groups depending on their requirement for Serl, The CTL that were affected used Vaul4,

Jo9.3, and a long CDR3 o region with bulky aromatic residues, whereas those ugaffeoted
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used Voul2 and short CDR3 o regions. These data suggest that the cv.chain:interacts.
with the MHC close to peptide residue 1. As mentioned above, the impc__:-lj;_téncé of -the: '
peptidic Arg7 for interaction with the TCR would account for the existence of a Glu9T

in the CDR3 region of the f§ chain of most CTL.

7 Concluding remarks.

HLA-B27 polymorphism provides an experimental system in which to analyze ithe |
functional consequences of naturally occurring class I HLA microheterogeneity: al a
molecular level. Drastic changes in HL.A-B27 T-cell antigenicity. are induc.:_ed:by]evsnr
single amino acid substitutions. Antigenic changes can be interpreted as an effect of
subtype polymorphism on moduling peptide binding specificity. Although the general
mechanisms by which HLA polymorphism influences peptide presentation have been
established, largely as a consequence of X-ray analysis of peptide-MHC compléxes, the
detailed effects of single amino acid changes on modulating peptide specificity are yet
insufficiently known. The importance of such analysis is justified by the potentially great
effects of seemingly subtle changes in antigen presentation and disease. For instance,
there are reports of lack of association of particular HLA-B27 subtypes to
spondyloarthropathy, at least in particular populations (Lopez-Larrea et al.%® D'Amato
et al.%%). Thus, a molecular interpretation of the effects of subtype polymorphism on

peptide binding and T-cell recognition may greatly enhance our understanding of HLA

variation in its relationship to pathogens and chronic disease.

In addition, the molecular relationship.s between TCR structure andi HLA

recognition can be approached by detailed molecular analysis of specific TCR m thelr

relationship to T-cell antigens whose structure ‘can be modulated by HLA or peptlde
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microheterogeneity. Understanding the basis for selection of TCR repertoires in peptide-
specific, alloreactive or autoimmune T-cell responses may ide'ntify‘pote‘ntial:targets'fdr

therapeutic intervention.
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Figure legends.
Figure 1,

Spatial location of the positions that are polymorphic among HLA-B27 subtypes in
the &l and a2 domains. Bars indicate the positions in which each subtype differs from
B*2705. The diagram shows a schematic top of view of the antigen-binding site of the class
I HLA molecuie. Amino acid differences of HLA-B27 subtypes with B¥2705 are the following:
D—Y74, D>N77, and L-»>A8! in B*2701, D—N77, T—I80, and L—»A8L in B*¥2702, Y—»>HS59
in B*2703, D877 and V—EL52 in B*2704, D-»S877, HoD114, D->Y116, and V—E152 in
B*2706, N-5897, Y->H113, H->N114, D->Y116 and S—R131 in B*2707, D877, T>N8&0,
L—R82, and R—>G83 in B*2708, and D—HI116 in B*2709.

Figure 2,

TCR o and (3 gene segments and sequence of the CDR3 region in productive
transcripts from anti-B*2705 CTL with identical B chains. Va and V[ subfamilies are
~ indicated by number and classified according to the homology subgroup to which they belong.
The 12SRE clonotype included CTL 128RF, 125LG, 60SL.G, 4515, 11515, and 37SLG which
had the same TCR but were cloned independently from the same bulk population, CTL
11.8SLG showed an additional but weak crossreaction with B*2702 (Lépez et al.f).

Figure 3.

Comparison of amino acid sequences in CDRI and CDR2 of the V[ segments found
among anti-B*2705 CTL. CDR are defined as in Chothia et al.>, ¥ segments are grouped
according to their homology subgroup (h.s.). The number (N} of clonotypes in which each V@
segment was found, and their total number from each subgroup (T), are given. In those
positions in which one or two structurally similar residues were found in more than 75% of
h.s.4 VP segments, the corresponding motif is shown on top, and the corresponding residues
are boxed. Motifs appearing among anti-B*2705 clonotypes 'wi:ch a frequency more .'than :

double that in CD8" PBL (see Table 4) are underlined.



Table 1. Crossreaction of anti-HLA-B27 CTL clones with HLA-B27 subtypes’

28

Subtype Anti-HLA-B*2705_CTL. from Individual Donors
PA DL GM SR TOTAL
N %o N % N %o N (%) N Yo
B*2705 18 (100) 15 (100) 18 (100) .33 (100) 84 (100)
B*2701 3 (17 2 (13) 8 (47 11 133) 24 29
B*2702 8 (44) 4 @n 5 (28) 11 (33) 28 (33)
B*2703 9 (50) 2 (13 9 (50) 20 (61) 40 (48)
B*2704 0 (0) 0 (0) 6 (33) 4 . (12 10 (12)
B*2706 0 (0) 0 © 5 (28) 2 (6) 7 ®)
Subtype Anti-HLA-B*2703 CTL from Individual Donors
DL GM TOTAL
N Y N %o N (%)
B*2703 21 (100) 15 (100) 36 (100)
B*2705 18 (86) 10 67 28 (78)
B*2701 2 (10) 0 ()] 2 (6)
B*2702 6 29) 1 @) 7 (19)
UBT04 4 (19) 2 3) 6 an
- B*2706 1 (5 2 (13) 3 (8)

! Figures are the number (N) and percentage (%) of CTL clones recognizing each subtype. Data are from Lépez et al.’.



Table 2. Recognition of B*2705 muiants by anti-HLA-B27 CTL'

i Relative cytotoxicity
CTL Pocket Mutants 0-50% 1-100% N
A 5167 9 (69%) 4 (31%) 13
Anti-B*2705 H171 10 (76 %) 3(23%) 13
B M43 7 (53%) 6 (47%) 13
- J
A S167 3 (20%) 12 (80%) 15
Anti-B*2703 H171 3 (20%) 12 (80%) 15
B M45 12 (80%) 3(20%) 15

' Figures are the number and (in parenthesis) percent of CTL showing relative cytotoxicity
towards the corresponding' mutant in the range indicated on top of each column, N: number of

CTL analyzed with each mutant. Data are from Vi{ladangos et al.®.



Table 3. 7CR VB gene segment usage among anti-B*¥2705 CTL

30

Donor!
VB Total
GM SR
Homolgy
Subgroup o-B*2705 Control a-B*27G5 Control o-B*2705 ﬁContml
(N=11) (N=9) (N=15) (N=10) (N=26) (N=19)
1 3 (27%) 4 (44 %) 320%) 5 (50%) 6 (23%) 9@7%)
2 1(9%) 1 {11%) 2 (13%) 0 3 (12%) 1(5%)
[
3 1(9%) 3 (33%) 1(7%) 3 (30%) 2 (8%) 6 (32%)
4 6 (55%) I (11%) 9 (60%) 2 (20%) 15 (58%) 3(16%)
|

|

! Number (N) and percentage of V[ segments from each subgroup in anti-B*2705 CTL and in

non-anti-B27 T-cells (control) from each donor. Values corresponding to anti-B*2705 CTL that

show statistically significant difference (p<0.05) with the respective control are in bold and

underlined,
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Table 4. Recurrent motifs in V8 CDR! and CDR2 regions among anti-B*2705 CTL

Position n° Residue! h.s.4 all % in CD8" PBL? | Ratio*
(N=22) (N=38)
CDRI 26 D +N 21 (95%) | 21 (55%) 31 1.8 |
27 M 18 (82%) | 19 (50%) 24 2.1
28 D +N 21 (93%) | 21 (55%) 23 2.4
29 H 22 (100%) | 31(82%) 76 1.1
30 D +E 19 (86%) 19 (50%) 39 1.3
CDR2 47 Y 20 91%) | 20 (53%) 20 2.7
48 Y +F 22 (100%) | 26 (73%) 52 1.3
49 S 22 (100%) | 23 (61%) 42 15
52 v 17 (77%) 17 (45%) 18 2.5
57 K 21 (95%) | 25 (66%) | 53 1.2
58 G 22 (100%) | 34 (89%) 75 1.2
59 D+E 22 (100%) | 22 (58%) 28 2.1
it |
60 V41 22 (100%) | 31 (82%) 54 1.5
61 P 18 (82%) 23 (61%) 46 1.3
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Footnotes to Table 4:

" One or two structurally related residues present in at lcasi 18 of the 22 clonoty_ﬁeé expressing
VB segments from h.s. 4 (Figure 3). o

 Number and percentage of the V[ segments from h.s.4 or from all VB segments in anti-B¥2705:+.
clonotypes that have the particular motif,
7 Added percentage of the VB subfamilies expressing the corresponding motif at each position_.; "
among CD8" PBL, Based on Akolkar et al.’.

* % inall / % in CD8" PBL. Motifs for which this ratio is >2(underlined) are in bold. -






Reaction T Va-Homology Subgroup “ V3-Homology
Pattern CTL | Subgroup JB
with “ 213l4a|5]6]|7 “ 112134
Subtypes |
53 12SRF | 20.1 124 | | |3 2.1
5,3 33.8515 | 54 AC25 | 3 2.1
| 53 | 1siG |81 FR6 | 3 2.1 |
" 53 |nssLg | |31 62.119 | 3 21 |
Vo N+Jo vB N+DS JB
12SRF YYCLVGD KVNTGFQKL LCAS RLAGN N E Q
33.8815 Y FCAMR RAAAAGNRKHL LCAS RLAGN N E Q
138LG YFCAA GSPRYDKY LCAS RLAGN N EQ
11.8681L.G Y F CAL TGANNL RL AGN N EQ

LCAS
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