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1.- INTRODUCCIÓN

1.1.-El receptorde la célulaT.

Las célulasT reconocenenla superficiecelularlos complejosformadospor las proteínas

del MHC y los péptidosque éstaspresentan,a travésde su receptorespecíficoo receptorde

célulaT (TCR) (Davisy Bjorkman, 1988). El receptorde antígenode los linfocitos T maduros

estácompuestopordosglicoproteinasaltamentevariables,distribuidasclonalmente(dímeroa

o yb), asociadasno covalentementecon los cincopolipéptidosinvariablesque constituyenel

complejoCD3 (Meueretal., 1983;Brenneret aL, 1985) (Figura 1).

Lascadenasa, ~, y y 8 pertenecenala superfamiliadelasinmunoglobulinas(Ig) (Davis

y Bjorkman, 1988).El receptora ji es el máscomúnen los linfocitoshumanos,encontrándose

en másde un 95%delas célulasT de sangreperiférica(Groha al., 1989; Brennerd aL, 1986).

Poseeun dominio distalaltamentevariable,queesel responsablede la unión de antígeno,y un

dominio proximal constante. Su estructura es similar a la de las inmunoglabulinas,

identificándoseregionesvariables(V), de diversidad(D), de unión (J de “joining”) y constantes

(C) (Siu et aL, 1984; Toyonagay Mak, 1987; Chothia etaL, 1988; Wilson et aL, 1988; Raulet,

1989; Davis, 1990) (Figura 1).

El complejo CD3 está formadopor tres polipéptidos y, 8 y e, pertenecientesa la

superfamiliade las inmunoglobulinas,que seasociana dos subunidadesindependientes,las

cadenasC y ti que forman homodímeros« (90%) o heterodímeros~ (10%) unidos por

puentesdisulfuro (MercepetaL, 1988;Mossa aL, 1992)(Figura 1). Se creequela cadenaC es

necesariaparaunir CD3 al TCR aji y paraun transporteeficientedel complejoTCR/CD3a

la superficiecelular(Mercepa aL, 1988).Cadaunadelascadenasdelcomplejoserequierepara

la eficientetransmisiónde señalesal interior celular.

1.1.1.-Los genesdel receptora II de la célula T.

Los distintossegmentosgénicosy, D, Jy C dela célulaT seencuentrandistribuidos,en



a fl

y

y IDIJI

o ¡ TM [CV1 alpha

o TM [c’~ibeta

e

—+4’’

ME
mm
oB,D5

2

,— VB —

i5~2 II

II •‘

u Emu
u. Mm

jB2 53

Ii 1 ¡ 1 1 1.1 1 1 1 1 ¡ A 1 111111

J& ocx

IIl IlIllIlIl.
IllIllIlIlIl ¡

— u
— u

ob v&3

u 1

081 D82 J62
VSa

Figura 1. A) Representaciónesquemáticadel receptor aji de la célula T y de CD3. B)
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línea germinal,en diferentesgrupos,separadosunos de otros. Estossegmentosrecombinan,

durantela maduraciónde los linfocitos T, siguiendoun procesoporel cualsoproduceprimero

la unión delos segmentosD conlos 3 (solo en ji) y luegola unión de los Y canlos D-J o J (en

« y ji respectivamente).Comoconsecuenciade estasuniones,los genesY, D o J quehayentre

los segmentosutilizadospor la célula T son deleccionados.Tras este procesoel DNA del

linfocito T maduro tiene juntos y recombinadoslos segmentosV(D)J. La unión de estos

segmentosala regiónconstanteseharádurantela maduracióndelmRNA bajola acciónde una

señaldeprocesamiento.El segmentoV estácodificadopordosexonesseparadospor un intrón

de 90 a 400 paresde bases(bp). El primerexón codificaparaunasecuenciaseñalhidrofóbica

de aproximadamente50bp. El segundoexón codificaparael restode la región Y (entre250 y

350bp)(MosseraL, 1992).Las segmentosVa y Vji poseendosresiduosdeCys,separadosentre

63 y 69 aa,queforman de puentesdisulfurosintracatenarios(Chothiael aL, 1988).

Las segmentosY se agrupanen subfamilias,cadauna de las cualesincluye aquéllos

miembrosque presentanuna homologíamayor del 75% en su secuenciade nucleótidos.La

homologíaentre las proteínasde diferentessubfamiliasosdila desdeel 16% hasta el 58%

(Wilsonelal., 1988).Diezaaquesonimportantesparala conservacióndela estructuradelTCR,

aparecenconservadosen másdel 75% de las secuencias(Concannonel aL, 1986; Klein el aL,

1987),Las subfamiliasde segmentosY sepuedenclasificarasuvezensubgruposdehomología.

EstosincluyenaquellassubfamiliasVa o Vji que tienenentresi una identidaden su secuencia

deaa mayordel 50% (Chothiael aL, 1988).

El elevadonúmerode segmentosgénicospermitegenerarnumerosascombinaciones

transcripcionales.Estadiversidadseve muy incrementadapor la adición de nucleótidosno

codificadosen líneagerminalen lasregionesN o zonasde uniónVj3-DP y Dji-Jji o Va-Japor

la acción de la deoxinucleotidiltransferasaterminal(Georgeel aL, 1992), En el TCR no existe

el fenómenode la hipermutaciónsomáticadescritoparalas inmunoglobulinas.

Las genesde la cadena« estánlocalizadosen el cromosoma14 (14q11)(Cacciael aL,

1985; Collins el aL, 1985)(Figura 1). Las genesparalos elementosde la cadenafi delTCR se

encuentranentrelos quecodificanparalos segmentosVay Ja.Aproximadamente50 segmentos

Va, agrupadosen32 subfamilias,y unos100segmentasJaestándistribuidosa lo largode 100kb

deDNA (Yoshikaiel aL, 1986;KimuraeraL, 1987; Klein elaL, 1987; Roman-RomanetaL,1991;
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Mossel aL, 1993).A 4kb de los segmentosJaseencuentraun únicosegmentoCa (Yoshi.kaiel

aL, 1985).

El complejo de genesde la cadena~ ocupaunasáOOkb del cromosoma7 (7q32-35)

(Cacciael aL, 1984; Lai el aL, 1988) y comprendeunos57 segmentosVP agrupadosen 26

subfamilias(Kimura el aL, 1986; Concannonel aL, 1986; Wilson el aL, 1990; Robinson,1991;

Ferradiniel aL, 1991; Hall cf aL, 1994)(Figura 1). Hay dossegmentosCji separadosunas8kb

entresi. Cadauno poseeun grupode segmentosJji y un segmentoDji asociado(Clark el aL,

1984; Toyonagael aL, 1985).Lasdos segmentosC~ sonaltamentehomólogos,diferenciándose

tansolo en 4 aminoácidos.Ademásde los tránscritosVDJC el complejo ji producetrAnscritos

DJC similaresa los DJp de Ig, cuyafunción no seconoce(Gu el aL, 1991).

En los genesquecodificanparasegmentosV y C delTCR aji seha descritola existencia

de polimorfismo alélico. Las variacionesalélicasmás extensamentecaracterizadasson las de

RFLP, quemapeanen regionesno codificantes(Posnett,1990).Tambiénseha identificadola

existenciade polimorfismos en regionescodificantesen algunos genesY (Plazael aL, 1991;

Reyburnel aL, 1993)y en Ca (Bragadoel aL, 1994). Hastaahorano hay evidenciade queeste

polimorfismo impliquediferenciasfuncionales.

1.1.2.-Estructuratridimensionaldel TCL

El análisiscomparativode la secuenciade lascadenasdelTCRcon la de las cadenasde

las Ig permitiópredecirquela estructurade ésteseriamuy similara la delas primeras(Chothia

el aL, 1988).Recientementese hancristalizado,porseparado,los dominiosextracelularesdelas

cadenasji (Bentley el aL, 1995) y a (Fieldsel aL, 1995)con una resoluciónde 1,7k y 2,2k

respectivamente.Los resultadosconfirman la gran similitud de la estructuradel TCR con Ig,

aunquerevelanla existenciade ciertasdiferencias.La estructuradelasregionesCDRI y CDR2

ji permiteun menornúmerodeconformacionesen el TCRqueen Ig al estarel dominio Cmuy

próximo al Y. La cadena a presentaun giro diferente al de Ig que le permite formar

homodimerosquepodríandar origen a la formación de tetrameros(a0)~. Se predicetambién

la posibledisposicióndel TCR en la interaccióncon el tetramero(ap)2 de claseII: CDR3a

estaríasobreel extremo N-terminal del péptido antigénico,y CDR3ji sobreel extremoC-

terminal (Fieldsel aL, 1995).
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1.2.-El ComplejoPrincipaldeHístoconipatihilidad(MHC) y la presentacióndeantígenoa los

linfocitos T.

El MHC, denominadoHLA en humanos,es un sistemade geneslocalizadoen elbraza

cortodel cromosoma6. Ocupaun segmentode4000kbdeDNA dividido en tresregiones:clase

1 en el extremoteloméricodel complejo,claseII en el extremocentromérico,y entreellos, los

genesdeclaseIII queincluyen,entreotros,aquellosquecodificanparalasproteínasdelSistema

delComplemento.Lasdosprimerasregionesincluyenlos genesquecodificanparalos antígenos

de clase1 y los de claseII, cuya función espresentarpéptidosantigénicosa los linfocitos T

(Smell el aL, 1976; Mason y Morris, 1986). Existen dos vías de presentaciónde antígeno

(Yewdell y Bennink, 1990).En la vía exógena,las célulaspresentadorasde antígeno (APC)

capturanlos antígenos extracelulares,los internalizan y degradanen su compartimento

endosómico.Algunos de estosproductosde degradaciónseunena los antígenosde claseII y

sepresentanen superficiedonde son reconocidospor los linfocitos T CD4~, cuya función

principal escooperaren la activaciónde célulasefectoras,En la vía endógena,proteínasde

parásitosintracelulareso propias sintetizadasendógenamenteson degradadasen el citasoly

algunosdelos péptidosproducidossontransportadosal interiordelretículoendoplásmicodonde

seunena los antígenosde histocompatibilidadde clase1 paraserpresentadosen superficiea

los linfocitos T CD8~, queposeenactividadcitoiltica.

El polimorfismo esuna de las principalescaracterísticasdelos antígenosde clase1 y

claseII, ya quedeterminala especificidaddepresentaciónde péptidosen estasmoléculas.

1.2.1.-Estructurageneraly organizacióngénícade los antígenosHLA de clase1.

Los antígenosdeclase1 songlicoproteinasdemembranapertenecientesa la superfamilia

de las inmunoglobulinas.Constande dos cadenaspolipeptidicas,una pesada,la cadenaa,

polimórfica, de aproximadamente44kD, codificadaen el MHC y unidade forma no covalente

a una cadenaligera invariante, la ji2-microglobulina (ji2m), de aproximadamentel2kD, no

codificadaen el MHC (Ploeghel aL, 1981) (Figura 2). En la cadenapesadase distingueuna

región extracelularde 274 aa, una región transmembranahidrofóbica de 25 aay una región

intracitoplásmicahidrofílica de 30 aa (Ploeghelc¿L,1981).La regiónextracelularestáformada

por tres dominiosde unos 90 aa, denominados«1(1-90),«2 (91-182) y «3 (183-274).Las
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Figura 2. A) Representaciónesquemáticade la estructura tridimensional de la porción

extracitoplasmáticade las moléculasMHC de clase1 (tomadode Lawlor cf aL, 1990). E)

Esquemade la estructurasecundariade la molécula(tomadode Bjorkman cf aL, 1987a). C)

Representacióndelsitio de unión de antígeno.Seindica la localizacióndelas subcavidadesA -

F (adaptadode Bjorkmann cf aL, 1987b). D) Representaciónesquemáticade la interacción

péptido-MHCdeclase1. En la figura seindican lassubcavidadesdel sitio deunión deantígeno

en las que se alojan las cadenaslateralesdel péptido.Los residuosR4, RS, R6 y RS son

accesiblesal medio. LassubcavidadesE y C/F forman en HLA-B27 unasolagrancavidad.Se

especifica,también,los residuosque en cadasubcavidadinteraccionancon cadaposicióndel

péptido (adaptadode Villadangoscf aL, 1992).
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dominiosal y a2 presentanunaciertahomalogíaentresi (Orrel aL, 1979a).El dominio «3 es

homólogoa la cadenaligera ji2m y ambassonasuvezhomólogasa los dominiosconstantesde

las inmunoglobulinas(Orr cf aL, 1979b).Lasdominios«2, «3 y ji2m tienen puentesdisulfuro

intradominio.En el dominio al existeun enlaceN-glicosidico con un carbohidratode unas

3,3kD (Fergusoncf aL, 1979) (Figura2).

Existentresloci altamentepolimórficosquecodificanparaantígenosdeclase1 humanas

clásicos:FILA-A, B y C (Koller cf aL, 1989).Los genesrespectivosestánorganizadosen8 exones

queocupan3,3kbseparadospor7 intrones.Elprimerexóncodificaunareglónde 18 nucícótidos

5’ no traducida,seguidadelos 24 tripletesdecodonesquecodificanel péptidoseñal.Las exones

2 (270 nucledtidos),3 y 4 (276 nucleótidos) codifican para los dominios al, «2 y aS

respectivamente.El exón 5 (117nucleótidos)codificael dominio transmembranay los residuos

quelo flanquean.Las exones6 (33 nucleótidos)y 7 (48 nucleótidos)codificanparael dominio

intracitoplásmico.El exón 8 (400nucleótidos)contienedoscodonescodificantesen su extremo

5’ paralos residuosC-terminalesdel dominio intracitoplásmicoy la tambiénla región 3’ no

traducida,

1.2.2.-EstructuratrIdimensionalde los antígenosde clase1.

La estructuratridimensionalde los antígenosde clase1 sedeterminómedianteestudios

de difracción de rayos-X. Se conoce la estructurade tres antígenoshumanos: FILA-A2

(Bjorkmanel aL, 1987a;Bjorkmancf aL, 1987b; Sapercf aL, 1991),HTA.Aw68 (Garretcf aL,

1989; GuocfaL, 1992; Silverel aL, 1992)y HLA-B27 (MaddencfaL, 1991; Maddenel aL, 1992);

y de dos antígenosmurinos:H~2Kb (Fremontel aL,1992) y H.2Db (Yaung el aL, 1994). La

estructurade las distintasmoléculasde clase1 es muy similar, como cabría esperarde la

similitud de sus secuenciasy de su función.

Las dominios«j y «2, situadosen el extremodistala la superficiecelular,presentanun

mismoplegamientoterciario,mientrasqueel dominio«3esanálogoal dela ji2m, encontrándose

amboscercade la membrana(Figura 2). Las dominiosa~ y ji2m presentanuna estructurade

“sandwich” compuestopor dos láminas de cuatro y tres cadenasji antiparalelasunidaspar

puentesdisulfuro, típicadelos dominiosconstantesdeinmunoglobulinas(Beckery Reeke,1985;

Bjorkmanel aL, 1987a).Los dominios a~y ji2m interaccionana travésde la lámina ji decuatro
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cadenasy formanun ángulode 1460, con un desplazamientode la P2m hacia «~ y «2 de 13k.

Las dominiosa1 y a2son prácticamenteidénticas.Su porciónN-ternxinalestáformada

porcuatrocadenas¡~ plegadas,queformanunalámina ji antiparalela,mientrasquesu región

C-terminaltieneconfiguraciónde hélice a. La hélice a de ~estáformadapor una pequeña

(residuos50 a 55), seguidapor una de mayor tamaño(residuos58 a 84), que forma con la

anterior un ángulode 1100. En el dominio a2, una primera hélice a (residuos 138 a 148)

precedeaunasegunda,de mayortamaño(residuos151 a 173),giradaen el residuo162. Ambas

formanun ángulode 1300. Estedominio poseeademásotrahélice a corta(residuos177-180)

que lo conectacon el dominio «3~ Las cuatro bandasji de cadadominio forman una única

lámina ji antiparalela.Lashélicesadeestosdosdominioscoronanestaláminaji, enfrentándose

unaa otracon unaseparación18k.Los dosdominiosestánconectadosporenlacesde hidrógeno

entrelas cadenasji N-terminalesde cadadominio, situadasen el centrode la lámina ji, y por

enlacesentrela regiónC-terminalde cadahélicea y residuosde la lámina ji del otro dominio.

1.23.- Estructuradel sitio de unión de péptidode los antígenosde clase1.

La estructuratridimensionalde «~ y «2 forma unacavidadentrelasdoshélicesa de25k

delongitudy iakde anchuray itA de profundidad.Susparedesestánformadasporlascadenas

lateralesde algunosde los residuosde dichashélicesa, y su basepor residuosde las láminas

ji centrales.Estacavidad aloja los péptidosantigénicas.La determinaciónde la estructura

cristalográficaa alta resoluciónde HLA-Aw68 (GarreÉcfaL, 1989)y HLA-B27 (Maddena aL,

1991)unidosaun conjuntodepéptidosendógenos,y la deHLA-Aw68 (Silvercf aL, 1989),lILA-

A2 (Maddencf aL, 1993), H~2Kb (FremontetaL, 1992)y lI~2Db (Youngcf aL, 1994)unidasa

péptidosindividualesde origen viral ha permitido conocerlas características,de la unión de

péptidosantigénicosa las moléculasde clase1.

Se han definidoseissubcavidades(A - F) dentrodel sitio de unión depéptidas,quese

localizanen la intersecciónde la lámina ji y las hélicesa (B, C, D y E) o entrelas dos hélices

a (A y F). Su tamaño,forma y polaridadestádeterminadoporlos residuosquelas forman,que

en su mayoríason polimórficos (Figura2).

Las péptidos,habitualmentenonámerosen conformaciónextendida,estánfuertemente

unidosa la moléculade MHC, consusextremosN y C-terminalesinteraccionandocon residuos

¡



Introducción 7

situadosen las subeavidadesA y F respectivamente.La mayoríade los contactosseestablecen

con átomosdel esqueletocarbonadodel péptidoy con susextremosNy C-terminales.Además,

ciertascadenaslateralesdel péptidointeraccionancon residuosde las moléculasde MIHC que

formanestassubcavidades.Otrascadenaslateralesdelpéptidoseproyectanhaciael medioy son

accesiblesal contactocon el TCR, determinandola antigenicidaddel complejo(Figura 2).

1.3.-HLA-B27 y supolimorfismo molecular.

HLA-B27 adquiereun interésespecialentrelos antígenosde clase1 porsu vinculación

a un conjunto de espondioartropatias,principalmentela espondilitisanquilosantey la artritis

reactiva,aunquesedesconoceel mecanismode estaasociación(BrewertonetaL, 1973).Sehan

definido nuevesubtiposestructuralesy funcionalesde esteantígeno(HLA~B*2701 a lILA-

B*2709) que sediferencianentresi en 1 a 5 aaen los dominiosa~y a2 (LópezdeCastro, 1989;

Choo efaL, 1991; Del PortocfaL, 1994;Hildebrandcf aL, 1994) (Figura3). B*2704 y B*2706

se distinguen, además,del resto de los subtipospor un cambio adicional, de Gly en vez de

Ala2ll, en el dominio a~ (Rudwaleitcf aL, 1996)

Las cambiosquedistinguena los 9 subtipos,a excepciónde lasposiciones131 y 211, se

localizan en el sitio de unión de péptido y, salvo los residuos82 y 83, poseensus cadenas

lateralesorientadashacia él, contribuyendoporlo tantoa su estructura(Figura3). Casitodos

estoscambiosselocalizanen la subcavidadE/C/F.El cambioquedistinguea B*2705 deB’2703

(TS’r a His 59) selocalizaen la subcavidadA (Rojo ct aL, 1987; Choocf aL, 1988).Estecambia

esúnicoya quela Tyr59 seencuentraconservadaentretodaslasmoléculasdeclase1. La TyrS9

contribuyeaestabilizarla unión delpéptidoa la moléculadeclase1 mediantela interaccióncon

el extremoN-terminal del péptido atravésde una red de puentesde hidrógeno a los que

contribuyen otras posicionesde la subcavidadA (Sapercf aL, 1991; Madden cf aL, 1992;

Madden, 1995).Porel contrario,los residuosqueformanla subcavidadB (9,24, 34~ 45 y 67) y

los máspróximosaella (7, 63, 66, 70 y 99) seconservanentrelos subtipos,y su combinaciónes

únicaentrelas moléculaslILA de clase1. Dadoquela subeavidadB es altamentepolimórfica,

enparticularentrelos productosdel locusB, la conservaciónde su estructuraentrelos subtipos

de HLA-B27 sugiere que esta subcavidadjuega un papel importantepara su función y

especificidad,lo que explicaríasu conservacióna lo largo del procesoevolutivo de HLA-B27.
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1.3.1. Péptidosqueune HLA-B27.

En la estructuratridimensionalde HLA-B27, refinadaa 2,iA de resolución,seobserva

una clara densidadelectrónicaen el sitio de unión (Madden ef aL, 1991) que ha permitido

obteneruna imagendetalladadel conjunto de péptidosqueseunena estamoléculay de sus

interaccionescon ella. Las péptidosunidos a HLA-B27 son generalmentenonámerosen

conformaciónextendida,aunquetambiénsehan caracterizadopéptidosmáslargos (RtStzschke

efaL, 1994;Urbancf aL, 1994),algunasdecuyascadenaslateralesseintroducenen lasdistintas

cavidadesdel sitio de unión (Figura 2). Estadisposiciónpermite la formaciónde múltiples

enlacesde hidrógenocon el esqueletodel péptido.La mayoríade los contactosentreel péptido

y la moléculade HLA-B27 seconcentranenlos extremosdelsitio de unión (cavidadesA y C/F),

donde seacomodanlos extremosN y C-terminalesdel péptido, respectivamente.En la zona

central, la cadenaprincipaldel péptido se arqueahacia arriba, y por debajo,y a lo largo del

péptido,seunendocemoléculasde 1120. Las péptidospresentanun giro entreP3 y P4. Los

gruposN y C-terminalessesitúan en los extremosdel sitio de unión. La estructurade las

subcavidadessecundariasqueunenP2, P3 y P9 y en menormedidaP7, sugierenrestricciones

sobrelas cadenaslateralesque puedenunir, siendola más importantela de P2. La cadena

lateralde P3 sesitúaen la cavidadapolarD, cercade la Leu1S6y delas cadenaslateralesde

Tyr99, TS’r159 e Hisll4. Las posicionesP7 y P9 sesitúanen dos cavidades(E y C/F), que en

HLA-B27 formanunagrancavidadpolary cargadaentrelos dosresiduosAsp74y Trp147. La

cadenalateralde P7apuntahaciala Hisll4 y el Asp97y la de P9puedeintroducirseen el sitio

de unión y establecercontactosconresiduoscargadosnegativamentecomoAspll6 o Asp77, o

sisucadenalateralesmáscorta,con residuosnopolarescomoThrl43,Trp147,Leu8lo Tyr 123.

La cadenalateralde Pl parecedictar la posicióndela cadenaprincipaldel péptidaen

el sitio de unión. Las cadenaslateralesP4, PS, P6 y P8 estánorientadashacia el solventey

expuestas.La cadenalateralde P6sesituaentrela Ala69 y Lys7O situadasen la hélice« de a~,

Por otra parte, se han determinadolas secuenciasde péptidosendógenosunidos a

B*2705 y aB*2702 (RótzschkecfaL, 1992; Rétzschkecf aL, 1994),quecorrespondenaproteínas

intracelulares.Aunqueel conjuntodepéptidosesheterogéneo,poseeunaseriedecaracterísticas

comunes.Todos ellos presentanArg en la posición2 (P2), aunque,excepcionalmentesehan

aislado de HLA-B27 en ratas transgénicaspéptidos con otros residuosen esta posición
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(Feltkampet al., 1996).EnPl estospéptidostienenpreferenciapor residuosbásicas.En P9, los

péptidoseluidosdeB*2705 presentanpreferenciapor residuosbásicos,alifáticaso aromáticas,

En B*2702 predominanen P9los residuosaromáticos,en menorproporciónlos alifáticos,pera

no sedetectanresiduosbásicos.EnP3predominanlos residuoshidrofóbicosy en P7los residuos

no polareso residuospolarespocovoluminosos.El restode las posiciones,P4, PS, 1>6y PS no

presentanrestricciónparaun tipo determinadode residuos.

1.3.2.-Frecuenciay distribuciónétnicade los subtiposde HLA-B27.

La frecuenciacon que HLA-B27 apareceen la poblaciónes aproximadamentede un

3,4% en caucasoides,1,9% en negrosamericanosy un 1,6% en orientales.Los indios de

Norteaméricay los esquimalessonlas poblacionesdondeHLA-B27 se encuentracan mayor

frecuencia.HLA-B27 está en muy baja frecuenciaen negrosafricanosy ausenteen las

poblacionesaborígenesde Américadel Sur(Baur cf aL, 1984).

El 90%de la poblacióncaucasoidey el 45% de la orientalHLA-B2V esFILA~B*2705,

y ésteestambiénel subtipomayoritarioenotraspoblaciones.LassubtiposB*2701 y B*2702 sólo

se hanencontradoen caucasoides;B*2701 tan solose ha detectadoen 2 individuas, mientras

queB*2702 seencuentraaproximadamenteen el 5 al 10% de estapoblación(ChoocfaL, 1986)

y esel subtipopredominanteentrelos judíos(Gonzalez-Rocescf aL, 1994)y en una población

de gitanos españoles(De Pablocf aL, 1992). B*2704 esminoritario en caucasoides,con una

frecuenciade un 1%, sin embargoespredominanteenla poblaciónoriental (55%).B*2706 se

ha encontradosolamenteen poblacionesorientalesy B*2703 solamenteen negrosamericanos

y en Africa Occidental,dondepareceserel subtipomayoritario(Choo cf aL, 1986; Hill cf aL,

1990). B*2707 es minoritario en poblacionesde la India y Tailandia (Khan, 1995).B*2708 y

B*2709 son minoritarios en caucasoides(López de Castro, 1996) siendoel subtipoB*2709

abundanteen la poblaciónde Cerdeña(Del Portocf aL, 1994).

133.-HLA-B27 y espondiloartropatfas.

La espondilitis anquilosantees una enfermedadinflamatoria crónica que afecta

predominantementea las articulaciones.Su patogeniano es conocida,pero el 96% de los

individuosquela padecenson HLA-B27~. Un 4% delos individuosHLA-B27~ estánafectados
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(Brewertonet aL, 1973).

Al menoslos subtiposB*2702, W2704,B*2705 y B*2707 seasociancon la espondilitis

anquilosante(Breuer-VriesendorpefaL, 1987; Khan, 1995),la quesugierequesi el mecanismo

patogénicoestámediadopor un péptido, estedebepoderser presentadoal menospor estos

subtiposy ser reconocidoen todos ellos por CTL (Benjaminy Parham,1990). La posible

asociaciónde B*2703 a enfermedadesdiscutida,puestoque estesubtipo es mayoritarioen

negrosdelAfrica Occidental,queno desarrollanespondilitisanquilosanteasociadaaHLA-B27

(Hill cf aL, 1991),Sin embargo,estaenfermedadtampocosedesarrollaenindividuosB*2705+

de la mismapoblación,lo quesugierequela carenciade espondilitisanquilosanteasociadaa

HLA-B27 ennegrosafricanosesdebidaaotrosfactoresgenéticoso ambientales.Recientemente,

seha descritola existenciade individuosB*2703+ dela poblaciónnorteamericanaquesufren

espondioartropatias(Feltkampcf aL, 1996).En un estudiode poblaciónrealizadoen Tailandia

sehavisto queB*2706 no estáasociadoa la espondilitisanquilosanteen esapoblación(López-

Larreacf aL, 1995), aunqueseconocenindividuos Bt27064de origen indonesioquepadecen

esta enfermedad(Feltkampcf aL, 1996).Otro estudiorecientesugiereque B*2709 no está

asociadoa la espondilitisanquilosanteen la poblaciónde Cerdeña(D’Amato ef aL, 1995).

Distintas hipótesistratan de explicar la asociaciónde HLA-B27 con la espondilitis

anquilosante.Se ha propuestoque el causantede la enfermedadpodría ser un gen en

desequilibriodeligamientocon HLA-B27 (Keat, 1986),peroestudiosgenéticos(LocheadcfaL,

1983) y de RFLP (polimorfismo de fragmentosde restricción)(Reveille cf aL, 1988) no han

encontradoningúngen distinto asociadocon la susceptibilidadde padecerla enfermedad.Por

el contrario, seha demostradouna asociacióndirecta entrela expresiónde FILA-B27 y la

apariciónde unapatologíasimilar a la artritis reactivaenratastransgénicasparaHLA-B27, cuyo

desarrollonecesitade altosnivelesde expresióndel transgén(Hammercf aL, 1990).

Paraexplicarel mecanismode asociaciónsehapropuestola participacióndirectadelos

linfocitosT en la patogeniade estaenfermedad,no siendonecesariala expresiónde FILA-B27

en lascélulasno linfoidesdelos órganosafectados,perosi enlascélulaslinfoidesy manociticas

(Brebancf aL, 1993). Otrashipótesis,basadasen la asociaciónexistenteentrealgunasartritis

reactivase infeccionespor bacteriasenteropatógenas,sugierenqueHLA-B27 podríapresentar

localmenteun péptidoartritogénicoendógenosemejantea algúnpéptidode origenbacteriano.
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Trasunainfecciónpor estasbacterias,sedesencadenaríaunareaccióncruzadacontralascélulas

que expresaranel péptidoendógeno.Las linfocitos T jugaríanun papelfundamentalen esta

respuesta.Entrelasevidenciasqueapoyanestaúltimateoríatenemos:(a) quealgunasbacterias

intracelulares(Ycnvinia, Shigella y Kiebsiella) son capacesde desencadenarla enfermedad

(Kingsleyy Sieper,1993), (b) que algunospéptidosderivadosde ellaspuedenserpresentados

por antígenosdeclase1 e inducir respuestamediadaporCTL (Aggarwalcf aL, 1990),y (c) que

en el liquido sinovial de pacientescon artritis reactivay espondilitis anquilosantese ha

observadola presenciade C~L restringidospor HLA-B27 específicoscontrabacteriasasícama

CTLautorreactivosanti-HLA-B27 (HermanncfaL, 1993).Así pues,el mecanismode asociación

de HLA-B27 a las espondioartropatlasparece implicar directamentelas características

estructurales,antigénicasy/o presentadorasde péptido de estamolécula,

1.4.-Respuestasalorreactivasanti-HLA-B27.

1.4.1.- Alorreconoclmiento.

La fuerterespuestade las célulasT contra aloinjertosdio lugar al descubrimientoy

definición de los antígenosde trasplante.Posterioresanálisis permitieron identificar las

moléculasimplicadascomo las proteínascodificadaspor los genesdel MHC. La respuesta

alogénica“in vivo” tienesu paralelismo“in vitro” en el cultivo mixto delinfocitos. Los antígenos

convencionalesactivanuna fracciónmuy pequeñadeprecursoresde linfocitos T mientraslos

aloantígenosactivanmásdel 1% de estascélulas.Sehanpropuestodos hipótesisparaexplicar

la altafrecuenciade precursores.En la primera,cadacomplejoMHC-péptidopodríaestimular

una población diferentede célulasT (Matzinger y Bevan, 1977). Un determinadopéptido

antigénicopuedeocuparunapequeñafracciónde lasmoléculasdel MHC en la superficiedelas

células presentadorasde antígeno,por lo que la densidadde antígenopor determinante

antigénico sería baja. En la segunda hipótesis, las células T alorreactivas reconocerían

directamentela moléculaalogénica.En consecuencia,las moléculasde MHC “no propias”,

funcionandocomoligandos,alcanzaríanunaalta densidadde determinantesantigénicas(Bevan,

1984).

La mayoríade la las células T alorreactivasreconocenal aloantigenoMHC y/o los

péptidosque une.Estascélulassuelensercitotóxicasparael injertoy causanel rechazoagudo
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(Lechiercf aL, 1990).Un segundogrupopodríareconocerel aloantigenoindirectamente,por

ejemplo, trasserprocesadoy presentadopor las APC del huésped.Estesubgrupo,con una

frecuenciadeprecursoressensiblementemásbaja,podríaayudara la producciónde anticuerpos

anti-MHC del respondedor,mediandoel rechazocrónico (Benichaucf aL, 1992;Fangmanncf

aL, 1992).

Nuestrolaboratoriosehacentradaenla respuestaalogénicaanti-HLA-B27paraanalizar

las interaccionesI-LLA/péptido/TCR en la totalidaddel espectroantigénicodeestamolécula.

14.2.-EspecIficidadclonal de la respuestaalorreactivaanti-B2705y anti-P2703:relaciones

antigénicasentresubtiposde HLA-B27.

El polimorfismode HLA-B27 podríamodularsu antigenicidad,y consecuentementesu

relacióncon la espondilitisanquilosante,si las célulasT estánimplicadasen la patogeniade la

enfermedad.En nuestrolaboratorioseabordóla cuestióndela relaciónantigénicaentreB*2705,

el subtipoprincipal de HLA-B27, y otrossubtiposmedianteel análisisde la especificidadfina

de CTL alorreactivos.Se analizaronun total de 84 CTL anti~B*2705de cuatro respandedores

no relacionadosy 36 CTL anti.B*2703 de dos de estosrespondedores(LópezefaL, 1994).La

especificidadfina de los CI’L se determinópor medio de su análisis frentea un panelde LCL.

En el análisisde los CTL anti~B*2705el subtipoquepresentabamayornúmerode reacciones

cruzadaseraB*2703, ya queun 48%delos C’rL lo reconocían.Lassubtiposmenosreconocidos

en reaccióncruzadafueronB*2704 (12%)y B*2706 (9%). Los subtiposdeHLA-B27 sepueden

ordenaren funcióndel númerodeCTL anti.B*2705quelos reconocenen reaccióncruzadade

la siguientemanera:B*2705> B*2703> B*2702> B*2701> B*2704> B*2706.

Enel análisisdeCli anti~B*2703destacael elevadoporcentajedeCI’L quereconocen

a B*2705. Lo quesignifica quela gran mayoríade los epitoposaloespecíficosde Bt2703 están

presentesen B*2705. Como el porcentajede C~L anti.B*2705 que reconocenen reacción

cruzadaB*2703 es significativamentemenor que el porcentajede CTL anti~B*2703 que

reconocenenreaccióncruzadaa B *2705, sepuedeconcluir quehaymásepítoposaloespeolficos

de B*2705 ausentesde B*2703 quela situacióninversa.Unaposibleexplicacióna estoesque

el cambio His59 en B*2703 disminuyela estabilizacióndel grupaamino-terminaldel péptido

unido,Por lo tanto, muchospéptidosseunirían a B*2703 con unaafinidad significativamente
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menorque a B*2705 o inclusopodríanno unirse.Solamenteun 22% de los CTL anti B”’2703

no reconocenenreaccióncruzadaa B*2705, lo quesignificaquelaHis59 originapocosepitopos

nuevos. Esto implica que B*2703 es antigénicamentedefectivo en relación a B*27a5, y

presumiblementepresenta,mayoritariamente,un subgrupode los péptidosunidosa B*2705. La

apariciónde nuevosepítoposen B*2703 sepodría explicarpor tres mecanismos:(a) algunos

péptidosqueno sepuedenunir aB*2705 podríanunirseaB*2703; (b) un mismapéptidopodría

adoptardiferentesconformacionesen funcióndel subtipoquelo presenta;(c) La His59podría

generar,por si misma, algún cambio antigénicopéptido-independiente.Usando mutantes

puntualesde B*2705 seobtuvo más evidenciade las diferenciasen el alorreconocimientode

HLA-B27 entreCTL anti~B*27O5y anti.B*2703 (VilladangosefaL, 1994a).Los cambiosen los

residuos167 y 171, en la subeavidadA, afectanmenosa los CTL anti.B*2703 que a los CTL

anti~B*2705, Porel contrario,el cambio Met por01u45, enla subcavidadB, queescrítico para

el anclajedelmotivo Arg2 quecompartenlos péptidosunidosa HLA-B27 (MaddenetaL, 1992),

afectamásradicalmentea CTL anti~B*2703.Estosresultadosindicanquelos CTL anti~B*27O3

son menosdependientesde la estructurade la subcavidadA, y sugierenque el cambio en

B*2703 no solo alterala interacciónde la subcavidadA can el extremoN-terminaldelpéptido,

sino que tambiénrefuerzala interacciónde la Arg2 canla subcavidadB.

El fenotipo HLA podría condicionarel repertorio de células T en cada individuo

(Akolkar cfaL, 1993)y porconsiguientepodríacondicionarla respuestaaloespecíficaindividual.

Por tanto, seplanteóla posibleexistenciade diferenciasen las respuestasanti-HLA-B27. Los

cuatro respondedoresanalizadossepuedenemparejaren función de las similitudes en sus

respuestasanti~B*27O5.Así, mientrasen dosrespondedores(PA y DL) no seencontraronCTL

quereconocieranenreaccióncruzadaa B*2704 o B*27a6,en otrosdos(GM y SR)un elevada

porcentajede CTL reconocíaa uno o ambosde estossubtipos.Las diferenciasobservadasen

la especificidadfina en las respuestasanti~B*2705 secorrelacionancon el haplotipo declase1

de cadarespondedor,y en particular con el dimorfismo Val/Glu de la posición 152 de las

antígenosHLA-B. PA (HLA-B35, 39)y DL (HLA-B39, 44)tienenVal 152y las únicasreacciones

cruzadasquepresentabansusCTL anti~B*2705eranconlos subtiposquetienenVal152(Bt27O1

a B*2703). Porel contrarioGM (HLA-B7, B8) y SR(JiLA-B7, B44) tienenrespectivamenteun

antígenocon 01u152(HLA-B7) y otro con Val152 (HLA-BS y HLA-B44, respectivamente)y

1<

ji
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presentabanreaccionescruzadascon subtiposconVallS2 (B*2701 a B*2703) y 01u152(B*2704

y B*2706) (LópezefaL, 1994).

Tambiénseestudióla estructurade los epitoposespecíficosde HLA-B27 reconocidas

porlos CTLanti~B*2705.Paraello seanalizaron27 CTL anti~B*2705delos respondedoresDL,

GM y SR con mutantesde B*2705 que presentancambios en distintos residuosde las

subcavidadesdel sitio de unión de antígeno(Villadangoscfal, 1994a).Se observóquecualquier

mutaciónalterabaelalorreconocimientoy queestaalteraciónsecorrelacionaba,engranmedida,

conel efectoesperadode la mutaciónenla presentacióndepéptidos.Determinadasmutaciones

producíandiferentesefectosenCTL procedentesde distintosrespondedores,lo quesugiereque

cada individuo respondepreferentementea epitoposcon una estructuradeterminada.Por

ejemplo,en los CTL del respondedor3M la mutaciónD-.Y116 tenía un granefecto,mientras

la L-.A81 erairrelevante,lo quesugierequerespondíanpreferentementecontraepítoposque

implicabanpéptidosconun grupoC-ternúnalquenecesitabaparasu estabilizaciónAspli6 y no

Leu8l enla subcavidaddF. Comoel residuoAsp1l6seencuentraenla mayoríadelos subtipos

de HLA-B27, esto explicarlael amplio patrónde reaccionescruzadasen esterespondedorcon

los distintossubtiposde un númerorelativamenteelevadode susCTL. En el respondedorSR

seobservóel efectocontrario.Los CTL de esterespondedorreconoceríanepitoposcon residuos

C-terminalesmáscortoso no polares,queserianmenosdependientesdeAspIlGy mássensibles

acambiosen el residuo81 (Maddencf aL, 1991).Estosugierequelos CTL alorreactivosde los

respondedoresGM y SRmuestranpreferenciaspordiferentesgruposdepéptidos.Los CTL del

individuo DL reconocenprincipalmenteepitoposmuy dependientesdela estructuraintactade

B*2705 porquecualquiermutacióntiene un gran efecto sobreel alorreconocimientoen este

respondedor.Estoexplicarlaquelos CTL deesteindividuo presentenpocasreaccionescruzadas.

Las característicasestructuralesdelos epítoposalorreactivosdeFILA-B27 reveladasen

los estudioscon mutanteshan de interpretarsede acuerdoa nuestroconocimientode las

estructurade los complejosHLA + péptido reconocidospor los CTL. A la estructurade los

determinantesantigénicoscontribuyen tanto la moléculadel aloantigenocomo lasdiferentes

péptidosaella unidos(ClaybergerefaL, 1987;Marracky Kappler, 1988;Songcf aL, 1988;Heath

cfaL, 1989; Heathefal, 1991; Rojocf aL, 1991;Shermany Cattopadhay,1993).Existeevidencia

de quelos CTL alorreactivosdependende péptidode unamaneramuy variable,queva desde

1

4
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los estrictamenteespecíficosde péptidoa los quereconocenmotivoscomunesavariospéptidos,

ya los péptido-independientes(Falk elaL, 1991; JardetzkycIa)., 1991; Rótzschkeel aL, 1991).

Un ejemplode estosúltimos en la respuestaanti-HLA-B27 lo constituyeel CTL anti-

HLA~B*2704 64.8P(Jaraquemadacf aL,1988).EsteCTL reconocetodos los subtiposde B27

quepresentancambiosenla subcavidadC/Fdela moléculay los mutantesconcambiosen esta

zona. Sin embargo,no reconoceB*2703, que tiene un cambio en la subcavidadA, ni los

mutantescon cambiosen las subcavidadesA y B (Jaraquemadacf aL, 1988; Villadangoscf aL,

1994b). Estadistribución espacial,daramentedelimitada,de los cambiosen la moléculade

HLA-B27 queafectanel reconocimientoporesteCli, sugierenqueno presentaespecificidad

paraningún péptido particular,aunquela integridadestructuralde la región de la molécula

implicada en la interacción con la porción N-terminal de los péptidos es crítica, La

independenciade péptidode esteCTL seconfirmóya quefue capazde lisar los transfectantes

HLA-B27” en lascélulasmurinasRMIA-S, deficientesen TAP (Villadangoscf a)., 1994b).Esta

lisis seinhibía con anticuerposanti-HLA-B27, lo que indicabaque no era restringidaporH-2,

y su eficienciadependíasolamentede los nivelesde expresiónde HLA-B27. Estosresultados

indican que el reconocimientode HLA-B27 por el CTL 64.81> es péptido independiente,o

requierepéptidoscon el extremoN-Éerminalconservado.Ademássugierenque elTCRdeeste

CTL reconoceHLA-B27 con una topologíainusual, que implica solo uno de los extremosdel

sitio de unión depéptido.EsteCTL seaislóen condicionesenquela respuestaanti~B*27O4fue

muy baja, posiblementepor la carenciaen este antígenode epitoposinmunadaminantesde

HLA-B27 a los queel respondedorpudierarespondervigorosamente(JaraquemadaelaL, 1988).

Ello sugiereque los CTL alorreactivosindependientesde péptido sonexcepciones.

1.5.- RepertorIosde TCR implicadosen respuestasespecifIcasde péptidoy en alorreactivídad.

Seadmitequelas regioneshipervariablesde los segmentosVa y Vji del TCR, quese

denominanCDR1 y CDR2 (región determinantede la complementariedad)por analogíacon

las inmunoglobulinas,interaccionanprincipalmentecon la proteínadel MHC. Las regiones

formadaspor los segmentosNa/N+Dji y partede los segmentosJay Jji sedenominanCDRS

y se piensaqueinteraccionanprincipalmentecon los péptidosunidosal MITO (Chothiaeta).,

1988; Davisy Bjorkman, 1988; ClaveriecfaL, 1989).Aunqueestemodelopuedesercorrectoen

15
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líneas generales, la contribución de los segmentos Vy de las regiones de unión a la especificidad,

no es independiente.Por ejemplo,en la respuestade célulasT a variantesde péptidosque

difieren en residuosqueafectanal reconocimientopor célulasT perono a la unión al MHC,

se usan TCRcon cambios recíprocos en el CDRS, lo que sugiere la interacción directa de estas

regionescon el péptido(Jorgensencf a)., 1992).Sin embargo,tambiénse observaen ocasiones

el uso de un reducidonúmero de segmentosV~, lo que indicaría la contribuciónde estos

segmentosa la especificidadde péptido.En algunoscasosel usorestringidode segmentosV es

debidoa la presenciadedeterminadosresiduosenel extremoC-terminaldelsegmento,quede

hechoformanpartede la regiónCDR3y contribuyena la especificidadde péptido(Jorgensen

et al., 1992). Sin embargolas regionesCDR1 y/o CDR2 tambiénpuedencontribuir a la

especificidaddepéptido. Porejemplo,mutacionesenel CDR1 de V~ anulanel reconocimiento

especificoen un receptorque reconocediversospéptidospresentadospor I~Ek (Pattenel aL,

1993).Estosresultadosno implicannecesariamenteunainteraccióndirectadeCDRIy/o CDR2

con el péptido antigénico, pero sugierenque la integridadestructuralde estasregionesse

requiereparaunainteracciónefectivade CDR3 con el péptido.

En las respuestasrestringidasespecificasde péptido se observa, en general, una

heterogeneidadrestringidaen los segmentosV y J, y en las regionesCDRS (Casanovay

Maryanski,1993).Sin embargohay excepciones.Porejemplo,en C~L específicosdeun péptido

de Plasmodiumbegheirestringidopor H~2Kd se ha encontradounaalta diversidadde TCR

(Casanovaeta)., 1991). Algunasrespuestasespecificasde péptido restringidasparclase II son

tambiénmuy diversas(Habermaneta)., 1990; Taylor cf aL, 1990; Boitel cf aL, 1992).En estas

respuestases el péptidopresentadoel queestádeterminandoprincipalmentela respuesta,por

lo queel uso de segmentosdel TCR estaríarestringidopor las característicasestructuralesdel

péptidopresentado.

En las respuestasalorreactivas,debidoa la heterogeneidadclonal y al elevadonúmero

de péptidosendógenosimplicados,seesperaríaunagrandiversidaddeTCR.Sin embargoseha

observadoun usoaparentementeno aleatoriodesegmentosV~ enclonesdecélulaT específicos

de ~ (BiII cf aL, 1989) o DR4 (Goronzy el aL, 1993) y en linfocitos de infiltrados de

aloinjertos (Hall cf aL, 1993; Shirwan cf a)., 1993), sin restriccionesen N+D0 o J~. Se ha

estudiadomuchomenosel usode segmentosde la cadena« y generalmentese ha encontrado
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una gran diversidad Va, Jay Na (Bill efe).,1989; Geigereta)., 1991;Hurley el aL, 1993).En

la respuesta alogénica contra HLA-B35 se ha observado el uso de regiones CDRS similaresen

las cadenas « y ¡~ (Steinlecf aL, 1995).En algunas respuestas alorreactivas, por tanto, parece y

existir una selecciónde segmentosV~. Estasrespuestas,al ser la moléculapresentadora

diferente a las propias, están dirigidas contra epitopos que implican tanto la molécula

presentadoracomoel péptidopresentado.La variabilidaden el repertoriode TCR indica que

el númerode epitoposdistintosen estarespuestaes pande.Por tanto,al no haberun péptido

antigénicoúnicoo mayoritario,el sesgoen V~ es probablementepor motivosestructuralesen

las regionesCDR1y CDR2y podríaestardeterminadopor la moléculade aloantigeno. 4
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2.- OBJETiVOS

El objetivo de este trabajo es determinar la estructura de las cadenas a y II de TCR

expresados en clones citotóxicos alorreactivos anti-HI..A-B27 de especificidad fina conocida, para

establecer las reglas que gobiernan la selección del TCRen el alorreconocimiento de este

antígeno y en concreto:

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

2.- La naturaleza, diversidad y características estructurales comunes en las regiones de

unión Va-N-Ja y VB-N-D~-N-Ji3.

3.- La relación entre especificidad fina y estructura de los TCRanti-HLA-B27.

4.- La posible relación entre las características estructurales de TOR anti-B27 y el

fenotipo HLA del respondedor,

5.- Las similitudes y diferencias en el uso de TCRentre respuestas alorreactivasa

distintos subtipos de HLA-B27 (B~27O5 y B*2703).

Estosobjetivossedesarrollaron:

1.- Determinandola estructurade TCR de clonescitotóxicosanti-

B*2705,obtenidosen individuosHLA-B27 negativos,dedistintos

fenotiposHLA.

2.- Determinandola estructurade TCR de clonescitotóxicosanti-

B*2703, obtenidosenindividuosHiLA-B27 negativos,dedistintos

fenotiposHLA.

y.

‘y
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3.- MATERIALES Y MÉTODOS

3.1.- Clonesde célulaT citotóxicasy lineascelulares.

Se analizaron CTL anti~B*2705 de los donantesGM (lILA-Al, 24; B7, 8; DRí, 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 caracterización de su especificidad fina han

sido previamente descritos (López cf aL, 1994). Como control se analizaron, de los mismos

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

3.1.1.- Líneas linfoblastoides B <LCL).

3.1.1.1.- CondIciones de cultivo.

Comocélulas estimuladoras de los CTL se utilizaron las LCL B*2705+ R69, LG15 y RiS

y las LCL B*2703+ LAR y CH. El fenotipo HLA de estas lineas se muestraen la Tabla 1. Se

crecieron en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con L-GIn 2mM, tampón JiEPES

(OIBCO) 25mM, y 10% de suero de ternera fetal (FCS) (GIBCO) previamenteinactivado

durante 3omin a 560C. Se crecieron en ausencia de antibióticos en estufa a 37C, 5% de CO
2

y 95% de humedad relativa.

3.1.1.2.- CongelacIón y descongelaclón de LCL.

Para su congelación se centrifugaron al menos 1 x 10’ células y se resuspendieron en 0,1

a 0,4 ml de medio completo. El medio de congelación está compuesto por 40%de RPMI 1640,

40% de FCS y 20%de dimetilsulfóxido (DM50) (Merck). Se añadió, gota a gota, un volumen

igual al de resuspensión (0,1-0,4 mí) de medio de congelación. La mezcla se transfirió a viales

de congelación que se mantuvieron durante3 a 6 horas a .7Q0 C. Pasado este tiempo, los viales

setransfirierona un contenedorde N2 líquido, dondesealmacenaron.

El procesode descongelaciónconsistióen añadir,gota a gota, de 1 a 2m1 de medio de

cultivo completopreviamenteatemperadoa 37
0C.Estamezclase añadióa un tubo estéril que
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Tabla 1. Combinacionesrespondedor/líneaesfimuládomusadaspara obtenerlos CTL

anfi-HLA-B27.

RESPONDEDOR1 CÉLULAS

ESIlMULAnO RAS2

MIC MLC TRAS EL

PRIMARIO SECUNDARIO CLONAJE

CLONES DE

CrLS

GM B*2705+ R69 --- R69

LOiS --- LG1S

LOiS LG1S LG15

GRK

GMZ

A2

SR R69 --- R69

R69 R69 R69

R69 R69 LG1S

R69 RíS RiS

S69,51W

SRY, SRS

SRZ, SRC

SLG

515

DL B*2703+ CH --- ---

LAR --- ---

CH LAR ---

LAR CH ---

CH LAR CH

DCD

DLL

DLH

Da

DCI

GM CH LAR LAR

CH LAR CH

GLM

GCP

‘DL (HLA-A29, 31; B39, 44; DR2,

B7, 44; DR2,7).

2 R69 (lILA-AS, 24; B*2705, 7; Dlii, 5), LG1S (HLA-A32; Bt2705;DRí) y RuS (HLA~Á..AS;

B*2705, 35) paraCTL anti~HiLA~B*27O5, y CH (HLA-AS1, 32; B’2703, 18; DR8, 11), y LAR

(HLA-A23, 31; B*2703, 53) para C~L anti~HLA~B*27O3.

Nombregenéricode los clonesde CTL de cadaclonaje.

7), GM (HLA-AX, 24; B7, 8; DR 1, 3), y SR(HLA-A3, 29;
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contenía otros 9m1 del mismo medio, Se centrifugó durante Smin a SOOxg. Se ellininó el

sobrenadante,eliminando así el DMSO, y el sedimentocelular se resuspendici en medio

completo,a unaconcentraciónde 3-5 x ío~ células/ml. Se transfirióel volumen a un frascode

cultivo (Costar) y se mantuvo a 3VC, 5% de CO2y 95% de humedad relativa,

3.1.13.- Ensayo de detección de nilcoplasmas en cultivos celulares.

Se siguió un método comercial, el “Mycoplasma T. C. rapid detection system” (Gen-

Probe), basado en la hibridación específica con una sanda de DNAtritiada, complementaria del

RNAribosómico de múltiples especies de micoplasmas.

Se partió de lOmí de sobrenadante de cada líneacelular, Secentrifugarona 1O.OOOxg

duranteiSmin, desechándoselos sobrenadantes.Los precipitadosseresuspendieronen 1,5m1

de PBSy setransfirierona tuboseppendorf,centrifugándoseposteriormentea 12.OOOxgdurante

lOmin. Tras eliminarel sobrenadante,seañadieron,a cadamuestra,200pIde la soluciónque

contienela sondatritiada, seagitarone incubaronen un bañoa 72
0C durante2 a 3 horas.

Como controlesseprepararondos tuboscon 200pl dela sonday 50¡il, respectivamente,de las

solucionesde control positivo y negativo. A continuación,los controlesy las muestras,se

mezclaroncon SmI de una suspensiónde separación,compuestapor hidroxiapatito, y se

transfirierona un vial decentelleoliquido (Beckman).Seagitarony seincubaronduranteSmin

a 720 C. Pasadoestetiempo,sevolvieron a agitar los vialesy secentrifugarona SOOxg durante

imin. Se desecharonlos sobrenadantesy se lavaron dos veces los precipitadoscon SmI de

soluciónde lavado.A los precipitadosresultantesselesañadióSmI deliquido de centelleo,y se

determinóla radiactividadincorporadapor lasmuestrasen un contador1~ (Wallac 1409).

Para determinarla actividad total de la sondaradiactiva se centrifugaronSmi de

suspensiónde separacióna SOOxg duranteimin, eliminándoseel sobrenadante.Se añadieron

SOpI de sonday SmI de liquido de centelleo,se agitó y sedeterminosu radiactividad.

El porcentajede hibridacióndecadamuestrasecalculóaplicandola siguientefórmula:

% de Hibridación = (CPM Muestra¡ CPMTotal ) x 100

Se consideróqueunamuestraestabacontaminadapormicoplasmassi el porcentajede

hibridaciónera superioral 0,4%, siemprequelos controlespositivo y negativopresentaranun

porcentajede hibridaciónsuperioral 30%e inferior al 0,2%, respectivamente.
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3.1.2.-Clonescitolítícosde célula T.

3.12.1.-Condicionesde cultIvo.

Los mediosdecultivosparalinfocitosT fueronsimilaresa los decultivo deLCL excepto

quesesuplementaroncon un 10%y/y demezclasde sueroshumanosen vez deFCS,y queel

medio no conteníatampónHEPES.

El suerohumanoAB comercial (DAA) se ultracentrifugóa 20.OOOxg durante lb a

temperaturaambientey el sobrenadante,libre de lípidos, secongelóen alícuotasde lOml a -

200 C.

3.1.21.-Aislamientode célulasmononuclearesde sangreperIférIca(PBMC).

Se aislarona partir de sangreperiféricaheparinizada,de donantessanos,extraídaen

condicionesestériles.La sangresediluyó en un volumen igual de RPMI 1640 y 7m1 de esta

mezclase depositaroncuidadosamentesobre3m1 de la solución “Lymphoprep” (Nycomed

Pharma)en tubos estérilesde lOmí. Los tubos secentrifugarondurante20min a SOOxg y a

temperaturaambiente.Las célulasmononuclearesserecogierondela interfasey selavarondas

vecesen RPMI 1640. Las célulasseresuspendieronen RPMI 1640 suplementadocon un 10%

y/y de suerohumanoy L-GIn 2mM (mediode cultivo de linfocitos).

3.123.-CongelacIóny descongelaciónde PBMC.

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

congelaciónsesustituyóel FCSpor sueroAB humano.

3.1.2.4.-CongelacIóny descongelaciónde clonesdecélulaT.

Cuandoun determinadoclon estabasuficientementecrecido,setransfirieron 1(>Oi¡l de

un pocillo a un vial de congelacióny seañadióunacantidadigual de medio decongelaciónde

linfocitos (40%de RPMI 1640, 40%desuerohumanoAB, y 20%deDMSO).Elvial semantuvo

de 3 a6 horasa -700C y posteriormentesetransfirióa un contenedorde N
2 líquido, dondese

almacenó.

Para su descongelaciónseañadió,gota a gotay agitandosuavemente,lml de medio

completode cultivo de linfocitos, hastahomogeneizarla mezclafinal. Estamezclaserepartió

en 10 pocillos de una placa de 96 de fondo en U (Costar),dondecon anterioridadsehabían
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añadido 200pl de una mezcla de LCLestimuladoras y PBMCalogénicas previamenteirradiadas,

Las LCL se irradiaron 7.000 rads y las PBMCa 5,000 rads. Las placas se mantuvieron a 3VC,

5% de CO2y 95%de humedad relativa.

32.-AmplIficacIón específica de las cadenas del TCR.’ estrategia general.

Estemétodo(Bragadocf aL, 1990;Lauzuricacf aL, 1992)fue diseñadoparaobtenerla

secuenciade las cadenasdel TCR de linfocitos T monaclonales.Se basaen la amplificación

específicade los cDNA correspondientesa las cadenas« y ~ del TCR.

El primerpasofue la obtencióndel RNA total.A continuación,parala obtenciónde los

cDNA específicos se usaron oligonucleótidos específicos de las regiones Ca o

respectivamente,comoiniciadoresde le reacciónde la transcriptasareversa.El pasosiguiente

fue la amplificación específicade los cDNA « y ~ del TCR. Parala reacciónen cadenade la

polimerasa(PCR) esnecesariotenerdos oligonucleótidosiniciadores,uno en el externa5’ y

otro en el extremo3’. El extremo5’ del receptorcorrespondea los segmentosV. Cuandose

inició la realizacióndeestatesislas secuenciasconocidasde las segmentosV« (58secuencias)

se habíanagrupadoen 22 subfamiliasy las de los segmentosVII (76 secuencias)en 20

subfamiias,de forma quelos miembrosde una misma subfamilia teníanentresi al menosun

75%de homologíaen su secuenciadenucleótidos(Wilson cf aL, 1988).Portanto, sediseñaron

ollgonucleótidosespecíficosparacadasubfamilia Va y Vp. El criterio de selecciónfue el

siguiente:el oligonucleótidodebíatenerunasecuenciacomúna todos los miembrosconocidos

de la subfamiliacorrespondientey debíasersuficientementedistinto delasdemássubfamilias.

La comparaciónde secuenciasy la búsquedade los oligonucleótidos se hizo usandolos

programas‘Local” (MolecularBiolo~’ ComputerResearchSource)y “PatternMatching”versión

4.3 parael sistemaoperativoMS Dos(DNA andProteinSequenceAnalysisPrograms)asícomo

el paqueteinformático“Wisconsin Package”versión 8.0 parael sistemaoperativoOpenVMS

(Genetics Computer Group, Inc.). Los oligonucleótidos específicos de una subfamilia

presentabancomomínimo 4 desemparejamientOscon respectoa la secuenciade losmiembros

de otrassubfamilias.Los oligonucleótidosde la regióny son complementariosa secuenciasde

la cadenano codificante,Los oligonucleótidosde la regiónC soncomplementariosa secuencias

de la cadenacodificante.Estegrupode oligonucleótidosse denominóexterno(V<E o V~E)

(Tablas 2y 3).
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3.2.1.-Als¡amientode RNA.

SeextrajoRNA de2-3x105célulasdecadaclon de CTLsiguiendoel siguienteprotocolo

(Maniatiscf aL, 1989).

Las células se centrifugaron20s a 12.OOOxg para eliminar el medio de cultivo. - A

continuaciónserealizaron2 lavadoscon lml de PBScadavez. Se retiró el sobrenadantedel

último lavadocuidadosamente,procurandoquequedarael menorvolumenposiblede PES.

Las célulasse lisaronen 200pl de TSM (Tris-HCl O,1M pH 7,6, NaCí 0,15M y MgCI
2

0,002M), 0,5% de NP-40 y lOmM de vanadilribonuleótios(VRN), agitando en vórtel e

incubandola mezclaen hielo (0 a 5
0C) duranteSmin. Tras la incubaciónseagitó la mezcla

duranteunossegundosy secentrifugó imin a 4W y 12.OOOxgparaprecipitarlos núcleos.Se

recuperóel sobrenadanteen otro tuboeppendorfy sele añadióun volumenigual deTSE(Tris-

HCI 0,1M pH 7,6, NaCí 0,15M y EDTA 0,OOSM)con 1% de SDS.

A continuaciónseprocedióa unaseriedeextraccionesen fenol/cloroformoconun 0,1%

de p-mercaptoetanol,hastaqueseeliminó la coloraciónoscura,lo queocurrecuandolos VRN

sehaneliminado delmedio. Normalmentesenecesitaronde5 a10 extracciones.Trasestaserie

serealizó una última extraccióncon cloroformo.

Finalmenteseprecipitóel RNA añadiendo1:20 de acetatosádico3M pH 5,5 (0,1SM

final) y 2,2volúmenesde etanolabsoluto,incubandolh. a -70W. Después,secentrifugó30mb’

a 12.OOOxgy a 40 C. El precipitadose secóal vacio,se resuspendióen 400pl de acetatosádico

0,15My seañadieron880pl deetanolabsoluto,paraunasegundaprecipitación.Trascentrifugar

y secarcomo en la primeraprecipitación,se resuspendióen 2%l deH
20 de RNA.

Las solucionesusadasparala extraccióndeRNA seprepararonen1120deRNA, o H20

tratada con un 0,1% de dietilpirocarbonato durante 24h a temperatura ambiente y

posteriormenteautoclavada.Esteproductoesun potenteinhibidor de las ribonucleasas.

322.-ObtencIóndecDNA.

El cDNA delas cadenas« y [1delTCRfuesintetizadoa partir dedosalícuotasdistintas,

una paracadacadena,procedentesde la misma extracciónde RNA, utilizando el “Reverse

TranscriptionSystem” (Promega)segúnlas indicacionesdel fabricante:

La reaccióntranscurriódurantelb a 42
0Cen 2%l de mezclacon MgCI

2 SmM (‘Ipl de

25mM), lx tampónde transcriptasareversa(Tris-HCI lOmM pH 8,8, ¡CCI SOmM y 0,1% de
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Tritón X-100) (2~tl de lOx), lmM decadadNTP(2plde lOmM), 15u dela transeriptasareverasa

del AMV (O,Spl),20u del inhibidor de las ribonucleasas“rRNasin” (Promega)(O,51L1), la mitad

delRNA procedentedeunaextracción(aprox. lpg) (9pl) y 1pM deoligonucleátidosiniciadores

Ca-específicos(CaE) o Cfi-específicos(CfiE), respectivamente(2pl) (Tablas2 y 3).

Al finalizar el tiempo de reacciónel productode la misma secalentóa 9?C durante

Smin, y posteriormenteseincubó en hielo (0 a 50C), parainactivarla transeriptasareversay

mantenerel cDNA sintetizadoseparadodel RNA quesirvió de molde.

323.-PCRespecífica.

Para la amplificación específicade la cadenaa o fi del receptorse hicieron tantas

alícuotascomooligonucleótidosde subfamilias« o fi teníamos(24 en a para22 subfamilias,ya

quehay dosparala subfamilia 1 y la 4, y 20 en fi). Cadaunade estasalícuotassesometióa

PCR usando como iniciadores el oligonucleótido CaE o CfiE en todas ellas como

oligonucleótido3’ específicoy el oligonuclecitidoV«E o VflE correspondientede cadauna de

las subfamiliascomooligonucleótido5’ especifico(BragadoetaL, 1990; Lauzuricacf aL, 1992)

(Tablas2 y 3).

A partir del cDNA a o del cDNA fi seprepararonlas mezclasdereacciónqueluego se

alicuotaron.La mezclaparala reacciónde fi contenía,ademásdel fi-cUNA, lx tampóndeTaq

(Tris-HCI lOmM PH 8,8, KCI 5OmM y 0,1%de Tritón X-100), MgCI
1 1,5mM, 200pM

decadadNTP,1pM de CflEy 1,25u/tubodereacción(SOpí)de”TaqDNA Polymerase(Storage

Buffer A)” (Promega).La concentraciónfinal de cadaoligonucleótidoVflE en cada

alícuotafue 1pM.

La mezcla para la reacción de a fue idéntica a la de fi salvo en las siguientes

modificaciones: los oligonuclecitidos V«E y el oligonucleótido CaE se usaron a una

concentraciónfinal de0,SpM y seañadióa la mezcla(tsu/tubode reacciónde“PerfectMatch”

(Stratagene),reactivoquedisminuyereaccionescruzadasde los oligonucleótidosiniciadoresde

la reacción,aumentandola especificidadde las hibridaciones.

En amboscasos,tras añadirlos distintoscomponentesexceptoel enzima,la mezclade

reacción (l.35Opl en « y 1.lOOpl en fi) se calentó a 95
0C durante 5mb’ y se incubó

posteriormenteSmin en hielo (0 a 40C). Se añadióentoncesel enzima,semezcló bieny se

procedióa repartirdichamezclaencadauno delos tubos(47,5pl portuboen a ó ‘$5pl por tubo
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Tabla2. Oligonucicótidospara la amplificación específicade los segmentosVa del TCR.

Externo Interno

Nombre

ValaE

ibE

2E

3E

4 aE

4bE

SE

6E

7E

SE

9E

lOE

ilE

12E

13E

14E

iSE

iSE

17E

iBE

19E

20E

21E

22E

Secuenala

GCTGAGGTGCAACTACTCAT

TCTGTGAGCCAGCATAACCAC

GAAGATGGAAGGTTTACA

CAGGGAGAAGAGGATCCTCAG

AGCCAAATTCAATGGAGAGTA

CCTCCATGGATTGCGCTGAAG

GAGGCCCTGAACATTCAGGAG

AAGATAACTCAAACCCAACCA

CACGTACCAGACATCTGGGTT

ACOCTGAGTGTCCAGGAGGG

AGAGTGAOTCAGCCCGAGAAG

CTGCTGGAGCAGAGCCCTCAG

GACCAAGTGTTTCAGCCTTCC

AAGGTAACTCAAGCGCAGACT

CCTCCAGACCTGATTCTCCAG

ACAGTCACTCAGTCTCAACCA

GATGTGGAGCAGAGTCTTTTC

CAGTCAGTGGCTCAGCCGGA.A

CAGCAGGTGAAACAAAGTCCT

CTGAACGTGGAACAAGGTCCT

CAGAACCTGACTGCCCAGGAA

TCCATGGACTCATATGAAGGA

CAGCAAGTTAAGCAAAATTCA

ATGTCAGGCAATGACAAGGGA

Nombre secuencia

Valí ATCTCTTCTGGTATGT

31 ACTAGTATAAACAATTTACAG

41 GAAGACAGAAAGTCCAG

SI

61

71

SI

91

101

111

121

131

141

151

161

171

181

191

201

211

221

AACTATTCTCCAGCATACTTA

ACCAGTGATCAAAGTTATGGT

CTGGTACCAGCAACATG

ATTATAGACATTOGTTC

TATTCTGGGAGTCCTGAACTC

AGTGTTTTTTCCAGCTTACAA

GTGTCCAATGCTTACAACTTC

ACCCGTGATACTACTTATTAC

GACTCTGTGAACAATTTGCAG

ACCAGTGAGAGTGATTATTAT

AGCTCCTCCACCTACTTATAC

GGAAACCCTTATCTTTTTTGG

ACTGCGTTTGACTACTTTCCA

TCCAGCAATTTTTATGCCTTA

GTAGGAATAAGTGCCTTACAC

AACATTGCTACAAATGATTAT

AACAGCATGTTTGATTATTTC

AACAAAGGTTTTGAAGCCACA

CaE CTTGTCACTGGATTTAGAGTC Caí CAGCTGGTACACGGCAGGGTC
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Tabla 3. Oligonucleótidospara la amplificaciónespecíficade los segmentosVAdel TCR

Externo

Nombre

Interno

Secuericia Nombre Secuencia

TCCCCTAGGTCTGGAGACCTCTCT

TTTCAGGCCACAACTATGTTTTG

GATATGGACCATGAAAATATGTTC

ACGATCCAGTGTOAAGTCGA

CTGATCAAAACGAGAGGACAGCA

TCAGGTGTGATCCAATTTC

CAACATATGGGGCACAGGGCAATG

GAGGTGACAGAGATGGGACA

GAACAAAATCTGGGCCATGATACT

GTTCCTATAAAAGCACATAGTTAT

TCTCAAACCATGGGCCATGACAAA

CTGAGATGTCAOCAGACTGAG

GCATGACACTGCAGTGTGCCC

ACCCAAGATACCTCATCACAG

TCTCAGACTAAGGGTCATGATAGA

GACCCAATTTCTGGACATGATAAT

GAACAGAATTTGAACCACGATGCC

AGCCCAATGAAAGGACACAGTCAT

ACCCCCGAAAAAGGACA¶VACTTTT

GAGGGAACATCAAACCCCAACCTA

vsi z

21

31

41

5’

71

SI

91

10I

11!

121

13!

14!

15!

16!

171

181

19!

20!

CAGGGOCTCCAGTTCCTCATT

CTCATGCTGATGGCAACTTCC

AAAATGAAAGAAAAAGGAGAT

CTGATCGCAAOTGCAAMYCAG

CTGGGGGACTCGGCCCT

TTCTCACCTGAATGCCCCAAC

TACTTTAACAACAACGTTCCG

ATTATAAATGAAACAGTTCCA

ATTCAGAAAGCAGAAATAATC

ACAGAGAAGGGAGATOTTTOO

ACATCTGTGTACTTCTGTGOC

TCATTACTOAGTTGGTGCTGG

AACAGTGACTTGTTCTCAGA

TTTGATGTCAAAGATATAAAC

GTGAAAGAGTCTAAACAGGAT

CAGATAGTAA.ATGACTTTCAG

CTGGTATCGGOAGCTCCCAGA

GGTATCAACAGAATCAGAATA

ACCGACAGGCTGCAGGCAGGG

V¡3 lE

2E

3E

4E

SE

6E

7E

8E

9E

lOE

ilE

12E

13E

14E

15E

lEE

17E

iSE

19E

2OE

C5E TTTTGGGTGTGGGAGATCTC 05! TTCTGATGGCTCAAAOAC
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en fi), dondepreviamentesealicuotaronlos oliganucleótidosVE (2,5¡ál de VaE 10pM6 Sp’

de VflE 10pM). Sobrela mezclade reacciónseañadieronunasgotasde aceitemineralpara

evitar la evaporacióndurantela reacciónde PCR.

Los programasusadosen las amplificacionesfueron:

- Parala cadenafi, 30 ciclosa las siguientescondiciones

1mb’ a 950C, paradesnaturalizar,

Imin a 390C,parahibridar,

imin a 720C,paraelongar.

y un ciclo final con imin a 950C, 3mb’ a 390C y 7min a 720C.

- Parala cadenaa la únicadiferenciaestabaen la temperaturadehibridación,quefue

420C.

El termocicladorutilizado fue el “ProgrammableThermal Controller, PTC-lOO” (MJ

Research,Inc.)

32.4.- Identificaciónde las subfamílíasamplificadas.

32.4.1.-Gelesdeagarosaanalíticos.

Tras eliminarel aceitemineral,alícuotasiguales(habitualmentede9pl) de cadatubo,

correspondientea una subfamilia, se sometierona electroforesisen gel de agarosaal 2%

(AgaroseD-1 LE, Hipanagar)en lxTAE (Tris-acetato4OmMpH 8, EDTA lmM) con 114/ml

de bromuro de etidio. El tampónde cargacontiene0,01%de azul debromofenol,0,01 % de

xilencianol,Na
2EDTA0,01M, 0,1%deSUSy 5% deglicerol,y seutilizó en unaproporción1:11)

(ipí). Comomarcadordepesomolecularseutilizó el “lKb DNA ladder”(BRL) queseresuelve,

ennuestrascondicionesdeelectroforesis,los siguientestamaños:142/154bp,200/220bp,298bp,

344bp,394bp,506/Sl6bp,1.Ol8bp, 1.635bp,2.036bpy 3.054bp.Habitualmente,debidoa la baja

cantidadde DNA inicial queseusó en cadauna de las alícuotassometidasa amplificación,la

bandateñida con bromuro de etidio no fue visible. También,en ocasiones,aparecíanbandas

inespecíficas.Por tantosetransfirióel DNA delgela unamembranay sehibridóconunasonda

específica.

3242.-Soutbernblot.

El análisisdela especificidaddelDNA presenteengelesdeagarosa,serealizómediante
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Southern blot (Maniatis et aL, 1989), que consiste en la transferencia del DNA a filtros

adecuados y su hibridacióncon sondasespecificas.En nuestrocaso usamos la transferencia

alcalinaa membranas“Z-probeor (Biorad).

Dos trozos de papelWhatman3M previamentehumedecidos,se colocaronen una

superficie horizontal en contactocon un reservorio de NaOH 0,4M, como tampón de

transferencia.Se colocó el gel de agarosa,con los pocillos haciaabajo (el DNA recorreasí

menoscaminoatravésde la agarosa),sobrela dobletira depapelWhatman3M, y sobreel gel

secolocóunaláminade“Z-probeor humedecida.Sobreestaláminasecolocarondasdepapel

Whatman3M y sobreéstas,servilletasde papelpara absorberla soluciónde transferencia.

Habitualmentesetransfiriódurantela noche,aunqueel tiempo de transferenciamfnñnosería

de 4h.

La membranaselavó en 2xSSC(1xSSC = NaCí 0,1SM, citrato sódico O,015M) a T

ambiente.Seprehibridóen unasolución5xSSPE(IxSSPE = NaCí 0, 18M, Na2HPO4lOmM pH

7,4 y EDTA lmM), l0xDenhardt(lxDenhardt = 0,02%Ficoil, 0,02% polivinil pirralidonay

0,02%dealbúminaséricabovina), 0,1%deSDS y 40pg/mlde DNA deespermade salmón.El

tiempo de prehibridaciónosdiló entre 30mb’ y lh. Transcurridoestetiempo seeliminó la

soluciónde prehibridacióny seañadióla de hibridación.La únicadiferenciaen la composición

de ambassoluciones, apartede la sonda marcada,es que la solución de hibridación es

SxDenhardt.Seprehibridóy sehibridó 5
0Cpordebajodela temperaturamediadefusión (Tm)

de la sondautilizada. En la hibridaciónse utilizaroncomosondasespecificasoligonucícótidos

marcadoscon [~P]dATP(punto2.2.4.3),correspondientesa la región C, más internosquelos

usadosparala amplificación(Cal o CfI) (Tablas2 y 3). La Tm secalculó usandola fórmula

Tm = 4(G+C)+2(A+T).LaTm deloligonucleótidoCal (Tabla2) es706Cy la delCfI (Tabla

3) es52C, por lo queseprehibridóe hibridó a 65C y a 47C respectivamente.La reacción

de hibridaciónduró un mínimo de 3h.

Trasestetiemposeeliminóla solucióndehibridacióny seprocedióalavarlamembrana.

Se hicierontres lavadosde 2Omin en 6xSSCa T ambiente.El cuartoy último lavadosehizo a

la temperaturade hibridación durante3min. Las bandasespecíficasse localizaron mediante

autorradiografiausandopelículasKodakX-Omat 5 conpantallasamplificadorasOkamotobis

a -700C.
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3.2A3.-Marcajeradiactivode oligonucleótídos.

Los oligonuclecitidos (1pM final) se marcaron en un volumen total de 20311 con 4OpCi

de y-[~P]-dATP de actividadespecíficade 3.OOOpCi/mmol(Ainersham)en su extremo5’ con

T4 polinucleótido kinasa (Boehringer Mannheim). Los nucleótidos no incorporadosse

eliminaronabsorbiendola mezclade reacciónen un papelWhatmanDE81 y lavandoestepapel

con el tampón“low-salt” (Tris-HCI 2OmM pH 8, BUTA lmM, NaCí 0,1M). El oligonuclecitido

marcadose eluyó mediantelavadoscon el tampón“high-salt~ (Tris-Ecl 2OmM pH 8, BDTA

lmM, NaCí IM), hastacompletarun volumen de 1.200311.La mitad seañadióa lOml de la

soluciónde hibridación.

3.3.-Secuencíaclóndel materialamplificado.

33.1.-PurIficacióndel fragmentoamplIficado.

Tras la identificación de la subfamiia, el resto del producto de la POR del tubo

correspondientese extrajo dos vecescon fenol/cloroformoy una con cloroformo. El DNA

purificado seprecipitóañadiendo2Opl de acetatosódico3M PH 5,5 y SOOpl deetanolabsoluto

e incubandolh. a ~70ÓC,Despuéssecentrifugó30mb’ a 12.OOOxga 4~C,

El precipitadosesecóal vacioy seresuspendióen9pl deH20y ipí del tampóndecarga

(ver 2.2.4.1).Estamuestrasesometióa electroforesisen gelde agarosadebajopuntode fusión

(NuSieveOTO, FMC) al 2%, en las mismascondicionesy con los mismosmarcadoresdepeso

molecular que en el apartado2.2.4.1. Tras esto, se procedió a cortar la bandade DNA

visualizadaporel bromurode etidio. En ocasionesla cantidadde DNA fue tanbajaqueno se

visualizóen bromurode etidio. Entonces,con ayudade los marcadoresdepesomolecular,se

cortó la zonadel tamañodondehibridó la sondaespecífica.

332.-Amplificación asImétrica.

Con estatécnica(Oyllensteny Erlich, 1988; BUí a aL, 1989) segeneróun DNA de

cadenasencillaa partirdel DNA amplificado de los TOR, parasu secuenciacióndirecta.Para

ello fue necesarioseleccionarun nuevo grupode oligonucleótidosVa, Vfl, Ca y Cfi. Son los

oligonucleótidosV«I/VflI y Cal/Cfi (Tablas2 y 3). Estos oligonucleótidoshibridan en

posicionesmás3’ quelos VaE o VflE específicosde cadasubfamiliay más5’ que los CaEy

CflE. Estosoligonuclecitidosfueron elegidosparaquehibridarancontodoslos miembrosdeuna
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mismasubfamiliaperono específicamenteporqueenestaetapano hayposibilidaddereacciones

cruzadas.

ParaconseguirDNA monocatenario,el DNA amplificado,sesometióa unanuevaPCR

asimétrica.Paraello se hicieron dosalícuotas,una paraamplificar la cadena(+) y otra para

amplificar la cadena(-). Paragenerarla cadena(-) se utilizó una proporción 100/1 de los

oligonucleótidosCI/VE mientrasque parasintetizarla cadena(+) seutilizó una proporción

100/1 de los oligonucícótidosVI/CE.

En la práctica,seprepararondosreaccionesdePCR(A y B) en lasmismascondiciones

queen elpunto2.2.3,pero con las siguientesdiferencias:

(a) el volumen de reacciónfue en amboscasosde lOOpl.

(b) Se añadióa ambostubosde 2 a 4 pl de agarosafundida (cortadacomasedescribe

en el punto2.3.1)comoDNA moldeparala reacción.

(c) Lasconcentracionesfinalesdelos oligonuclecitidosfueronlOnMdeVaE/VPEfrente

a 1pM deCaI/CPIparala reacciónA (cadena-) y 1pM de VaI/VPI frentea lOnM de

CaE/CflEparala reacciónE (cadena+).

333.-PurifIcaciónde los productosde la segundaPCL

La amplificaciónsecomprobómedianteelectroforesisen gel de agarosa(punto 2.2.4.1).

El restodel productode la PCRde esasubfamiliaseextrajo dosvecesconfenol/cloroformoy

secompletócon TE (Tris-HCI lOmM PH 8, EDTA lmM) hastaun volumen final de 400pl.

Parasepararel productode la PCRdelos oligonucícótidosiniciadoresy concentrarla

muestra,secargaronlos ‘tOOpl en un microconcentradormicrocon-SO(Amicon), secentrifugó

la muestraa 10.OOOxgy a 40C durante15mb’, seeliminó el volumeninferior (filtrada < 304)00

de pesomolecular)del microconcentradory se añadieron400311de 1120 sobrela membrana.

Esta operaciónse repitió hastaun total de tres centrifugaciones.Tras esto, se invirtió el

microconcentrador,seañadieronlOpí de H
20y serecuperóelconcentradoporcentrifugación

a 2.OOOxg.La recuperaciónoscilóentre4 y 8pl. Un pl del material recuperadosecorrió en un

gel de agarosa(punto 2.2.4.1)paracomprobarel rendimiento,que habitualmentefue mayor

90%.Estefue el materialde partidaparala reacciónde secuencia.
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33A.- ReaccIonesde secuencia.

La secuenciaciónde los productosdePORmonocatenariosserealizóporel métodode

los dideoxinuclecitidos(Sangery Coulson,1975),utilizandolaversión24) delkit de“Sequenase”.

Brevemente:

A) Hibridaciónde la mezcla:

7311 delproductode PORmonocatenario

2pl de tampónde secuencia(Tris-HOI 200mM pH 7.5, MgCl2 25mM, NaCí

2SOmM)

ipí de oligonuclecitidoiniciador10pM (VaI/VflI o Ccd/C~I) (Tablas2 y 3)

Secalientade 3 a 5mb’ a 65
0C y se dejaenfriarlentamente(aproximadamente

durante30mb’) hastamenosde 35C parapermitir la hibridacióndel iniciador.

E) Reacciónde marcaje:

A la mezclade hibridaciónseañaden:

ipí de DT~ 0,1M

2pl de mezclade marcaje(1,5
31M dCTP, 1,SpMdGTP, 1,531M d1TP)

0,5pl ~S-dATP(actividad 1.OOOCi/mmol)

2pl Sequenasadiluida (1,5ude sequenasaen Tris-HCI lOmM pH7,5,Dfl SmM

y 0,5 mg/ml de ESA)

Serealizala reacciónde marcajedurante5mb’ a 240 C.

C) Reacciónde terminación:

Se alicuotan, en 4 tubos, 2,Spl de cadauna de las 4 mezclasde terminación

(8031Mde cadadNTP, NaCíSOmMy 8pM delddNTPcorrespondiente).A cada

tubo sele añade3,5p1 de la reacciónde marcajey seincubanduranteSmin a

400 C. La reacciónseparaañadiendo4p1deunasolucióndeparadaquecontiene

un 95%de formamida,EDTA 2OmM, 0,05%deazuldebromofenoly 0,05%de

xilencianol.

Las reaccionesde secuenciase guardana ~20ÓChastasucarga.

Para resolvercompresionese inversionesse utilizaron los 7-deaza-dGTPderivadosen

vezde el dOTPy el ddOTPen las reaccionesde marcajey terminación.
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33.5.-Electroforesísen gelesdepoliacrílamida.

Lasreaccionesde secuenciaseresuelvenen gelesde poliacrilamidade O,4mm degrosor

y 40cmde longitud. La composicióndel gel es: 42%de urea,TEE (Tris-boratoO,09M, EDTA

O,002M),8%deacrilamida,0,05%depersulfatoamónicoy 0,03%deTEMED. La electroforesis

serealizaa potenciaconstantede 45W, lo queda un voltajeque osdilaentre1500-2100Vy una

intensidadde 3SmA en el tampónIxTBE. Trasla electroforesisis,el gel sesecasobreunpapel

Whatman3M al vacioa 80~Cy seautorradiografíaen películasX-Omat de Kodak

3.4.- Análisis estadístico.

Parael análisisestadísticodel uso de segmentosgénicosseutilizó el testde x2, de la

facilidad estadística“Astute” diseñadaparala hoja decálculo“Microsoft Excel” versión4.0.
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4.- RESULTADOS

4.1.- RepertorIo de TCR en la respuestaalog¿nlcaantl.B*2705.

4.1.1.- Análisis de la secuenclade las cadenasa y ~lamplIficadas.

MediantePCRespecíficay secuenciaciónsecaracterizóelTCRde 12 clonesanti~B*27O5

deespecificidadfina conocidadel respondedorCM (liLA-Al, A24; B7, 8; DRI, 3) y de22 del

respondedorSR (HLA-A3, 29; E7, 44; DR2, 7) (Tabla 4). La frecuenciade las principales

especificidadesclonalesen estarespuestafueanalizadaen un estudioprevio(LópezetaL, 1994).

Estas frecuenciasy las de los CT~L analizadosaquí son muy similares. Por ejemplo, las

frecuenciasde los patronesde reacción1 (anti-B~2705),IV (anti-Bt27O5+ B*2703), y aquellos

que presentanreaccióncruzadacon 3 o más subtiposde HILA-B27 eranen CM 22%, 28%y

39% respectivamente(Lópezet aL, 1994) y 17%, 33% y 50% en los clonesde estedonante

estudiadosaquí.En SReran12%,36%y 39%respectivamente(Lópezetat, 1994)y 13%,32%

y 40% en los estudiadosaquí.Por tanto,nuestrosresultadosreflejanprobablementelas reglas

generalesdelusodeTCRen las respuestasanti~E*2705de estosindividuos.Decadaunade las

cadenasdelTOR sesecuenciópartedel segmentoV (de 33 a 198 bp, siendola media 113 bp),

la regiónN/N+Dfl, el segmentoJa/JP,y la parte5’ delsegmentoC«¡CP.La asignacióndelos

segmentosV sehizo en función del oligonucleótido iniciador especificode subfamilia quelo

amplificó y dela posteriorsecuenciación.Esto permitiódistinguir entretránseritoscorrectosy

aberrantes.La ausenciade blancosen las PCR indicó que los oligonucleótidosiniciadores

hibridabanconla mayoríadelos segmentosVa y Vfl másusados.En un caso(CCL 116.8GRK),

los iniciadoresVaSEy V«8Eamplificaronenreaccióncruzadaun tránscritode la cadenaa que

usabaVaw24 (Tabla 4). En este CTL el tránscrito de la cadenap, que usabael segmento

Vfl6GLPA, seamplificó con el primer Vfl8E y no con el VflÓE. En el resto de los casoslos

tránscritosamplificadosusabanlos segmentosV quecorrespondfana la especificidadnominal

de los iniciadoresque los amplificaron, aunquede maneraocasionalse observaronalgunas

reaccionescruzadas:los oligonuclecitidosVa3, ValS y VpS amplificaronen reaccióncruzada



Tabla 4. Uso de los segmentosgénicosde las cadenasa y ~ del TCR en

tránseritosproductivosde CTL antt-B*2 7OS~

CTL Patrón de Reacción

Subtipos Otros

Vc~ h.s. Jc~ V$ h.s. JjS Numew dc ~

alfa/beta

Resnondedor CM

1 I6.$ORK 5 w24 NA HAVTOI 6 1 2.7 L34738/L34720

17A2 5 54 3 I-IAVPOI 13 4 1.1 M87870/X51757

3IORK 5,3 19.1 2 HAVT33 ¡3.4 4 2.3 L34708/L34730

740RK 5,3 16.2 4 1’IAVP36 2 3 23 L34716/L34735

11.2 7 AC24 124715

5~42 5,3 14 3 101Ua12 ¡5.1 4 2.3 M87S69/X51791

OMí 5,3 22 4 PY14 3 4 2.7 M90479/X51796

58011K 5, 1,4 ¡2.1 3 1220RK 6.4 1 2.7 L34714/L34734

20.5ORK 5, 1,2,3, 6 14.1 3 HAVIQI 14 4 2.2 L34703/L34725

1220RK 5,2,4,6 BS6, 1361 14 3 1220RR 7.1 2 1.1 L34699/L34722

IOOORK 5,1,2,4,6 B56, 1361 S.l 1 HAV1’OI 17.1 4 2.7 L34694/L34719

37G11K/123.8GRK 5,1,2,3,4,6 DR2 14 3 IORIaO6 1.1 ¡ 1,1 ‘M95394/L07294

Rcwondedor SR

1 1SRY/4OSRY

[3SRC

93815

21869

29815

128RF-375LO’

33.8815

138L0

75 15/16815

33869

¡ ¡ £SLO’

27569

47869

2SRZ

381W

5

5

5, 1

5, 2

5, 2

5,3

5,3

5,3

5,1,2

5,1,3

5, 2, 3

5, 2, 3

5,1,2,3

5,1,2,3

5, 4, 6

1360

1361

1355, 1356

2 1 I<IAVPIO

10 2 I-1AVP29

20.1 5 lORJeOl

20.1 5 HJGF

7.2 6 A0212

20.1 5 63.124

84 3 AC2S

S.l 1 FR6

17,1 1 122611K

2 1 HAVPIO

1360 3.1 2 62.119

1361 7.2 6 ICR.1a06

84 3 HAVT33

12.1 3 A6212

7.1 6 HAVP3Ú

11.1 7 lCRJaO6

8.1 1 2.1 L34698/L34721

i4 4 2.2 L34702/L34724

3 4 1.2 L34718/L34737

7 2 2.2 L34704/L,34726

5.4 1 1.6 L34706/L34728

3 4 2,1 L34700/L34723

3 4 2,1 L34709/L34723

3 4 2.1 L34701/L34723

¡4 4 1.1 L34717/L34736

14 4 1.4 L34710/L34731

3 4 2.1 L34695/L34723

18.1 1 2.3 L34705/L34727

17.1 4 2.7 L34713/L34733

124712

7 2 2.2 L34707/L34729

4 3 ¡.2 L34711/L34732



• •/.:01L•

36

Tabla 4.

Los CTL con TCRidéntico aparecen agrupados. Los patrones de reacción clonales son de

LópezetaL,1994.La numeración de las subfamilias Va y de V~ 1 a V~16 es el de Wilson a aL,

1988. V~17 a V~20 están numeradas como en Toyonagay Mak, 1987. Losmiembrosdecada

subfamilia se asignanaroncuandola secuenciaparcial determinadaera idénticaa un solo

miembrode la subfamiliacorrespondiente.Ademásdelos especificadoscon número(Toyanaga

y Mak, 1987; Wilson etaL, 1988) otros miembros asignados son los siguientes: Vaw24 (Roman-

Roman et aL, 1991) en CTL 116.8GRK Va14.370RK (López el aL, 1993) en CTL SAZ

1220RK,y 37GRK/123.80RK V~6GLPA (Li eta, 1990) enCTL 116.80RK V~l3IORb16

(Ferradini eít aL, 1991) en CTL 17A2; Vp7H67.2 (PlazacaL, 1991),en cTL 21569y 2SRZ. Los

segmentos Va2 de los CTL 1lSRY/4OSRY y 33S69 son diferentes, pero no se puede asignar el

miembro de subfamilia exacto en base a la secuencia parcial determinada.Los segmentosV

están clasificados en subgrupos de homología (h.s.) (ChothiaetaL, 1988). Estosincluyenaquellas

subfamiliasVa o V~ quetienenentresi unaidentidaden susecuenciadeaminoácidosmayor

del 50%. NA: subgrupono asignado.
2Este clonotipo incluye CTLl2SRF, 125L0, 605L0, 4S15, 11515 y 37SL0, que tienen el mismo

TCR. CTL 375L0 presentauna actividadlítica elevadareaccionandodébilmentecon otros

subtipos además de B*2703. CTL l2SRF no presenta reacción cruzada con HLA-B60 (López

el aL, 1994).

3> CTL 1l.85L0presentauna reacciónmásdébil con B*2702 quecon B*2705, B*2703, o B60

(Lópeza aL, 1994).
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los segmentos Va8, Va 17 y V~6 respectivamente. Las reacciones cruzadas de los

oligonucleótidosselectivosde subfamilia con otra subfamilia y observadosen estatesis se

resumenen la Tabla 10 (apdo.4.2.1).

En la mayoríade los casoscadaCTL mostróun único tránseritoproductivoparacada

una de las cadenas a y 15. Los OIL 74CIIiK y 47569 (Tabla 4) tenían dostrAnscritosproductivos

para la cadena a y solo uno para la cadena p, y podrían por tanto expresar dos TCR. Algunos

clones del donante SR, generalmente con una especificidad fina muy parecida, tenían el mismo

TOR(Tabla 4). En el CTL 122CIRK se detectó un tránscrito aberrante de ¡3 en el que la V¡3 18

seuneen su partecentralcon el segmento0152.Tambiénaparecierontránscritosaberrantesde

la cadena a en los CTL 1000RK (VaS, JaHAVT3I), SAI (Va9, JaHIAVP44), I2SRF-375L0

(Va7, JaAB28), 13SLG (Va 16, JaAE19) y 27S69 (Valí, JaAB2S). El único trAnscrita que se

detectó en el CTL 135RC (Va 10, Ja HAVP29) estaba en el mareo correcto de lectura, pero su

segmento Va presentaba una secuencia anómala en su extremo y carecía del último codón de

Cys (Figura 7B). Aunque ha sido incluido en todos los análisis, este trAnscrito podría codificar

para un polipéptido no funcional y el trAnscrito productivo a podría no habersido amplificado

pornuestroconjuntode oligonucleótidos.

4.1.1.1.-DescripcIónde un nuevomiembrode la subfamíllaVa14 y deun nuevosegmentoJa.

En el análisisde las secuenciasde las regionesVa sedeterminóun nuevomiembro de

la subfamiliaVa14 y un nuevo segmentoJa.La secuenciaparcialdel nuevo miembrode la

subfamiiaVa14, quese muestraalineadaen la Figura 4 conalgunosde los miembrosde esta

subfamilia,seencontróen tresclonotiposdel respondedorGM: CTL 37GRX¡123.8GRK,CTL

1220RK y OIL 5A2 (Tabla 4). Hastael momentoes el quinto miembro conocidode esta

subfamiia (Kimura et aL, 1987; Pluschkeet aL, 1991; Baitel el aL, 1992). Difiere del más

homólogo,Va14.2 (Eoitel etaL, 1992),en tresnucleótidosde los cualesuno essilenciosoy las

otrosdosimplicansendassustitucionesenlos aminoácidoscorrespondientes.Difieredel primer

miembro determinadode esta subfamilia, VaHAVT2O (Kimura el aL, 1987) en nueve

nucleótidos de los cualessiete son silenciososy dos implican sendassustitucionesen los

aminoácidoscorrespondientes.

Enla Figura4 semuestratambiénun nuevosegmentoJaqueseencontrócondiferentes
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FIgura4. Secuenciadel nuevomiembrode la subfamiliaVa14: 370RK.Aparecealineadacon

otrosmiembrosde la subfamilia:HAVT2O (Kimura et aL, 1987), 14.2(B) (Boitel etaL, 1992),

14.1(P)y 14.2(P) (Pluschkeet aL, 1991).Los guionesindican las posicionesqueson idénticas

a la secuenciade 370RK. Se muestratambién diferentes reordenamientosde un nuevo

segmentoJa.
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reordenamientosensu extremo5’ enlos tránscritosa correctosdeCTL 1220RKy CTL 58C*RK

del respondedor(3M, y en el clonotipo7S15/16S15,delrespondedorSR.Estesegmentodifiere

del JaAP511 (Klein et aL, 1987) en un solo nucledtido.Esteúnicocambiohacequeun codón

stopexistenteenJaAP511paseaserun codónpararl~,r enJaI22GRK.El segmentoJaAPS11

esun pseudogeny el Ja1220111<esun genexpresable.Estesegmentotienela mismasecuencia

deaminoácidosqueJa17.10 (Mossetai, 1993)en laporcióndeestesegmentodisponiblepara

comparación.

4.1.2.-Selecciónasimétricadela cadena15 en TCR antI~B*27O5.

El usodeTCR en la respuestaanti.B*2705serevelóno aleatoriocon restriccionesde

usoa variosniveles,comosedetallaráa continuación.Un primer nivel de restricciónconsistió

en receptoresconcadenas15 idénticaso altamentesimilaresy cadenasa dispares,sugiriendouna

seleccióna nivel de la estructuraglobal de la cadena15.

4.1.2.1.- Clones alorreactivoscon Idéntica cadena 15 y distintas cadenasa. Relación con la

especificidad.

La mayoría de los CTL tenían tránscritos a y 15 diferentes.Sin embargo,en el

respondedorSR sehallaron 4 clonotiposcon el mismo trAnscrito 15 pero con tránscritos a

totalmente distintos. Estoseranlos CTL 12SRF-375L0,33.8515,13SLG,y 11.SSLG(Tabla 4,

Figura5). Susreaccionescruzadasconlos subtiposdeHLA-B27 selimitaron a B*2703, aunque

enocasionesseobservaronreaccionesdébilesconB*2702 (CI1~ 1 1,8SLG)u otrossubtipos(CTL

375L0).También,la mayoríade estosCTL, excepto33.8S15, presentabanreaccionescruzadas

con los antígenosde HiLA-B60 ó -BM (Lópezet aL, 1994).Estosresultadassugierenquela

especificidadfina de estosCTL frentea los subtiposde HLA-B27 estádeterminadapor la

cadena15. La diversidaden las cadenasa secorrelacionóconlasdiferentesreaccionescruzadas

canHLA-B60 (12SRF-37SLGy11.85L0),B61(13SLG),o ningunodeestosantígenos(33.8S15),

lo que sugierequelas distintascadenasa modulan la reactividaddiferencialde estasclones.

Este es el primer caso documentadode TOR con idéntica cadena ¡3 en una respuesta

alorreactiva.



FIgura 5.

a fi

ItOSLO
~~LU.q~.*j*Ut
¼

11951.0
!.......U......,...

•

e 1••1,

CTL Va N+J@ VP N+V$ 0$

33.8515

1281W

1381J0

11.8SLC

YFCAMR RAAAACWXL

YYCLVGD ICVNTG?QKL

YFCAA GSPRYDXV

YFCAL TGA}4NL

LCA48 RLAGM NNO

LOAS RLAFQN NRO

LOAS RLAOI >130

LOAS 1&LAGH >110

1

A

rs
4

‘>4
~1

,1

‘1
‘1

A ~. 1

1

19
1



Figura 5. Southernblot de los productosamplificadosa partirdel cDNA específicodel TCR a

y 15 delos clonesanti~B*2705quemuestranidénticacadena15 y diferente cadena a. En cada

clon seamplificanalícuotasdelcDNA mediantePCRusandooligonucledtidosespecíficosdelas

subfamilias Va y V15, y oligonucleótidos Ca y Cp (ver Materiales y Métodos). El material

amplificado sehibridó con oligonucleótidosespecíficosde Ca y C¡3 marcadoscon ~P. La

localizacióndelasbandasindica la subfamiliaV queutiliza cadaclon. Lospuntosa amboslados

correspondenal marcadorde pesomolecularusado(ver Materialesy Métodos).Tambiénse

muestra la secuencia de aminoácidos deducida de las regiones CDRS« y I~ de estos CTL. En

los Cli 12SRF y 135L0 aparecieron dosbandasdeamplificación a. El análisisde secuencia

delos productosdePCRpermitiódistinguir enamboscasosentretránacritoscorrectos(Va2O.1,

Ja63.124 y Va8.1, JaFR6 respectivamente) y tránscritosaberrantes(V«7, JaAIB28 y Va16,

JaAB28respectivamente).
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4.1.2.2.-Clonesalorreactívoscon cadenas(1 altamente similares.

Seencontrarondos paresde CII.. queusabancadenas¡3 con idénticasubfamilia VP,

idéntica .115, y donde las regiones N+D15 eranmuy similaresen tamañoy secuencie.Estas

parejas las constituyen los CIL 20.8GRK/13SRC y 1000RK/47S69. En cada par, los CTL

proveníande distintos respondedores,pero se diferenciabanrespectivamentesolo en 1 y 2

residuosen su regiónN4-Dp.Lascadenasa correspondienteserantotalmentedispares(Figura

6 y Figura7). Los CTL en cadaparposeíandistintaespecificidadfina. MientrasCTL 20.8ORK

Usaba todos los subtipos menos B’2704, 133ROUsaba solo B2705. CTL 1000RK Usaba todos

los subtipos menos B*2703 y CTL. 47569 lisaba B*2705, 01, 02 y 03. Estos resultados indican que

se pueden reclutar cadenas ¡3 casi idénticas en la respuesta de CH.. anti-W2705

independientementedel respondedoro del patrónde reacciónfrentea otrossubtipos.En cada

pareja de CTL las distintas cadenas « podrían modular la reactividad diferencial, pero no se

puede descartar que ésta esté también determinada par las pequeñas diferencias en las regiones

N+Dp.

4.1.3.- La selecciónde segmentosV15 entre los CTL anti.B*2705 es independientedel

respondedory noesespecíficadeepitopo.

Los segmentos V de los tránscritos correctos de las respondedores (3M y SR (Tabla 4)

se clasificaron de acuerdo a los subgrupos de homología a quepertenecían(ChothiaelaL, 1988).

En ambosrespondedoresun 55%y un 60%respectivamentede los segmentosVp usadospor

los clonotiposanti-B27pertenecíanal subgrupode homología4 (Tabla5). Este porcentaje era

el mismoque seobtuvoanteriormenteennuestrolaboratorioen otraindividuo no relacionado,

DL (LauzuricaeeaL, 1992), y era mucho mayorque en los controlesde célulasT no-anti-B27

obtenidasde los donantesSR Y OM duranteel clonaje (Tabla 5). Las diferencias eran

estadísticamentesignificativasencadarespondedor(p<0,05) y enel total de ambos(p<0,005).

No se apreciaron diferencias significativas enotrossubgruposen respondedoresindividualescon

respecto a sus controles, pero considerando ambos donantes se observóuna disminución

estadísticamentesignificativa del subgrupo 3 (p<0,05). Estos resultadosindican un uso

preferentedelos segmentosV15 del subgrupode homología4 entrelos CTL anti-Bt2705,que

esindependientedel respondedor.Esto esdebido al usomayoritariade algunassubfamilias

comola V~3 y la V15 14, consideradasen ocasionescomounasola(Toyonagay Mak, 1987),que
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Figura6. Southern blol de los productosamplificadosa partirdel cDNA espcciflcodel TCR a

y 15 de las dosparejasde clonesanti-B42705que muestrancasi idénticacadena15 y diferente

cadenaa. Ver Figura 5. Tambiénsemuestrala secuenciade aminoácidosdeducidade las

regionesCDR3 a y 15 de estosCTL. En CTL 47S69aparecierondosbandasa. Tras el anfltais

de secuenciasevio queamboscorrespond(ana trínacritoscorrectos.Comosolaaparecióuna

banda15, consideramoslas dos combinaciones«/15 clonotipasdiferentes(Tabla4).



Tabla5. Uso desegmentosVgS en Cli.. and-BV705

Subgrupo

de

homología

Respondedor’

Total
GM SR

a~B*2705 Control a.B*2705 Control a-B’2705 Control

1

(N=11) (N=9)

3 (27%) 4 (44%)

(N=15) (N=10) (N=26) (N=19)

3 (20%) 5 (50%) 6 (23%) 9 (47%)

2 1(9%) 1(11%)

3 1(9%) 3 (33%)

4 1155%I 1(11%)

—

2(13%) 0 3 (12%) 1 (5%)

1(7%) 3 (30%) L.(MtX 6 (32%)

11L585L1 3(16%)t.(~2%iI 2(20%)

1 El número (N) y el porcentaje de los segmentos V13 decadasubgrupoenCTL anti~B*2705y

encélulasT no-anti-B27controlencadaindividuo.LossegmentosVP enCTL con idénticoTCR

o enCTL con 2 tránscritosaproductivossecontaroncomounosolo. LassegmentosV~ deCI’L

con la mismacadena¡3 y diferentescadenasa secontarancomodiferentes.Losvaloresde los

CTL anti~B*2705 que muestranun diferenciaestadLsticamentesignificativa (pcO,OS)con los

controlesrespectivosestánsubrayadosy en negrilla.
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seencontraronen un 23%y en un 15%de los clonotiposanti~B*2705respectivamente.En las

célulasT no-anti-B27delos mismosindividuosla V153 apareciósóloen 1 de 19 tránscritos,y la

V1514 no aparecióningunavez. Los resultadostambiénsugierenque las V¡3 del subgrupode

homología 3 podrían estar selectivamentedisminuidasenlos CTL antl.B*2705deestosdonantes.

LasV15 del subgrupode homología4 seencontraronenel 50%o másdelos donescon

los siguientespatronesde reacción:anti.B*2705 (50%), anti-B’2705 + B*2703 (86%), y en

aquellosque presentabanreaccióncruzadacon B*2701 (67%). Estos patronesde reacción

constituyenel 77% (20 de 26) de los clonotiposanti-B’2705analizadosy el 85% (56 de 66) de

los CTL caracterizados funcionainiente procedentes de los donantes DL, (3M y SR (Lópezet

aL, 1994).Estoindicaquelas V15 del subgrupode homología4 no estánasociadasen los CTL

anti.B*2705 a ninguna especificidad fina en particular.

El usoincrementadode segmentosV15 delsubgrupo4 no seasocióa un usopreferente

de otros elementos estructurales en los TCRcorrespondientes. La significaciónestadísticadetal

incrementosemantuvo,unavezcorregidapor los casos de los apartados anteriores, en los que

varios TCR compartíancadenas15 idénticas o casi idénticas. Este resultadoindica que la

selecciónpreferentede V15 del subgrupo4 sehaceenbasea la estructuradedichossegmentos

y no estáasociadaa la selecciónsimultaneade otroselementosestructuralesdel TCR.

4.1.4.- El usono aleatoriode segmentosVaentreaL antl-V2705esdependientedeldonante.

Se encontraron 16 subfamilias Va, pertenecientes a todos los subgrupos de homología,

en los 28 tránseritos productivos de los CTLanti~B*2705 (Tabla 4). A pesar de esta diversidad,

algunas subfami]ias aparecieron recurrentemente en un respondedor con mayor frecuencia que

en los controles respectivos o que en PBL de otros individuos (Tabla 6). Val4 apareció en un

33% de los tránscritos a productivos de (3M, incluyendo 3 de los 4 clonotipos con más

reacciones cruzadas en este donante (Tabla 4). Esta subfamilia no se encontró en los

correspondientes controles ni en el respondedor SR. Contrastando con esto, V«7 y Va2() no se

encontraron en los C~L analizados del respondedor (3M, pero aparecieran recurrentemente en

SRy, dentrode estedonante,respectivamenteenclonotipasquepresentabanpocasreacciones

cruzadascon subtiposde HLA-B27 o que presentabanreaccióncruzadacon B*2702 (Tabla 4).

EstossegmentosVa no seencontraron(Va2O) o seencontraronsolo unavez (V«7) entrelas

célulasT no-anti-B27delos mismosdonantesqueseanalizaroncomocontrol(Tabla 6). Por
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Tabla6. Uso no aleatorio de segmentosVaen TCRantl-32705

Subfamilia

Va’

(N= 12)

Respondedo9

CM SR

Control

(N=9)

a~p*27p5

(N= 16) (N= 11)

PBL3

Va7 O O 1(9%) 2%

‘¿«14 ¡ 0 0 0 ¡ 7%

Va2O . O O 1L125/A> 0 2%

1 Se muestransolo las subfamiliasqueaparecieronmás dedosvecesenel mismorespondedor.

2 N&nero (N) y porcentaje de segmentos Va en trAnscritosproductivosde CIL anti~B*27O5, o

en tránscritos de células T no-anti-B27 control de cada respondedor. Los segmentos Va deCTL

anti.B*2705 con idéntico TCR secontaroncomo uno solo. Los segmentosVa de CTL que

tenían dos tránscritosproductivossecontaronporseparado.Las diferenciasestadisticamente

significativas (p<0,01) con PBL no seleccionados(Moss et aL, 1993) estánsubrayadasy en

negrilla.

Datosprocedentesde MossetaL, 1993,obtenidos de 300 trAnscritos a productivosprocedentes

de PBL de 3 individuos no relacionados.



Resultados 43

tanto, el uso recurrente de segmentos Va entre dL anti-HLA-B27 refleja diferencias

individuales relacionadascon la especificidad clonal. No se observaron diferencias

estadfsticamentesignificativasentrelos valoresde Va7,V«14 y Vcc20 en las célulasT no-anti-

B27 de estosdonantescon respectoa los valoresesperadosen basea supresenciaen PBL de

distintosindividuos.Porel contrarioenlos GIL anti~B*2705los valoresde‘¿«14 en (3M y Va7

y Va20 en SR aparecieron incrementadossignificativamente (p<0,01 y p<0,0001

respectivamente).

Estos resultados indican que hay una menor restricción en el uso de segmentos Va que

en el uso de Vp. Sin embargoalgunossegmentosVa aparecendistribuidosde manerano

aleatoria. Esta selecciónde Va es, a diferencia de la selección de VP, dependientedel

respondedor y está asociada a patrones de reacción que presentan características comunes.

4.1.5.- La selección de los segmentos Va y V15 es IndependIente de la asociación Va/VP.

Seestudiaronlas correlacionespositivasy negativasentreel usode los segmentosVa

más frecuentesy los segmentosV~3 (Tabla 7) paradeterminarla posibilidaddeun sesgoen la

asociaciónVa/VP. En CM Va14 aparecióasociadatantoa las segmentos‘¿¡1 delsubgrupo4

como a los segmentos Vp de otros subgrupos con una frecuencia que sed a la esperada si ambos

segmentos se asociaran aleatoriamente, en base a sus frecuencias respectivas en los clonotipos

anti~B*2705 de este individuo. Lo mismo ocurrió con ‘¿«20 en el donanteSR. Esteresultado

indica que, en estos casos, la selección de los segmentos Va o VP en los correspondientesTCR

se efectuó independientemente del segmentoV en la otracadena.En contrastecon esto,Vs7

se asoció con segmentos ‘¿p de subgruposdistintosal 4 con una frecuenciaque fue más del

doble de la esperada si la asociación fuera aleatoria. Esta frecuencia fue similar a la que se

esperarla si le selección de ‘¿«7 sehicieraindependientementedel segmentoVP (Tabla7).Este

resultadosugierequela correlaciónnegativade‘¿«7con las ‘¿$3 del subgrupo4 esdebidaa que

estosTCRfueronseleccionadospreferentementeenbasea‘¿«7y noporsussegmentosV¡L Por

tanto, como en los casosanteriores,la selecciónde Va en estos TCR es aparentemente

independientede su asociacióncon un determinadosegmentoVP.

4.1.6.- MotIvos recurrentesen las reglonesN+DD.

En las 23 cadenas~3diferentesde los CTL anti~B*27OSsevio unagrandiversidadde
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Tabla7.ÁsociacióndesegmentosVayVgSen TCRanti~B*27O5

Respondedor Asociación Frecuenciaesperada’ Free.Encontrada

(3M ‘¿«14 ¡ ‘¿15 h.s.4 0,33 x 0,55 = 0,18 2 /12 0,17

‘¿«14 / ‘¿15 h.s.distintosdel 4 0,33 x 0,45 = 0,15 2 /12 = 0,17

SR Va2O ¡VP h.s.4 0,19x 0,6 = 0,11 2/16 = 0,125

‘¿«20 / ‘¿15 h.s. distintosdel 4 0,19x 0,4 = 0,08 1 /16 = 0,06

‘¿«7 ¡ ‘¿¡3 h.s.distintosdel 4 0,19 x 0,4 3 ¡ 16 = 222

0,19x 0,82 = 0,152

1 Frecuencia esperada entre los clonotipos anti~B*2705 si la asociaciónVa/VP fueraaleatoria.

Es el productode las frecuenciasde los segmentosVa y VP correspondientes.Lasdiferencias

con las frecuenciasencontradasestánsubrayadasy en negrilla.

2 Frecuenciadelos segmentosVP delos subgruposde homología(h.s.) distintosdel 4 en células

T no-anti-B27de SR.
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secuencia en la región N+Dj3 y un uso no selectivo de segmentos IP (Figura7A). No obstante

estadiversidadestabalimitada a tres niveles.Primero,comoseha dicha antes, 4 clonotipos

diferentesdel donanteSRcompartíancadenas15 idénticas.Segundo,tresparesde tránsoritos

decadenas15 usaban los mismos segmentos ‘¿15 y 315. Estoseranlos CrL 21569y 2SRZ<ambos

deSR),20.8GRKy I3SRC(deCM y deSRrespectivamente),y 1000RKy 47569(de (3M y de

SRrespectivamente).Las regionesde unión entreestospareseranmuy similaresen tamañoy

en los dos casosdiscutidosanteriormente,tambiénen secuencia.Tercero,algunascadenas15

presentabanmotivos comunesen la región N+D15, pero distintossegmentosVIS y J¡3. Estas

similitudes sugieren una selección dependientede epitopo de motivos en esta región.

Característicamente, el número de motivos N+D15 recurrentes fue múltiple, y cada uno de éstos

era compartido por un subgrupo poco numeroso (entre 2 y 5) de clonotipos. Algunos CIL de

un subgrupo dado tenían patrones de reacción parecidos con los subtiposde HiLA-B27. Por

ejemplo, CTL740RK, y la mayoría de los CTL con el clonotipo 12SRF presentaban reacción

cruzada solo con B*2703. CTL 1000RK y l22CRK presentabanreaccióncruzadacon B*2702,

B*2704 y B*2706. CTL47569, 100GRK, y 7S15/16S15 presentaban todos reacción cruzada con

B*2701 y B*2702. En otros casos no se pudo estableceruna correlación obvia entre la

especificidad fina y la estructura de la región N+D15. En conclusión, se observó un uso no

aleatorio de secuencias N+ D15, que consiste en una serie de motivos que aparecenen varios

clonotipos. Los motivos recurrentes están asociados a segmentos Vj3 y JISaparentementeiguales

de una manera independiente de donante y de epitopo , pera también a segmentos Vp +115 no

relacionados, en clonotipos que a veces tienenuna especificidadfina similar. El patrón de

restricción en la región N+D15 sugiere que los epítopos inmunodominantes dependientesde

péptidoen estarespuestano sonextremadamentediversos.

4.1.7.-Diversidadde unión en las cadenasa y uso recurrentede segmentosJa.

La diversidadde los trAnscritos « productivosen la región N fue muy alta y no se

apreciaron motivos recurrentes (Figura 7B). Solo dos clonotipos, 33569 y 11SRY/4OSRY,ambos

de SR, usaban segmentos Va de la misma subfatniiia y los mismos segmentos Ja. Sus regiones

N tenían la misma longitud, pero eran diferentes. CTL 5SGRKy 1220RK (de (3M) tenían

segmentos Va del mismo subgrupode homologíay segmentosJa idénticosy tambiéntenían

regiones N de longitud similar, queempezabanen ambospordosresiduosalifáticos.Los CTL



Figura 7 A

CTL V~ N#fl,6 J~9 v~s np

74GRK
125RF

E
9

~GRK

5A2

[j~~gj]

Ffloaax
LX?Mt1

7S157L6S15
1220RK

IOSA liLA STDTQ
T.JCAS RLAGN NEQ

LCASS RGLAV NTSELLCASSO DLRVA GEL

LOASS PGTS YEQ
LCASS LTGF YEQ
FCATS DLT DTQ

ECAS NRA GEL
EtAS WRAA EL

LCASSF SGTGT YEQ
LOASSE GTGII VEO
FCASS ~GTGGQ A
LCASSQ GGTGGTDTEA

2 2 1 2 3
3 2 1 2 1

72

6.42

15.1 t~A 2.3

[1.4 2.3T2.2
t2A~2.2

[17TV’T2T2.7
4.~~29j

14 1.1 1.1
7.1 1.1 1.1

27569
33569

FOASS PSSLS TO
FCASS PEtiSO NEKL

18.1. 2.1 2.3
14 2,1 1,4

11SRY/4OSRY
3SRF
GM7

370RK/123.BGRK
31GRR

FOASSF DRON SYEO
LOSV SDRT VOY
LOAS KRTQGSSYEQ
PtA55 PRTOL NTEA
FOASS RS DTQ

8.1 1.1 2.7
4 1.1 1.2
3 1.1 2,7
1.1 1,1 id

13.4 NA 2.3

93515
29515

17A2

LOAS RRGGRGIDYGY
LOASS SLGGAT SPL
PtA55 PGI4AYA EA

3 1.1 1.2
5.4 1.1 1.6

13 1.1 1.1

B

CTL Va N+Ja Va Ja

20.8GRK
100GRK

116.BGRK

YFCA YRSAVSGAGSYOL
YEtA APGSGAQSYOL
YTOV VTGAGSYOL

14.1 HAVTOI.
8.1 UAVTO1

24 EAV201

58GRK
122GRx

7515/16515

YFOA LIYTSGTYICY
YEtA? jv~~qOpflQTYgy
YFCAA SSGTYICY

12.1 1220RK
14 122GRX
17.1 122GliK

3YGRK/123.8GRK
3SRF

27569

~fl~/4OSRY

31GRR
47869

YEtA? TTFPAENYGGSQGML
YYCAVE LWLTNYGGBO~I4L
YLCAVR ASPGEGGEOGIqL

YLCA FYDYICL
YLOAV RDYKL

VICA APWGMSQGSKYXL
VECAN IGGGSbTflCL

14 ZGRJaOS
11,1 ZGRJaOE

7.2 IGRJaOE

[T~3i¡VFIO
L~~2O

19.1 11AVT33
84 EAVT33

29515
47569

YLCAV SLYSGQYOICV
YEtA LSEARGYOKV

7.2 AG212
12.1 AG212

2SRZ
74GRK

YFCAVR DPNOGGICL
YFCAVR ALPYNOGGICT..

7,1 EAVPZE
16.2 EAVP36

dM7
5A2
17A2

740RK
11.SSLG

125RF
13SL0
21569

33.BS1S
93815
1351W

YFCA PLSSASKr
YFOA GPLNGYAL
YEtAMRE OPONQE’
YYOAVE DRSNFNKF
YFCAL TOAflNL
YYCLVGD RVNTG»’QKL
YFOAA GSPRYDKV
YYCLV VSGANSGNTPL
YFOAMR RAAAAGNKL
YYCLVGD LGGGFKT
YPRT GNTGKZJ

22 pY14
14 IGRJal2
84 HAVPOI.
11.2 AC24

3.1 62.119
20.1 63.124

8.1 FRG
20.1 mICE’
84 AC2S
20.1 IGRJaO4
10 HAV229

4



FIgura 7. Secuencia de aminoácidos deducida de las regiones de unión de la cadena ~ (A) y de

la cadena-a (B) de tránscritos productivos de CTL anti~B*2705. Se muestran el extremo C-

terminalde los segmentosV, las regionesN¡N+D15,y el extremoN-terminaldelos segmentos

J. Se indicanparacadatrAnscritolos segmentosV, D, y J y el CTL al quecorresponden.Los

CTL que tienenel mismo tránscritoparala cadena15 aparecennombrados,menosen el caso

de 1ZSRFtEl mismotránscritode la cadena¡3 que tiene este CTLaparece junto con el mismo

trAnscrito a en CTL 12SLG, 6OSLG,4515, 11515,y 375L0, y junto a distintostrAnscritosa en

los CTL 33.8S15,135L0,y 11.85L0(Tabla 1). Lassecuenciasestánagrupadasdeacuerdocon

la similitud de sus regionesN+D15 (A) o por tenersegmentosJa iguales(B). Los motivos

recurrentesN+D15 y los segmentosJa igualesaparecenennegrilla y subrayados. Los CTLque

usan la misma subfamilia ‘¿y el mismo segmento J están recuadrados y en negrilla. El segmento

V« del CTL 13SRC se diferencia del ValO,la (Obata et al., 1993) en los tres últimos codones

y carece del residuo Cys9O, conservado en todos los segmentos Va.
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en cada uno de estos pares diferían en su especificidadfina, y teníancadenas~ldiferentes.

La diversidad de la cadena a estaba limitada a nivel de lossegmentosJ~ (Tabla 8). Siete

segmentosJa dabancuentadel61%de los 28 trAnscritos « productivos en (3M y SR, mientras

que en300 trAnscritos « productivos procedentes de PEL en un estudio previo (Moss et al,

1993) estos segmentos solo aparecieron en un 13.9%.Tres de los segmentosJarecurrentesse

encontraron en CTL de (3M o de SR, mientras que los otros se encontraronen ambos

respondedores. Por tanto, el uso recurrentede Ja es independientedel respondedor.Los

resultadosobtenidosen ambosdonantesfueronsimilares.En <3M, 5 segmentosJaqueen PBL

aparecíanun 9,3% (Moss a al., 1993), daban cuenta del 67%de los 12 trAnscritosproductivos

a deesteindividuo. En SR, 6 segmentosJaqueen PBL aparecíanenun 12,9%,dabancuenta

dei56% de los 16 trAnscritosproductivosa de esteindividuo. El incrementoen el uso de estos

segmentos Ja en cadadonanteo en el conjuntode ambasen relaciónconPBL no seleccionados

fue estadisticamente significativo (p <0,0001). En generalno parecíahaberunacorrelaciónentre

usa de Ja y especificidad fina. En la mayoría de los casos, los segmentos Ja estabanasociados

a segmentos Va no relacionados, lo que implica que el sesgo de Ja no esdebidoa la asociación

V-J. Estos resultados indican un uso selectivo de segmentos Ja en los C~L anti~B*27O5, que no

es especifico de epítopo y es independiente del donante, y una diversidad N no restringida. La

restricción de segmentosJa no se asocia a una restricción de motivos estructurales en la región

N+Dp de los mismos TCR <Figura 7). Esto sugiere que las regionesde diversidad en ambas

cadenasdel TCR (N+Dp o N+J«) son seleccionadasindependientemente.

4.1.8-Estructuradel TCR en CTL ant¡-B2705quereaccionancruzadanientecon HLA-DRI:

homologíacon TCRantl-DR2.

En nuestro laboratorio se describió el primer caso de clones de CII.. quepresentaban

simultáneamente alorreactividad contra antígenos de clase ¡y clase II (Aparicioa aL, 1987). En

ese trabajo se caracterizaron tres clones de CTL alorreactivosCD8 queerancapacesde lisar

dianas HLA.B*2705+ y dianas HLA-DR2~. Se demostróla alorreactividaddualde estos clones,

diferente del reconocimiento restringido por clase 1 de antígenos de clase U, pero no se pudo

establecer la base de esta reacción cruzada ni caracterizar los TCRcorrespondientes.

En el respondedor (3M, no relacionado con el anterior, los Cli.. 37GRKy 123.8C*RK,
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Tabla 8. SegmentosJarecunentesen¡os tránvcñtosaprodudilvosde CTL anti~D*27O5

Segmentos Ja’

Respondedor

Total * en PBL2GM SR
N (%)3 N (%9 N (%)3

HAVTO1 3 (25%) 0 3 (11%) 1%

122GRiK 2 (17%) 1(6%) 3 (11%) 2,7%

IGRJaO6 1(8%) 2 (12,5) 3 (11%) 1,3*

HAV’fl3 1(8%) 1(6%) 2 (7%) 1,3%

AG212 0 2 (12,5%) 2 (7%) 1,3%

HAVPIO 0 2 (12,5%) 2 (7%) 3,3%

HAVP36 1(8%) 1(6%) 2 (7%) 3%

Total 8 (67%) 9 (56%) 17 (61%) 13,9*

Segmentos Ja que aparecen más de una vez en los CTL analizados. J«1220RX tiene la misma

secuencia de aminoácidos que J«17.10 (AA) (Mosaet aL, 1993). La frecuencia total de estos

segmentosJa en cada respondedoro en ambos respondedoresjuntos está incrementada

significativamente(pc0,0001)si secomparacon FBL no seleccionados(Mossa aL, 1993).

2 Datos de Moss etaL, 1993.

~Los valores porcentuales corresponden a 12, 16 y 28 trAnscritos productivosdiferentesde los

donantes (3M, SR, o ambos, respectivamente.
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presentarontambiénreaccióncruzadaconHLA-DR2 (LópezaaL~ 1993).EstosCH..reconocían

los subtiposB*2701 a B*2706, pero solamenteel subtipoDR2DW2 (B5~0101).La lisis de las

dianasDR2~ seinhibió por anticuerposmonoclonalesanti-CD3 y anti-DR En los ensayosde

competiciónfría lasdianasHLA-B27 y DR2Dw2seinhibieronmutuamente,La correlación entre

las secuencias de los subtipos de RLA-B27 y RLA-DR2, y la especificidadfina de estosC~IJ

permitió identificar un motivo estructuralespecíficamentecompartidopor HLA-B27 y HII.A-

DR2 (B5*0101). Estemotivo estabacompuestopor variasposicionesde la lámina p queforma

el fondo del sitio de unión depéptido.La alteraciónderesiduosdeestemotivopormutagénesis

dirigida, anulaba el reconocimiento de HILA-B27 por CTL 370RK. Estasposicionesestán

implicadasen la presentaciónpeptidicapero no son accesibles al TCR, lo que sugiere que la

aloespecificidaddual de 370RX y 123.8GRX se debe al reconocimientode péptidos

estructuralmenterelacionados,presentadospor HI..A-B27 y HILA-DR2.

El análisisporPCRy secuenciacióndelTCRmostróqueCTL370RJ<y CTL 123.SGRK

poseían un único receptor idéntico en amboscasosy por tanto ambasCTL eran un mismo

clonotipo (Figura8). Esteresultadodemostróformalmentequela alorreactividaddualHLA-

B27/DR2 está mediadaen estosC~L por un único TCR.

La secuenciade las cadenas¡3 de esteTCRsecomparóconlas dedosdonesanti-HLA-

DR2 descritos independientemente (Wilson etaL, 1991).Las tressecuenciascompartían,en la

región N+D15 una Arg y una Asn en el extremoN-terminal del segmentoJIS. Además la

secuenciadel clonotipo 37CIRK/123.SGRKcompartíacon el TCR del clon anti-DR20)4una

Pro en la unión Vp-DP y una Leu en la unión D¡3-J¡3. La Leu en esta posición ha aparecido

solamenteen esteclonotipoentre todoslos TCR de los clonesanti.HLA~B*2705 examinados.

El clonotipo 37GRK/123.8GRKusaba la misma J15 que el don C04 reordenadade manera

idéntica (Figura 9). Este resultado indica una notable homología del donotipo

370RK/123.8GRKcon TCR anti-DR2 en la región CDR315y sugiere que la reacciónde este

clonotipoconHI..A-DR2 implica un motivo péptidico en cuyo reconocimiento está Implicada la

región N+D15.
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123.8GRK 12&8GRK
lalb 4a4b5 lO 15 U 1 5 10 . 15 U

Figura 8. Southern blot del material correspondienteal cDNA a y p amplificado

específicamente de los TCRanti-Bt27O5 que presentan reacción cruzada con HLA-DR2 (ver

el pie de la Figura 5). La secuencia de aminoácidos deducida de las regiones CDRSde los

trAnscritos a y p de estos ~L se muestra en la figura 7.
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Resultados

4.2.- RepertorIode TCR en la respuestaalogénicaanti.B*2703.

4.2.1.-AnálIsisde la secuenclade lascadenas£ y ~ amplifIcadas.

Se analizaron 31 clones de CTL anti.B*2703 de especificidadfina conocida: 16 del

respondedor DL (HLA-A29, 31; B39, 44; DR2, 7) y 15 del respondedor (3M (HLA-Al, 24; 87,

BS; DRí, 3). Estos CTL correspondían a 15 y 12 clonotiposrespectivamente,ya que, tras el

análisis de sus receptores, se vio que algunos eranidénticos(Tabla 9). Sesecuenció,decada

cadena, una parte del segmento V (de 31 a 240bp, siendola media120 bp),la regiónN¡N+Dp,

el segmento Ja/JII y el extremo 5’ del segmento C. Todoslos clonesanalizadospresentaronun

único trAnscrito a productivo, excepto CTL230LM, que presentó dos. Los oligonucleótidos de

Va 17, V«9 y V~8 amplificaron en reacción cruzada los trAnscritos que expresaban segmentos

V de las nuevas subfamilias Vaw25, Vaw2Q (Roman-Roman et aL, 1991) y V~w22 (Ferrad¡ni

e: al., 1991) respectivamente. Los ollgonucleótidos de Va3 y Va8 amplificaron en reacción

cruzada trAnscritos que expresaban los segmentos Va8 y Va 13 y los V~5 y V~8 amplificaron

el segmento Vp6.4, que el oligonucleótido de V~6 no amplificó. Las reacciones cruzadas de los

oligonucleótidos selectivos de subfamilia con otras subfamillas observadosen esta tesis se

resumen en la Tabla 10. Se hallaron trAnscritos a aberrantes en los C~L ISDLH (Va 10.1-

JaPY14), 5DCJ (Va 10-JaAC9), E2GCP/6SOLM(Va3.1-Ja13.2) y 290CP/S4GCP(VaS.2-

Ja62.119). En CTL 8IDCJ se detectó un tránserito aberrante de la cadena p (Vp16.1-Jp2.5-

Cp2).

‘y 144’ (141’

144
‘yr 149 It
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4.22.-Los CTL que reconocenepitopos“privados” de Bfl7OS presentanuna heterogeneidad

lImitada.

Delos 36 clonesde CTL anti~B*2703 de los respondedores <3M y DL solo 6 no lisaron

LCL que expresaban B*2705 u otros subtipos (López cf aL, 1994). Se analizó el TORde estos

clones. Comopuede 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. CTL42.8OLM y

71GCP, del respondedor (3M, resultaron ser también un mismo clonotipo. Además, estos dos

11•’
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Tabla 9. Uso de los segmentos gén icos de las cadenas a y ¡3 deI lCR en tránscr~tos produclivos

de CTL ant¡~B*27O3J

CTL Patrá,, de reacció,,

con los subtipos

Va lis. Ja Vfl lis. J$ Número dc aewo

alfa/beta

Respondedor DL

13DCJ/3IDCJ 3 14.1 3 AC9 ¡4 4 ¡.5 1J39095/tJ39128

15IIILH 3, 5 w29 NA IGRJaO4 13 4 2.3 1139094/039121

ISDLIr 3,5 16.1 4 IGRJaO4 1 1 2.3 1139096/1139127

2SIJLH 3, 5 3.1 2 62.119 13 4 2.7 t139100

360LI4 3,5 w25 HA IIAVTOÓ ¡2.3 4 2.7 W910211J39¡24

UnCí 3, 5 13.1 2 HAVTO6 5 ¡ 1,1 U391 15/1139141

7DC1 3,5 14.1 3 122011K 7,2 2 2.5 1139118/1139140

7ODCI 3,5 14 3 AAI3 17.1 4 1.1 U39114/U39138

SDCJ 3,5,2 14 3 JORJaIO 7 2 2,7 1139112/039133

37DCJ 3, 5,2 1.8 4 AAI7 4 3 1.1 039103/1139125

SDLL 3,5 20.1 6 ACI7 6.4 l 2.7 U39¡09/U39¡35

3.SDLE-I 3,5,4 ¡S.l ¡ ABI9 3 4 2.1 039105

12DCJ 3, 5,1,2 8.2 ¡ lORJaO2 ¡2.1 4 2.2 U39093/U39120

43DCJ 3,5,2,4 7.2 6 IGRJaI4 16.1 ¡ 2.7 U39108/U39132

1 1DCJ 3,5,4,6 3.1 2 ¡lAVP4I w22 HA 2.1 1139092/U39I26

Resnondedor ~2M

390LM 3 w29 NA A0212 14 4 2.1 W9104/1J39131

42.SGLM/710CP 3 2.2 ¡ IORJaIO 8.2 1 ¡.6 1139107/1139134

74.EOCP 3 11.1 7 AC2S 8.2 ¡ 1.6 039116/1139134

770C1> 3,5 12.1 3 HAVT33 w22 HA 1.2 [139117/1139139

230LM 3,5 9.1 4 HAVT33 17.1 4 1,1 ¡139097/039129

14 3 IIAVPOl 1139098

4SGLM 3,5 8.2 1 IGRJaO2 6.1 ¡ 1.6 [139110/1139136

62tJCP/630LM 3,5 w25 HA 62.119 5.3 ¡ 1.1 1139113/039142

290CP/540CP 3, 5 7.2 6 HAVP29 13.4 4 1.2 U39101/1J39123

420CP 3, 5,2 84 3 IGRJaI4 17.1 4 1.1 039106/039130

SIGCI’ 3, 5,4 w25 NA HAVPOI 17,1 4 2.2 1139119/1139143

ZÓOCP 3,6 84 3 HAVPIO 12.3 4 2.3 1J39099/U39122

S6GLM 3,5,6 8.1 I AAI7 13.4 4 1.2 1139111/1.139137
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Tabla9.

Los CTLcon TCRidéntico aparecen agrupados. Los patronesdereacciónclonalsondeLópez

ci aL, 1994. Los números indican los subtipos de HILA-B27 quefueron reconocidosporcada

CTL en dianasLCL. Los CTL anti~B*2703no presentaronreaccióncruzadacon otrosantígenos

diferentesde HLA-B27, salvoen los siguientescasos:Cli.. 43DC1 (B7, BM), 1IDCJ (BSS) y

230LM (B60, BáI). La numeraciónde las subfamiliasVal a V«22 y de V~1 a V316 esla de

Wilson el aL, 1988. V~17 a VP2O están nombradas como en Toyonaga y Mak, 1987. Las

subfamilias Va y vp con número mayor están nombradas como en Ronian-Roman el 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 miembrode la misma.Además

de los especificados, otros miembros asignados fueron los siguientes: Va 14.370RK (López el aL,

1993) en Cfl. 7ODCI, 5DCJy 230LM; Vaw29 (Moss el aL, 1993) en CJZL 15DLH y 390LM;

V~13IORb16 (Ferradini el aL, 1991) en CTL28DLH; Vp7IGRbl8 (Ferradiní etaL, 1991) en

c’rL 5DCJ. Los segmentos Vestán clasificados en subgrupos de homología(h.s.)(Chothiadat,

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

3.8DLH y 28DLH.



Oligonucícótido Subfarnifla adicional

amplificada

Va3E Va8

Va5E Vaw24

Va8E Va13, Vuw24

V«9E V«w29

VaI7E VawZS

ValSE Val?

V~5E V»6.4

V~8E Vpó.4, V~6OLPA, V~w22

52

Tabla 10. Reaccionescruzadasde oligonucleófidosespecificasdesubfa,niia
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Resultados 53

clonesy CTL 74.8OCP, también de (3M, expresabanla mismacadena P. La cadena« del

74.80CPera,sin embargo,diferentea la quecompartíanlos otrosdosCTL (Figura 10).

y.
La especificidadfina de los CI’L 71GCPy 74.8GCPseanalizóconun paneldemutantes

,4/
ItdeB*2705 (Figura 11), Lospatronesde reacciónqueseobtuvieronindicaronqueestosdosCli..

reconoefan B*2705 expresadoencélulasCiR aunquemenoseficientementequeB*2703, y que 1.

¿11(1la especificidadfina deambasescasi idéntica,Esteresultadoindicaquela especificidaddeGTL

42.8GLM/710CPy 74.8GCPestádeterminadaesencialmentepor la cadena~, puesesla que

<y.

secomparteen amboscasos.Sin embargo,comoGIL 7IGCPUsó LCL B2703 (Lópezel aL,
1994)o transfectantesB*2703+ en CiR con una eficienciasubstancialmentemayor queGIL 4

74.8GCP (ver el pie de la Figura 11) es posible que las cadenasa respectivas modulen la
‘y.. .9

afinidaddelTCRenestoscasos.CTL 390LM, queexpresabaun TCRdiferentea los anteriores “~V~ ~41

(Tabla 9 y Figura 10), no reconocióa B*2705 ni a ningunode los mutantes(FIgura 11). En su

conjunto, estos resultados indican una gran restricción en la heterogeneidad de los clones que

reconocen epítopos de B*2703 que están ausentes o alterados en W2705, confirmando y

extendiendo estudios previos en nuestro laboratorio (LópezelaL, 1994;Villadangosetal, l994a) .

de que el polimorfismo de B*2703 induce pocos epftopos nuevos en relación a Bt2705. 4141II

II; 4<’$
4.2.3.- Uso de segmentosVa y V31 en los CTL ant¡-P2703.

14V’ú
Másde la mitad de los CTL anti.B*2703analizados usaron segmentosV~ delsubgrupo «<y.

de homología 4 (Tabla 11). Este predominio fue estadisticamentesignificativo en cada 1 ‘4

respondedor(pcO,O5), o en el conjunto de ambas(pcO,O1),Las subfamlUasV~13 y V~17 .

fueron las más usadas y dabancuentade 9 delos 14 segmentoSV~ del subgrupodehomolOgía

4. Estos resultados indican un sesgo en el uso de segmentos V~ enlos VIL anWB2703queu
‘4., y. >11

independientedel respondedor,al igual queocurríaenlos CYTL. antl.B*27Q~,

En cuantoal usode segmentosVa, no sevio nlngiln sesgoen el respondedorCM, ya A

14 y. 14
que ninguna subfamilia Va serepitió másde dasvecesentrelos13 tránflhtas#pwductlvfldd it ‘y.

mismo (Tabla 9). Por el contrario, en el respondedor DL, V«14 estaba InoremÉ~tSdB(p<O$9t

ya que apareció en 4 (27%) de los 15 clonotipos antl-W2703 de esterewow.kdótCVS 10. 449<

Este resultadoindica que, como en la respuestaanti-W27O5, la resttkcláen si ~

segmentosVa es menos fuerte que en V~ y que, a diferencia de ésta,es 4@pOOdSS dcl

individuo respondedor.
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IS lb 4a4b 6 lO lB

13DCJ
20 1 6 lO

13DCJ
lO 20

e

42.8G LM 42.8GLM
Isló 4a4b6 10 II 20 1 8

4

10 II 20

¿¿uy

748GCP 748GCP
l.lb 4a4b6 lO

4

II 20 1 6

e

lO II 20

CTL Va N+JC VjS N+DP JP

13DCJ/31DCJ

42. 8GLM/’71GCP

74.BGOP

FCA YKAQGGSEKL

LCA VREG

YCAV EDRVKAAGNKL

FCASS LDPFK PQ

FCAS GGGLG SPL

FCAS GGGLG SPL

FIgura10. Southern blot de los productos amplificados a partir del cDNAespecifico del TCR

« y p de los clones anti-B~27O3 que reconocen “epítoposprivados”de B*2703. alt SiDO y

CTL 71GCP presentaron el mismo patrón de amplificación y secuencias idénticasen sus

trAnscritosa y ¡~, que 13DCJ y 42.8GLM respectivamente, por lo que se consideraron el mismo

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

regiones CDR3« y p de estos CTL.
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Tabla 11. Uso de segmentos¡‘ay ¡<fi en CTL anti-B ‘2703

Subgrupo

de

homología

YA

Respondedor’

Total
CM DL

a-B’2703

(N= 12)

Control

(N= 17)

t1122Da

(N= 15)

£~nImI
(N= 17)

trZZQ3
(N=27) (N=34)

1 4 (33%) 8 (47%) 4 (27%) 10 (59%) 8 (30%) 18 (53%)

2 0 2 (12%) 2 (13%) 2 (12%) 2 (7%) 4 (12%)

3 0 3 (18%) 1(7%) 2 (12%) 1(4%) 5 (15%)

4 LL5¡2a 4(24%) lI4754~ 3(18%) 1,41.5279) 7(21%)

0NA

=
Subfamiia

Ya!

1(8%) C

C
Control

(N=18)

1(7%)

——
tH!22Q~ £QnitQl

(N=15) (N=18)

2(7%) 0

a~B*2705

(N=13)

PBL3

1(6%) 1(6%)Vsl4

=
Responde.

1(8%)

-=
Asociación

jfl779.~

~—
Frecuenciaesperada4

7%

Frecuencia encontrada

DL Va14/VP h.s. 4

Val4/VP7

0,27 x 0,47 = 0,127

0,27 x 0,13 = D4135

2 /15 = 0,133

2 /15 = Pi»
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Tabla 11.

1 Número (N) porcentaje de los segmentos Va y VP en tránscritos productivos de GIL anti-

Bt2703 y en células T no-anti-B27 control en cadaindividuo. Los segmentosV enCTL con

idénticoTCR y los segmentosVP en CTL con 2 tránscritosproductivossecontaroncomouno

solo. Los segmentosvp de CTL con la misma cadena~ y diferentescadenasa se contaron

como diferentes. Los valores de los CTL anti~B*2703 que mostraban un diferencia

estadísticamente significativa (p <0,05) con los controles respectivos están subrayados y en

negrilla. Los segmentos VP están clasificados en subgrupos de homología. Para Va, las

diferenciasestadisticamentesignificativas(p<0,01)con PBLno seleccionados (Moss eraL, 1993),

están subrayados y en negrilla.

2 Va queaparecenmásde dosvecesen el mismo respondedor.

~ procedentesde Mossel aL, 1993,obtenidosde300 tránscrítosa productivosprocedentes

de PBL de 3 individuos no relacionados.

~Frecuenciaesperadaentrelos clonotiposanti~B*27O3 si la asociaciónfuera aleatoria.Es el

productodelas frecuenciasdelos segmentosVa y VP correspondientes.Las diferenciasconlas

frecuenciasencontradasestánsubrayadasy en negrilla.

«ti
‘4 jI<Iy., it
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Resultados

Va14 estabaasociadacon segmentosV~ del subgrupode homología4 en CTL anti-

3*2703 con una frecuenciaquecorrespondía a unaasociaciónaleatoria.Sin embargo,dosdelos

GIL queexpresabanVa14 expresabantambiénV~7, queno aparecíaenningúnotro CTL anti-

3*2763 analizado(Tabla 9). La frecuenciade estaasociaciónera mayorquelaesperada(Tabla

11). PuestoqueestosTCRno presentanhomologíaenotrasregiones,esteresultadosugiereque

han sido seleccionadosen basea su combinaciónVa/VP.

4.2.4.-Restriccionesen la asociacIónVP-»y en ¡a diversidadde la reglón N +Np.

Además de los CTL 42.SOLM/71GCP y 74.SGCPquecompartíanla misma cadenaP

asociadaa cadenas« diferentes, algunos CTL anti.B*2703 presentaban cadenas ~ que

compartíanla subfamiliaV~ y el segmentojp (Figura 12A). V~ 17.1 apareció asociada a i§2.2

en dos clonotipos (81GCPy 12DCJ)ya Jpí.íen tresclonotipos(420CP,230LMy 7ODCI) de

ambos respondedores. VP13,4 apareció asociada a JP1.2 en CTL290CP/S4OCP y 560LM, del

mismo respondedor. Finalmente VP5 apareció asociada a J13 1.1 en los clonotipos

G200P/630LM y SiDO, de ambas respondedores. Algunos clonotipos con la misma

combinación VP-Jp tenían también regiones N+DP que compartíanmotivos estructurales

comunes. Por ejemplo, las cadenas p de CTL S1DCJ y 12DCJ se diferenciaban tan solo en tres

aminoácidos, localizados en esta región. También las regiones N+DP de C~L 42GCPy230LM

compartían el motivo RO. En otros casos las regiones N+Dp no presentaron similitud, En

general, los TCRcon cadenas p homólogas poseían cadenas a no relacionadas. Estos resultados

indican, como en la respuesta anti~B*2705, una selección de TCRen base a la estructura global

de la cadena p.

La mayoría de las secuencias de las cadenas P se podían clasificar en subgrupos, cada

uno de los cuales incluía unos pocos clonotipos, en base a motivos compartidos en la región

N+D~ (Figura 12A). Este patrón es similar al observadoen 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.

4.2.5.-El sesgoen el usode segmentosJa ¡Imita la diversidad de la región CDR3a.

Entre los 28 trAnscritos a productivos de crí.. anti-Bt2703 no se observó ninguna

restricción en la región N. Sin embargo, la diversidad en la región CDR3estaba limitada por el

56
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Figura 112

42. 8GLM/710C2
74. 8002

2SOCP
S1GCP
12DCJ

701=01
37DCJ

‘inCa

5DCJ
43DCJ

390LY1
7DCI

1SDLH

POAS
PCAIS
LOAS5
LOAS5

GGGLG
8500
1500
lASOS
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TDTQ
TOEL
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LOSV KGVSGM NTEA
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LOAS
POAS
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NTEA

LCASS PRAES SYEQ
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PCA
LOAS8
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POAS8
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VGTSO
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HWDTA
TETLG
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LDPFK
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QETO
TDTQ
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GY

YEQ
YOY
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LALGEOI Yr~SPL
P8KTARD YGY
YSo TDTQ

EELLIIIZJJ

7 NA 2,7
16.1 2.1 2.7
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7.2
1

CTL Vfi N+D~3 JpS V8 fiS JP

SDLL

3GDLH
13DCJ/3 iDCJ

4SOLM

7700P
15DLH

6.4 1.1 2.7

1

B

CTL Va N+Ja Va Ja

77002

230LM

3GDLH
81DCJ

15flLH
18DLH

6200P/G3GLM
2BDLH

42002
43DCJ

480LM
12DCJ

SGOLM
3700J

230LM
81002

42. S0LM/71002
sncJ

29002/54002
3SGLM

26002
74. 8002

13D0J/3 inca
7D01

701=0!
SDLL

3. SDLI-t
iinCJ

PCATJ
YCAL

PCA
PCA

POS
PCA

PCA
PCA

PCA!
LOA

PCA
PCA

PCA
FCVV

FOAF
PCA

LOA
PCA
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THNTGGFKT
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GQTOAHNL
LAGAmL

A~Q~
VTPDSHX~L
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ASWAGTABKL
5ESEKL
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FT.IKLNTh’i

LOA VLD8NTGKL
FCG TVNSG0YQKV
FCMIR EPSNDYKL
YCAV EDRVKAAGN~
PCA YKAQGGSEKL
PCA ySGTYKY
POAP RGPGNEKL
YCL VGELPDYNAGNML
PCA ETDTGRRAL
PCA TRGGYQKV

12,1 EAVT33

9.1 HAVT33

HArTOS
HArTOS

w25
13,1

w29
16.1

w2 5
3.1

62.119
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8,2 IGRJaO2

8.1 AA17
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w25
HAVP 02.
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2.2 ZORJalO
14 IORJalO

7.2 HAVP2S
w29 A0212

84 HAVP1O
11.2 AC2S
14.1 AC9
14.1 1220RK
j4 AA13
20.1 AC17
15.1 IXBiS

3.1 HAVP4i

12 .3
14

6.1
w22

13

2. 2.7
t’TA 1.5

1.1 1.6
1.1 1.2
14A 2.3

8.2 NA 1.6
12.3 2.1 2.3

1.1 2.1
1.1 2.5
NA 2,3

]

IORJaO4
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Figura 12. Secuencia de aminoácidos deducida de las regionesdeunión de la cadena~ <A) y

de la cadena a (B) de trAnscritos productivos de CTL anti-B2703. Se muestran el extremo C-

terminalde los segmentosV, las regionesN/N+DP,y el extremoN-terminaldelos segmentos

J. Se indican en cadatrAnscrito los segmentosV, D, y 3 y el CTL al que corresponden.Las

secuenciasestánagrupadasdeacuerdocon la similitud de sus regiones N+DP(A) o por tener .1
segmentosJa iguales (B). Los motivos recurrentes N+DPy los segmentos Jaigualesaparecen

en negrillay subrayados.Los Crí..que usan la misma subfamilia y y el mismo segmento J están

recuadrados y en negrilla. No se determinó la secuenciadela regiónN+ DII en los CTL3.8DLH

y 28DLH.
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USO recurrentede segmentosJa de forma muy similar a la respuestaanti~B*2705: de los 19

segmentosJa usados,9 aparecíanen másdeun clonotipo(Figura 12B).Estos9 segmentosJa

representaban el 64% de los trAnscritos a analizadosen estarespuesta,mientrasque en PBL

no seleccionados, representan tan solo el 19%de los trAnscritos productivos (Tabla 12). Esta

diferencia es estadlsticamente significativa (p.c 0,0001). Los segmentos Ja recurrentes

aparecieronasociadosa distintossegmentosVa excepto en el caso de CTL 480LM y 12DCJ

<Figura 12B). Al igual que con las restriccionesen la región N+D~, e] patrón de usede

segmentosJa sugiere que la mayoría de la respuestaanti.B*2703estádirigidacontraun grupo

no extremadamente diverso de determinantes inmunodominantes asociados a péptido.

Habitualmente, los CTL que comparten segmentos Ja no presentan motivos Nt D~ comunes,

lo que indica que los motivos recurrentes que aparecen en las regiones CDR3 a y II son

seleccionadas independientemente de la otra cadena.

4.3.- SimIlitudes y diferencias en el repertorio de TCRentre las respuestas mntl-Bfl7OS y onU-

B~27O3.

En ambas respuestas el hecho más relevante fue el uso predominante de segmentos VP

del subgrupo de homología 4: el 58%(Tabla 5) y el 52%(Tabla 11) de lascadenasP del TCR

de los clones anti~B*2705 y anti.B2703 respectivamente. Si bien las diferencias no son

estadisticamente significativas, las subfamflias que pertenecena este subgrnpo parecen usarse

con diferente frecuencia en función de la respuesta. Así los clones anti.B*2705 usaron másV~3

y V~14 (10/15)(Tabla 4), consideradas por algunos autores como una solasubfamilia(Toyonaga

el aL, 1987), mientras los clones anti-B”2703 usaron más VjI 12, VP 13, consideradastambién

como una sola subfamilia(Toyonagae! aL, 1987) y Vpl7 (11/14) (Tabla9).

La diversidaden el usode segmentosVa fue similar en ambas respuestas, sin embargo

las Va que se usaron de manera recurrente en cada respondedor fueron diferentes dependiendo

de la respuesta. V« 14, que aparecía incrementada en los CIL anti.B*2705 del respondedor GM

(Tabla 6), no se vio incrementada en la respuesta anti-F’2703 de esterespondedor,perosi 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 u y p. Algunos de los motivos N+Dp definidos aparecieronen ambas

respuestas:DR, GTG, RA, mientras que RLA, LT, PS y ROOaparecieron sók en CTL antí-



Tabla 12. SegmentosJa recwrentesen los tránscri*ospmdudflvo.rde los CTL
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anil 703’

SegmentosJ«

Respondedor

Total % en P13L2DL

N(%) N(%) N(%)

AAI7 1(8%) 1(7%) 2 (7%) 2%

IGUalO 1(8%) 1 (7%) 2 (7%) 2%

IGR.Jal4 1 (8%) 1 (7%) 2 (7%) 2,3%

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

IGRJaO2 1(8%) 1(7%) 2(7%) 0

HAVT33 2 (15%) 0 2 (7%) 1,3%

HAVPOI 2 (15%) 0 2(7%) 3%

IGRJaO4 0 2 (13%) 2 (7%) 3,7%

HAVTOÓ 0 2 (13%) 2 (7%) 4%

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

1 Segmentos Ja que aparecen más de una vez en los CTL analizados.Los valoresporcentuales

corresponden a 13, 15 y 28 trAnscritosproductivosdiferentesdelos donantes<3M, SR,o ambos,

respectivamente. La frecuencia total de estos segmentos Ja en cadarespondedoro en ambos

juntos está incrementada significativamente (p <0,0001) si se compara con PBL no seleccionados

(Moss a aL, 1993).

2 Datos de Moss etaL, 1993.
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Bt2705,e IGGG, GVy D/E sólo en CTL anti.p*2703 (Figura 7 y Figura 12). En la respuesta

anti.B*2705sietesegmentosJadabancuentadel 61%delos28 tránscritosa productivos(Tabla

8) mientrasen la respuestaanti.B*2703 nuevesegmentosJa dabancuentadel 64% dc los

trAnscritosa analizados(Tabla 12). Delos 19 segmentosJ« usadosporlos CTL anti.B*2703,

12 (63%) se encuentraron también en CTL anti~B*2705.

4.4.-MotIvos recurrentesen las reglonesCDRI y CDR2 ~ en las respuestasalog¿nlcasantA-

HLA-B27.

El uso preferente de segmentos VI> del subgrupo de homología 4 es el aspecto más

sobresaliente en las respuestas anti.B*2705 y antl.B*2703. Este sesgo es en ambos casos

independiente del respondedor y del patrón de reacción clonal. Por tanto, no parece

determinado por péptidos sino por la propia molécula de HLA-B27. Los segmentosV de un

subgrupo de homología presentan más de un 50% de aa idénticos en sus secuencias. Bate

porcentaje se ve disminuido en las regionesODRíy CDR2eincrementadoen las regionesmás

conservadas del segmento V. No hay posicionestotalmenteconservadasentrelos ODRI 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 región CDR2presentanmenorhomologíaa nivel

de residuos y de longitud (Chotbiae! aL, 1988). La selección de segmentos Vi> en las respuestas

específicas de péptido está dirigida, en algunos casos, por la presenciade determinados residuos

en el extremo C-terminal del segmento, que forman parte de la reglón CDRS(Jorgensen el al,

1992). Este no es el caso en los segmentos predominantes en las respuestasaloespecíficasanti-

B27. Portanto,el sesgode segmentosVi> del subgrupo de homología 4 en los CIL anti.B*2705

y anti.B*2703podríadebersea la presenciade motivosestructuralescomunesen las regiones

CURí y CDR2ya que estas regiones se supone que interaccionan con la molécula de lILA

(Davis y Bjorkman, 1988; Chothia etaL, 1988; Claveriecf aL, 1989; Hong el cii, 1992).Para

tratar de identificar tales motivos se efectuó una comparación de las secuencias de las regiones

CDR1y CDR2de 65 cadenas V~ procedentes de 38 clones anti~B*27O5 y de 27 clonesanti-

B*2703 (Bragado e! aL, 1990; LauzuricaelaL, 1992;y esta tesis). Dicha comparación reveló que

en algunas posiciones aparecían uno o dos residuos estructuralmente relacionados, en más del
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75%de los segmentos Vi> del subgrupo de homología 4 usados por TORanti-HLA-B27 (Figura

13>. Estos motivos se encuentran en diferentesfrecuencias,dependiendodecadaposición,entre

los segmentosVI> de otros subgrupos de homología usados por TORanti.HLA-B27 (Figura 13).

Para valorar la significación de esta conservación, se comparó la frecuencia con que estos

motivosaparecíanen los CURí y CDR2 de los clonotiposanti-B27 frentea la frecuenciacon

que lo hacían en PBL no seleccionadosCD8~ (Tabla 13) (Akolkar el ~L, 1993). Aquellos

residuos de cualquier posición cuya frecuencia entre los clonotipos anti-B27 era al menos el

doble que en PBL se consideraron como los determinantes mínimos de la selección de

segmentosVI> en estarespuesta.Estos residuoseran los siguientes:Asp/Asn28 en CDR1 y

Tyr47, Ala/Val52 y Asp/01u59en la CDR2.Los segmentosVP3, Vi> 14, Vi> 17 y VP l3IGRblá

presentaban estos cuatro motivos y eran, además, los más usados dentro del subgrupo de

homología (26/36). Los segmentos Vp13.1/2, Vpt3IGRbI4, Vp12.3 y Vi>13 presentaban tres

de estos motivos y el Vi> 13.4 presentaba tan solo dos, y eran los menosusadosdentro del

subgrupo de homología(10/36). Esto indica que el uso de VII en CTL anti-B’2703 o anti-

B*2703 secorrelacionacon los motivosenCDRI + CDR2y sugiere que la selección de dichos

segmentosVI> sedebe,principalmente,a la presenciade estosmotivos.

La mayoría de los motivos descritosno aparecíanen ios segmentosVi> de otros

subgruposo aparecíanen bajaproporción(Asn2Slo haceendosocasiones)en los clonesanti-

HLA-B27. Elio sugierequeestossegmentosnohansidoseleccionadosporpresentarlos motivos

relevantesde los CDR1y CDR2del subgrupo4. Unaposibleexplicaciónparala presenciade

segmentosVi> de otros subgruposdiferentesal 4 en los CII.. anti-B27 sedaque los TCR

correspondientes son seleccionados en base a otros elementosestructuralesy no a los segmentos

Vi>, como en el caso mencionado (apdo. 4.1.5) relativo a la selección de V«7 en la respuesta

anti~B*2705.
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Figura 13.
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Figura13. Comparaciónde la secuenciadeaade las regionesCDR1y CDR2delos segmentos

Vi> usadosporCTL anti.B*2705y anti.B*2703.La delimitaciónde las regiones CDRse hizo de

acuerdocon Chothiael aL, 1988. Los segmentos VI> estánagrupadosensubgruposde homología

(s.S.). En la figura se indica el número (N) de clonotiposen los que aparecióun determinado

segmento Vp, así como el número total (T) de segmentos de cada subgrupo. En las posiciones

en que uno o dos residuos estructuralniente similares estaban conservados en ¡uds de 27 CI’L

(75%), éstosseindicanen la parte superior y están recuadrados en las secuencias. En negrilla

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

mayor que en PBL CDS4(ver tabla 12).
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Tabla 13.Motivosrecurrentesen las regionesCDR1y CDR2 fi en CTL antl-HL4-B27

—

Posiciónn~

CDR1~ 26

Residuo1 s.h.4

(N=36~

Todos %en PBL’

(N=659 CDS

Media4

D + N 33(92%) 33 (51%) 31 1.6

27 M i- L 33 (92%) 38 (59%) 34 [8

28 D+N 35(97%) 37(57%) 23

29 H 36 (100%) 56 (86%) 76 11

30 D + E 30 (83%) 34(52%) 39 13

CDR2 47 Y 29 (81%) 29 (43%) 20

48 Y + F 36 (100%) 44(68%) 52 1.3

49 S 36 (100%) 37 (57%) 42 1.4

52 V+A 31(86%) 31(48%) 22 LI

57 K 34(94%) 44 (68%) 53 [3

58 G 36(100%) 56 (86%) 75 1.2

59 D + E 36(100%) 36(55%> 28 2

60 V + 1 36 (100%) 49 (75%) 54 1.4

Residuosestructuralmenterelacionadosqueaparecen

subgrupo de homología 4 (Figura 1).
2 Número y porcentaje de segmentos Vi> que presentan

en másde27 (75%)segmentosV~ del

un mocívaparticularen e] subgrupode

homología4 o en el total de segmentosVi> de los clonotiposanti-B27.

~Sumadelporcentajede usodelas subíamuliasVP queexpresanel motivo

una posición determinada en PBL Cl)8~. Basadoen Akollcar elg, 1993.

~% in todos los anti-B27 / % en PBL CD84. Los motivos para los que está relaci6ti es mayor

o igual a 2 aparecen en negrilla.

correspondienteen
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5.- DISCUSIÓN

5.1.-La variabilidaddelTCRen las respuestasalorreactívascontraI{LA-B•2705 estálimitada

por restriccionesa ¡núitlples nIvelesen ambascadenasa y 9.

5.1.1.-DistIntacontribuciónde las cadenasa y 9 dcl TCR. al alorreconoclmlento.

El análisis del repertorio de TCRimplicado en la respuesta anti-Bt2705 se abordé para

definir las siguientes cuestiones: 1) las reglas que gobiernan la selección de las cadenas a Y 9,

2) la contribución de las cadenas a y ¡3 a la aloespecificidad,y 3) la influencia del respondedor

en el use de TCRen estas respuestas.

La selección del TCRopera a tres niveles y en diferentes elementas estructurales: las

cadenas « o I> completas,soloen los segmentosVa o VI>, y restringiendo la diversidad de la

región CDRSde las cadenas a o fI. Sin embargo hay algunas diferencias importantes entre las

cadena a y ¡3. 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 epítopos

alorreactivos, en general la cadena ¡3 juega un papel preponderanteenesta respuesta y está

sometida a restricciones de uso más estrictas. Estos resultados son los siguientes: 1) La relativa

frecuencia con que cadenas ¡3 idénticas o altamente similares se asocian a cadenas a dispares,

y 2) la mucho mayor selección de segmentos VP, en relación al sesgo de VI>.

La asociación de la misma cadena ¡3 cori cadenasa distintasesposibleporquelos genes

9 reordenan y se expresan antes que los genes a (Groettrupy von Boehmer,1993).Estetipo

de asociación se ha descrito en respuestas restringidas especificas depéptido(Taylore! a41990;

KeIly el aL, 1993), pero esta es,en nuestroconocimiento,laprimeravezqueseobservaen una

respuesta alorreactiva. El hecho de que ocurra en clonotipos con especificidad fina muy similar

indica que la cadena ¡3 es la que determina predominantemente en estos clones la especificidad

del TCR, por lo menos frente a HLA-B27. E! 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 p está implicada, son fuertemente
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aloestimulatoriosparael donanteSRki pitio. Deformaanáloga,el hallazgorecurrente,incluso

entre individuos diferentes, de cadenas ¡3 con segmentosvgi y JI> iguales,y reglonesN+D9 que

difieren tan solo en 1 ó 2 residuos asociadas a cadenas « diferentes, de nuevo sugiereuna

selección de los correspondientes TCRen base principalmente a la cadena¡3 Datosrecientes

sobre la secuencia madurativa de las poblacionespre-T en humanospermitendistinguir dos

poblaciones: la pre-T 1, CD4tCD8 y la pre-T II, CD4~CD8~. La expresión del pre-recepto! T

a (preTa) en poblaciones CD4~CD8 resulta en la expresión de CD8,dandolugara la población

CD4~CD8~. En esta población pre-T II, donde la expresión de los genes a no ha empezado, el

preTa/TCRP se expresa en la superficie celular junto con CD4 y CD8 (M.L. Toribio,

comunicación personal). Si en este estadioelpreTa/TCRPinteraccionaracon las moléculasde

clase 1 o clase II y ello influyera en la selección del repertorio T, ésto explicarla la mayor

restricción de la cadena [3que de la cadena « del TCRen el reconocimiento alogénico de lILA-

B27.

El uso predominante de segmentos VI> del subgrupo de homología 4, de forma

independiente del respondedor y de epitopos particulares, es la característica más conservada

del repertorio de TCRreclutado en las respuestas anti-HLA-B27 e implica probablemente un

papel predominante de estos segmentos en el reconocimientode dicho antígeno. Esta

característica se reveló ya en estudios inicialesanterioresa estatesisdesarrolladosen nuestro

laboratorio(Bragadoe! aL, 1990; Lauzurica el aL, 1992) pero su caracter general no pudoser

establecidodebidoal númerobajodeCTL de respondedoresindividualesanalizadoentonces.

Comose mencioné en los resultados, aunque algunos segmentos VP de este subgrupo

se encuentran en cadenas ¡3 idénticas o muy similares de clonotipos distintos, el sesgo de Vi> es

independiente de otros elementos de la cadena ¡3. Un uso restringido de segmentos VI> asociado

a una gran diversidad de la región CDR3de la cadenaP,y de la cadena a se ha descrito en

respuestas restringidas específicas de péptido (Casanova el aL, 1991; Boitel el aL, 1992)lo que

sugiere que para algunos epitopos péptidicos el segmento V~ 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 selección de la cadena ¡3 no está asociada a un patrón de especificidad fina

determinado y, por tanto es muy improbableque esté determinada por motivos antigénicos

asociados a péptidos. Nuestros resultados sugieren que el sesgo de segmentos VP está
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determinadoporla propiamoléculaaloantigénica,deacuerdoconlosmodelosquepredicenuna

mayorinteracciónde los segmentosV con las hélices« de la proteínadeMHC (ChotIlia el aL,

1988; Davis y Bjorkman, 1988; Claverieel aL, 1989; Hongel aL, 1992) y secorrelacionacon

motivos estructuralesde los CDR1 y CDR2.Un sesgode segmentosV(i asociadoa una gran

diversidaden la región CDRZ ya sehabladescritoen otrasrespuestasalorreactivas,pero los

segmentos VI> implicados sondiferentes(Bill el aL, 1989;Geigerel aL, 1991;HurleyelaL, 1993;

Ooronzyel ¿¿L,1993).Las característicasdela restriccióndelrepertorioanivel desegmentosV13

sugiere la posibilidad de manipular las respuestasalorreactivasanti-HLA-B27 mediante

deplecióndeloslinfocitosT queexpresandichossegmentos.El efectoy posiblevalorterapéutico

de dichamanipulaciónpodríanserexploradosexperimentalmente.

A diferencia de las cadenas I>,el hallazgo de TCRcon cadenas « similares asociadas a

13 dispares fue menos frecuente, puesto que solo se encontraron dos pares de clonotipos, ambos

del mismo donante, con estas características (CTL 33569 y 1ISRY/4OSRY, y CTL 58GRKy

1220RK). Además, el sesgo de segmentos V« se reveló mucho menos estricto que el de VI>,

asociado a individuos y a especificidades finas. Ello sugiere que los elementos Vapredominantes

podrían haber sido seleccionadospor determinadosepítopos.La selección de segmentos

estructuralesdela cadenaa poralgunosdeterminantesaloespecíficosesprobablementela causa

de queel sesgode VI> no seaaún mayor.Esto essugeribleporque:1) tres delos cuatroTCR

que comparten similitudes en las cadenas a (CTL 33569 y 1 1SRY/4OSRY,y CTL 5SGRKy

1220RK) usan segmentos VI> de subgrupos distintos del 4, y 2) por la asociaciónnegativade

Va7 con dicho subgrupo (ver apdo. 4.1.5).

En conclusión,nuestrosresultadossugierenque los mecanismosque intervienenen la

selecciónde segmentosVay VI> son diferentesy que la contribuciónde las cadenasa y [3a la

aloespecificidad no es equivalente, siendo la última mayor.

5.1.2.- La seleccIón a nIvel de las reglones CDIU refleja un número lImitado de epitopos

lrnnunodonilnantes asociados a p¿ptldo.

Un tercer nivel de selección se produce a nivel de las regionesCDR3. El patrón de

restricción es similar en ambas cadenas pero afecta a elementosestructuralesdiferentes:la

cadena 13 está restringida a nivel de la región N+D13, pero no en J13; la cadena« está restringida
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a nivel de Ja pero no en la región N. Esta asimetría podría explicarse porque el número de

segmentos Ja en línea germinal es muy superior al de JI> y su contribución a la diversidad de

CDRS« es por ello mayor. En ambas cadenas hay múltiples motivos N+D13 o segmentosJa

recurrentes, cada uno de ellos compartidos por un pequeño número de clones de forma

independiente del donante, y normalmente no seencuentranasociadasa segmentosVP o Va

similares. Si asumimos que las regiones CuliS intervienen principalmente en el reconocimiento

de los péptidos unidos al MHC (Chothiael aL, 1988; Davis y Bjorkman, 1988; Claverie elal,

1989; Jorgensen el aL, 1992) este patrón seria consistente con la intervención de múltiples

motivos peptidicos en el reclutamiento de CTL anti.B*2705. Sin embargo, el hecho de que

muchos de los motivos N+DI> o segmentos Ja se encuentren en más de un clonotipo indica una

marcadarestricciónde la diversidaden las regiones CDR3y sugiere que los epítopos asociados

a péptidosinmunodominantesno sonextremadamentediversosen lasrespuestasanti-HLA-B27.

Esta conlusión es algo inesperada en vista de la gran diversidad del repertorio de péptidos

unidos a B*2705 (Jardetzkyel aL, 1991). Es posible que solo una fracción de estos, por ejemplo

aquellos péptidos que se unen con alta afinidad, sea realmente inmunogénica, debido a la fuerte

correlaciónentrela afinidadpor MHC y la inrnunogenicidad(Setteel aL, 1994).Ademáses

probablequeun númeroindeterminadode epítoposalorreactivos,impllque motivos comunes

a múltiplespéptidos(Rótzschkeel aL, 1991).

Aunqueno hemosanalizadola distribucióndelos segmentosJaen PBL delos donantes

GMy SR, en un estudio previo se encontró una baja frecuencia de segmentos Ja individuales

en poblaciones de células T no seleccionadasy no se observaronvariacionesestadísticamente

significativas entre individuos (Mossel aL, 1993>El usorestringidodesegmentosJ« nosedebe

a unaexigenciaestructuralen la uniónVi independientede antígeno,comoocurre en otros

casos(Roth el aL, 1988), ya que en nuestrocasono estáasociadoal uso recurrentedeotros

segmentos V. Clones que presentansegmentosJa relacionadostienen diferentesregiones

N+Dp, y viceversa. No se han encontrado CTL que presentaran motivos compartidosen el

CDR3 de ambascadenas.Esto indica que la selección dejosmotivosdel CDRSseproducede

maneraindependienteen ambascadenas« y ¡3, dependiendodecadareceptordeterminado,y

sugiere unainteracciónpreferencialde epitoposparticularesdecélulasT conlos motivosCDR3

de la cadenaa o la ¡1 segúnlos casos.
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5.13.-Basemoleculardela reaccIóncruzadaentreHLA-B27 y HLA-DR2.

La reaccióncruzadaentreRLA-B27 y H¿LA-DR2 noparecedeterminadaporlashélices-

a de estasmoléculas,ya que en estaregión ambasmoléculasson muy distintas, lo que no

excluyequeseproduzcaninteraccionesentreel TOR delos clonesquepresentanestareacción

cruzaday lashélices-a.Puestoqueel motivacompartidoporestasmoléculaseaunacombinación

de residuosinaccesiblesal contactodirecto con el TOR esprobableque la reaccióncruzada

impliqueel reconocimientode un mismopéptido o depéptidoscon motivos similaresunidosa

HLA-B27 y HLA-DR2Dw2. La presentación de un misma péptido vital por antígenos de clase

Iy claseII ha sido descritaanteriormente(Perkinsetai, 1989;Perkinseíai,1991).Estemodelo

de reconocimientopeptídicoes tambiénsugeridopor los motivoscomunesencontradosen las

regiones N+D¡3/Jp del TCRde clonesanti-B27y anti-DR2 (Figura 9) ya que estaregióndel

TCRestá implicada en el reconocimiento de péptido.

5.2.- El análisis del repertorio de TCRen las respuestas alorreactlvas contra HLA-Bfl7OS revela

que este subtipo conserva la estructura antígénica de B2705.

5.2.1.. Los epítopos privados son poco frecuentes en B2703: ImplIcacIones para la unIón de

péptídosaestesubtipo.

Una característica de la respuesta alorreactiva anti~B*2703 es la baja frecuencia de dones

que no reconocen en reacción cruzada a otros subtipos de HLA-B27. En nuestrosestudios

previos (López el aL, 1994) la mayoría de los CTL anÉi~B*27O3presentanreaccióncruzadacon

B*2705, y más raramente, con otros subtipos. Solamente 6 de los 36 Cli anti.B*2703 Usaban

exclusivamente las dianas de LCL que expresaban B~2703. El análisis de los correspondientes

lCR, reveló la existenciade solo cuatroclonotiposdiferentes,dosde los cualescompartían

ademásunamismacadena13 y poseíanla mismaespecificidadfina con mutantes.Esto implica

una restricciónde epitoposprivadosde Bá2703 aun mayor de la deducidade los análisisde

panel.Además,la mayoríadeestosclonotiposconservabanla capacidad,aunquedisminuida,de

reconocerB*2705 expresadoa muy altosnivelesen célulastransfectadas,Tan soloun clonotipo

(39GLM) mostróunaausenciatotaldereconocimientode B*2705. EstosresultadosIndicanuna

ausencia casi total de epftopos privados en B*2703.

La escasezde epitoposprivados en B*2703 tiene implicaciones importantespara

interpretar el efecto del cambio (Tyr—Ris5V) en este subtipo sobre la unión de péptidos. Dicho
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cambio altera la unión del extremo amino-terminal de los péptidos a la molécula de HLA~B27.

Comoconsecuencia de ello, los péptidos que se unen a B*2705 con baja afinidad pueden no

unirseaB*2703 o hacerlocon muy bajaeficiencia(Villadangosel aL, 1995). Esto explicarla, en

parte,la pérdidade epitoposaloantigénicosen B~27<J3en relacióna B*2705 (LópezetaL, 1994;

Villadangosel aL, 1995).En principio, otrospéptidosqueaunconservanla capacidaddeunirse

a B*2703 podríanver alterado su posicionamientoen el sitio de unión de péptido como

consecuenciadelos requerimientosestereoquimicosde las interaccionesen la subcavidadA de

B*2703. Esto implicaría posiblementeuna alteración conforniacioflal de los epítopos

correspondientes en B*2703 y por tanto la generación de nuevosdeterminantesantigénicos.

Puestoqueeste no es el caso, sino muy raramente,debemosconcluirqueel cambioen B*2703,

aunqueafectaa la afinidadde la interacciónHLA-B27/péptido,permite,enla granmayoríade

los casos,la mismaorientaciónde los péptidosenel sitio de unión deB~2703y B*2705,

5.2.2.-Analogíasy diferenciasentrelasrespuestasBfl7O3 y B”2705: sImilitud antígénicaentre

subtipose ImplicacionesparasuasocIacióncon enfermedad.

El uso de TCR en CI’L anti~B*2703 essimilar al de las respuestasanti~B*27O5 en lo

siguiente:1) mayordiversidadenlascadenasa queen las [3,2)usopredominantedesegmentos

V[3 del subgrupo de homología 4 de forma independientedel respondedor,3) usorestringido

de algunos segmentos Va, dependiente del respondedor, 4) restricción de la diversidad N+DI>,

consistente en motivos compartidos por unos pocos clonotipos y 5) heterogeneidad restringida

de segmentos Ja. Estos resultados demuestran la aplicación de reglas similaresen la selección

de TCR alorreactivos por B*2703 y B*2705. Frente a estas similitudes también se han

encontrado algunas diferencias. La primera está en el uso de las subfamilias Va: mientras que

Va 14 está incrementada entre los CTL. anti~B*270S del respondedor CM, no se ve ningún

incremento de esta u otra subfamilia en la respuesta anti~B*27O3 de esterespondedor.Frente

a esto, Va 14 aparece incrementada entre los CII, anti-B’2703 del respondedorDL. La segunda

diferencia es que algunos de los motivos recurrentes de la región N+ DI> en los dL anti~B*27O3

(RA, OTO, etc) se encuentran también entre los CIL de la respuestaanti.B*27O5,perootros

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

segmentos Ja usados por los CTL anti.B*27O3, 12 (63%) se encuentran en CTL anti~B*27O5,
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Quelos TCR anti-Bt27O3compartancon los anti.B*2705 motivosestructuralesen las

regiones CDR3 a y (3 sugiere que los epítoposasociadosa péptidosen ambasrespuestas

solapan,lo queconcuerdacon el grannúmerode célulasT quereconocenen reaccióncruzada

ambossubtipos(López elaL,1994),consussimilitudesen la especificidad de unión de péptidos

(Tanigaki el aL, 1994; Villadangosel aL, 1995) y, como se ha mencionadoen el apartado

anterior, con que los péptidos se unan a ambos subtipos con una disposición espacial muy

similar. En su conjunto el análisis de TORproporciona 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 número de epftoposasociadosa péptido.

Las diferencias entre B*2703 y B*2705 se pueden explicar por la diferente relevancia

inmunogénica en cada subtipo de epítoposcomunesa ambos.Esto sepodríaconseguir,por

ejemplo, a través de distintos niveles de afinidad, expresión o ambas características, de

determinados péptidos presentados por ambos subtipos.

La diversidad de los TCRanti~B*27O3 es similar al de los TORanti-Bt27O5. Esto sugiere,

que a pesar de que la antigenicidad de Bt2703 esdefectivaen relacióna Bt2705(Lópezel aL,

1994, Vifladangos ti aL, 1994), la complejidad antigénica de B*2703 es suficiente como para no

imponer mayores restricciones que B*2705 en la selección de TCRaloespecíficos. De hecho, los

perfiles de HPLCde los péptidos unidos a B*2703 y B*2705 en las células l{My2.C1R presentan

una complejidad parecida (datos no publicadosdenuestrolaboratorio).

Aunque B*2703 no se ha asociado a las espondioartropatíasenlos estudiosdepoblación,

esto podría ser debido al hecho de que este subtipo es predominante solo en la población de una

parte de Africa donde las enfermedades asociadas a B27 sonextremadamenteraras(Hill el aL,

1991, Khan el aL, 1995>, por lo que es difícil realizar estudios epidemiológicos adecuados.

Basándonosen las similitudesen las respuestade célulasT contraestesubtipoen relacióna

B*2705 es concebible que B*2703 no proteja de la enfermedad.En relación con esto,

recientementese ha revelado la existenciade individuos B*2703+ que sufren espondilitis

anquilosante(Feltkampel aL, 1996).
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523.-SeleccIónde segmentosVI> del subgrupode homología4 en respuestasautorreactivasy

antl-bacterianasenartritis reactiva.

Hemospropuestoen estatesis que el predominiode segmentosVp del sMbgrupode

homología4 en CTL anti.B*2705 refleja un papelde estossegmentosen el reconocimientodo

la moléculade HLA-B27, másquedelos péptidosunidos.QueB*2703 reclutepreferentemente

el mismo subgrupoindica que el cambio His59 en estesubtipono ahorala estructurade la

moléculao de los péptidosqueune de unamaneraqueafectea la interacciónpreferencialde

estossegmentosVp con HLA-B27. Labasedeestapreferenciasedesconoce,peroesdestacable

que los CTL restringidos por HJ..A-B27 específicos de Yersinla eníerocoillica o CTL

autorreactivosaisladosde infiltrados inflamatoriosde pacientescon artritis reactivatambién

muestranun usopreferencialde segmentosVI> del subgrupodehomología4 (Duchmanna at,

1995).Más aún, en el mismo estudio, la frecuenciade estossegmentosy» entre los CTL

autorreactivosanti-HLA-B27(57%)essimilara la encontradaentrelos GIL alorreactivosanti-

B~2705oanti~B*27O3.La importanciadeestesubgrupoenel reconocimientodeHLA-B27tanto

enalorreactividadcomoen lasenfermedadesasociadasa HLA-B27 permiteidentificarunadiana

potencialparala eventualintervencióninmunoterapeúticaen transplantesy en enfermedades

asociadasa HLA-B27, unacuestiónquepodríasersometidaa ulterior análisisexperimental.
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6.- CONCLUSIONES

1’) El repertorio de TCR en las respuestasanti.B*2705 y anti-Bt27O3 estálimitado por

restriccionesque afectana múltiples elementosestructuralesde ambascadenas,aunquela

restricción es mayor en la cadena I>•

2’) Las restricciones de uso de la cadena I> se efectdan a dos niveles: 19 algunos TCR

compartencadenasI> idénticaso casi-idénticas,2~) la restricciónde uso afectaa elementos

estructuralesaisladostalescomoV13 o N+D 13. Estosdosnivelesde restricciónoperantambién,

pero en menor medida, en las cadena a.

33) En las respuestas alorreactivas anti-B~2705 y anti~B*27O3 hay un uso preferente de

segmentos V(3 del subgrupo de homología 4, que es independiente del respondedor, del epítopo

reconocido, y de otros segmentos de la cadena I>.Esto sugiere que este sesgo está determinada

principalmente por la molécula del aloantígeno.

41) La selección de los segmentos VI> se debe presumiblemente a la presencia de determinados

motivos estructurales en las regiones ODRíy CDR2, que se ponen de relieve por comparación

de secuencia,

SC) El uso no aleatorio de segmentos Va en CIL alorreactivos anti-B27 es dependiente del

respondedor y se correlaciona con determinados patrones de reacción.

6’) La selección de los segmentos Va y VI> es generalmente, pero no siempre,independiente

de una determinada asociación Va/V13.

7’) La diversidaden la regiónCDR3 I> estálimitada por motivosN + DI> comunes,compartidos
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por subgruposde TCR.

8’) La diversidadde la regiónCDR3 a estáLimitada porel usorecurrentedesegmentosJa,sin

restricción en la región N.

98) Las restricciones en las regionesCDRS sugierenqueel númerode epítoposalorreactivos

asociados a péptido no es extremadamente diverso.

10’) No se han encontrado CTL que presentaran los mismos motivos compartidos en el CDRS

de ambascadenas.Esto indica quela selecciónCDRS seproducedemaneraindependienteen

lascadenasa y I>~ y sugiere unainteracciónpreferencialdeepitoposparticularescon los motivos

del CDRZ deunau otracadena.

11’) El análisiscomparativode los repertoriosde TCR anti~B*2703y anti.B*2705 indica una

gran similitud antigénica de B*2763 con B*2705 y una frecuenciamuy baja de epftopos

‘privados” en B*2703.

12’) Ello implica queel cambioTyr-HisS9en B*2703 no alterasignificativamentela estructura

moleculardeHLA-B27 y, aunqueafectaa la afinidady a la capacidaddeunión depéptidosno

modifica, en general,la orientaciónespacialde los péptidosunidos.
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Caracterización de un subtipo de HLA-A2: HL4~A*O213.

HLA-A2 es el antígeno de clase 1 mAs común en humanos (Baur fi aL, 1984).

Actualmenteseconocen16 subtiposde esteantígeno(Stromíngerel aL,1995).Previamentea

la caracterizaciónde éste,sehablandescrito12 subtiposde JÁLA-A2(Lópezde Castro,1989;

Castahoy Lópezde Castro,1991; 1992; Reile?>elal, 1992>.El nuevosubtiposedenominéHL4-

A*0213 y sedetectépor isoelectroenfoque(IEF) en individuoscaucasoideseuropeas(Guttridge

deL, 1992).

La estrategiaexperimentalparala determinaciónde su estructurafue la siguiente.Se

extrajo el RNA total de la LCL SLUGEO (HLA-A2, 11; 835, 44; Cw4, wS; DRí) y lpg se

utilizó parasintetizarcDNA con transeriptasareversa,Comoiniciador en la síntesisdecDNA

se utilizó un oligonucleátido antisentido de la región 3’-UT (no traducida), 5’-

GCQMflCAGAAACAAAGTCAGGGfl-3’, que tenía un sitio de restricción EcoRI

<subrayado).Para la amplificación, ademAsseutilizó un oligonuc!edtidode la región Y-VI,

5’GCAAQ~flAGA’ITCI’CCCCAGACGC-3’, que tenía un sitio HindflI (subrayado).Los

productosdela amplificaciónsedonaronen pUC18.seseleccionaronlos clonesespecificasde

HLA-A2 hibridandolas bacteriasDH5 aF’ transformadas,con un oligonucleétidúespecificodel

dominioA2u2(5 ‘-TGGCAGCTCAGACcACCAAGCAC-3’)(Castarioy LópezdeCastro,199!).

Se determiné la secuenciacompleta de HL4-A*0213 en 4 clanes de cDNA. Las cuatro

secuenciasfueronidénticas(Figura 1).

A *0213 sediferenciédeA*0201 (Zemmury Parham,1993)ensolo tresnucleátidos:527

(T-.A), 538 (T—A) y 539 (T-.A). Estoscorrespondíana la segundabasedel codón152, y a la

primeray segundabasedel codón 156 respectivamentee implicaronlos siguientescambiosde

aminoAcidos: ‘VaI-.01u152y Leu—Glnl5G.Estoscambiosexplicabanel patrónde IEF de este

subtipo,muy parecidoal deA 0203 (Guttridgea rz¿,1992).Ambossubtipos teníanla misma
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carga neta,pero difieren en dos posicionesque puedeninfluenciar el pK de los residuos

cargadosvecinos (Figura 2). Los cambiosde estesubtipo aparecenindividualmenteen los

subtiposA*0203 (Holmesel aL, 1987; Mattsonel aL, 1987) y AW212 (Beich el aL, 1992)

respectivamente.Estosdoscambiosseencontraronsoloenlos alelasdeFILA no clásicosE~O101

(Mizumo el aL, 1988) y E*0102 (Koller cf aL, 1988), pero estostenían una sustituciónno

silenciosa en el codón 155. Por tanto es poco probable que A *0213 se originasepor

recombinacióncon estosgenes.Aunquehayotrasposibilidades,la explicaciónmássencillapara

el origendeA*0213 esunamutaciónrecurrenteen el codón152 deA *0212, quereintroduceel

mismoaminoácidoqueen el productodeA*0203.A*0212 sólo seha encuentradoen Indios de

América del Sur,mientrasqueA*0213 estáen individuoscaucasoides.La presenciade estos

subtipostan estrechamenterelacionadosen dos gruposétnicosdiferentessugiereun origen

relativamenteantiguode ambossubtipos,anteriora la deferenciaciónétnica.

Por tanto,A *0213 suponeun nuevoejemplodegeneraciónrecurrentede polimorfismo

en determinadaszonasdel sitio de unión de antígenodelos subtiposde HLA-A2, lo queapoya

la hipótesisdela evolucióndirigidaporpresionesselectivasdelos subtiposdeHLA-A2 <Castaña

y Lópezde Castro 1991; 1992),de formasimilar a la evolucióndeHLA-B27 y, probablemente

otros antígenosHLA.
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Exon 1
MAVMAP R~ LVL LL SQl LA L T -s

ATGGCCGTCATGGCGCCCCGAACCOTCGTCCTGCTACTCTCGGGGGCTCTGGCCCTGACC60
Exon 2

o T W A 6 5 II 5 M E Y 1 1 T 5 Y 5 It P 0 16
CAGACCTGGGCGGGCTCTCACTCCATGAGGTATTCTTCACATCCGTGTCCCGGCCC~C120

5

a a u ~ a y i a Y O Y Y O O T Q Y Y It 1 36
CGCGGGGAGCCCCGCTTCATCGCAGTGGGaACGTGGACGACACGCAGTTCGTGC~~C180

OS DAIS QIN HP KA PV 1 3036 56
GACAGCGACGCCGCGAGCCAGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATAGAG~~AG~T240

PI YVDS E!It KV KA ESQ T E KV 76
CCGGAGTATTGGGACGGGGAGACACGGAAAGTGAAGGCCCACTCACAGACTCACCGAGTG300

Exon 3
DLST LRGYY NQ SEA GB E T VQ 96

GACCTGGGGACCCTGCGCGGCTACTACAACCAGAGCGAGGCCGGTTCTCACACCGTCCASG360

It >1 Y O O O Y 6 9 0 W It Y L 1 6 Y E Q Y 116
AGGATGTATGGCTGCGACGTGGGGTCGGACTGGCGCTTCaCCGCGGGTACCACcA~GTAC420

A Y O G x O Y 1 A L E E » L It 5 Y T A 1 136
GCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCTGAAAGAGGACCTGCGCTT~ACCGC~CG 480

o M A A Q T T K E E Y E A A E E A U Q Q 156
GACATGGCAGCTCAGACCACCAAGCACAAG~GGGAGGCGGCCCATGAGGCGGAGCfi~GaG 540

E A Y L E O T O V E Y L It It Y L E U O K 176
AGAGCTACCTGGAGGGCACGTGCGTGGAGTGGCTCCG~GATACCTGGAG~CGC~»ÁG600

Exon 4
E W L Q It T O A P E T E 1< T E E A Y 5 0 196

GAGACGCTGCAGCGCACGGACGCCCCCAAAACGCATATGACTaCCACGCTGTaC~GAC660

E E A T L E O Y A L 5 1 Y P A E 1 T L T 216
CATGAAGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGAGCnCTACCCTGCGGAGAT~~CTGACC720

U Q It O U E O Q T Q O T E L Y E T It 2 A 236
TGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAGAccCAGGACAcGGAGcTCGTGGAGAc~~caG~780

O O O T 1 Q E Y A A Y Y Y Y S U Q 3 Q It 256
~ 840

ExOn 5
Y T O E Y Q E E O L P E Y L T L It W E 2 276

TACACCTGCCATGTGCAGCATGAGGGTTTGCCCMGCCCCT~CCCTGAGATGGGAGCCG900

5 S Q Y T 1 2 1 Y 0 1 1 A a L Y L 1 a A 296
TCTTCCCAGCCCACCATCCCCATCGTGGGCATCATTGCTGGCCTGGTTCTC~TGGAGa960

Exon 6
Y 1 t 6 A Y Y A A Y E Y E It E U U O It K 316

~ 1020
UNan 7

a a s x s g A A 5 5 0 5 A Q a 5 0 Y U L 336
GGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCAAGCAGTGAa~GTGCCCAG~aCTGATGTGTCTaC1080

flan 8
T A O E Y 341

ACAGCTTGTAAAGTGTGA1098

Pigura 1. Secuencia de nucleátidos y deducida de aminoácidos de

A*0213. Se indica la localización de los exoneS.
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9.- APÉNDICE 2

Equivalenciade la nomenclaturade los segmentosV usadosen estatesis

con la nuevanomenclatura.

Trasla redaccióndeestatesisseha publicadola nuevanomenclaturadelos segmentos

y delTCR en:Arden,B., Clark.,S.P.,Kabelltz,O.,Mdc,T.W. 1995. HumanT ceil receptorgene

segmentfamilies.Inununogenetics42: 455-500.En estatabla semuestrala nomenclaturausada

en estatesis,la nuevanomenclaturay el nombrede los CTL anti-HLA-B27dondeaparecióla

correspondientesegmentoy.

SegmentosV~

Enestatesis Nueva nomenclatura

EViSÍAI

BV1SIA1NI

BV2SI

BV3S1

BV4S

BV4S1A1T

BV5

BVSS2

BVSS3A3T

BV6S2A1N1T

BS6S4A1

BV6S4AST

BV6SSA2

BV7SlA1N1T

BV7S2AiN1T

I8DLH

370RK/123.SGRK

740RK

0M7, 93S15,I2SRF-37SL0,33.8515,

135L0, 11.SSLG,3.8DLH

37DC1

SSRF
SiDa

62GCP/630LM

29815

4SGLM

5DLL

580RK

1 16.SGRK

1220RK

7DCI

viii

1.1

V~2

VP3

aL

V~4

V~4

vii5

V~35.3

V~5.4

Vp6.’

Vp6.4

Vp6.4

V~6GLPA

Vp7.1

Vp7.2
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Vp7H67.2

V~7IGRb18

Vp8.1

Vii8.2

V~12.3

V~13

V~ i3IGRbl6

V13 13.4

VPi4

BV7S2A2T

TBV7S3A2T

BV8S1

BV8S2A1T

BV12SIA1N2

BV13SI

BVI3S6A1N2T

BVí3S2A2PT

BV14Sl

21S69, 2SRZ

SDCJ
1 íSRY/4OSRY

42.8GLM/71GCP,74.SGCP

36DLH, 2ÓQCP

1SDLH

17A2, 28DLH

3iGRX, 290CP/540CP,5ÓGLM

20.8GRIK, i3SRC,7S15/16S15,

33S69,l3Da/3IDcJ, 390LM

BV1551

BV16S1A1N1

BV17S1A1T

BVISSi

BV22S1A2NIT

5A2

43DCJ

1000RK, 47569,7ODCI, l2Da,

420CP, 81GCP, 230LM

27569

IIDCJ, 770CP

Segmentos Va

En estatesis Nueva nomenclatura

AV1S5

AV2S1

AV2S 1

AV2S2

AV3S1

ADV6SiA1N2T

AV7S 144.2

AV7S2

AV8S1Ai

AV8S2

AV9Sí

AViOSiA2

AV11S1AiT

AV1iSiA2T

AV12S1

S7DCJ
1 1SRY/4OSRY

42.SGLM/71GCP

33869

i1.8SLG, 28DLH, una
17A2, 33.8815,47569,420CP,

260CP

25RZ

29S15, 27869,43DC3,

29GCP/5400P

1000RK I3SLG, S6GLM

i2DCJ, 480LM

230LM

i3SRC

3SRF,74.8GCP

74~3RK

580RK,47869,770CP

Vii 15.1

Vj~ 16.1

V~i7.i

vp18.i

V~W22

aL

Va 1.8

Ve*2

Va2.2

Va2

Va3.1

V84

Va7.i

Va7.2

Va8.1

Va8.2

Va9.i

Va1O.ia

Valí. 1

Vail.2

Vai2.1
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VcclS.1

Va14.1

Va14.370RK

Va 15.1

Va 16.1

Va 16.2

Va 17.1

Va19.1

Va2O

Va22

Vwa24

Vaw25

V«w29

AV13SI

ADV14S1

AV14S2A3T

AVII5S1

AVI6SXA2T

AV16SIA1T

ADV17S1A1T

AV1981

AV2OS1

AV22SIAIN1T

AV2451

AV2551

AV29SS1A2T

81DCJ

20.SGRX,13DCJ/31DCJ,7D01

5442, 1220RX,37ORK/123.8ORE~

7ODCI, SUd, 230LM

3.SDLH

ISDLH
74c*RK
7S15/16S15

31QRX
93S15, 21869, 12SRF-37SL0, SDLL

CM?

116.SGRK
36DLH, 620CP/6SGLM, 8100P

ISDLH, S9GLM
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difler in Ihe size and cellular origin of the peptides they
bind. Most of Che peptidesbound lo class 1 moleculesare
8—lo residueslong (6—8), whereasdiesebound Co class II
arelongerand more hewrogcncousin size (9), In addition,
class1 moleculesbindpepúdesderivedfrom endogenously
synthesizedproieins,whicli are degradedin hecytosolor
iii Che endoplasmicreíiculum. Such binding is critical br
stability, transport,and ceil-surfaceexpressionof theclass
1 molecules(¡0—14), Class 11 proteinscanalso bind sorne
peptidesof this origin, but morefrequently<bey bindthose
derivedfrom exogenousproteins,which aredegradedin the
endocyticpathway(15). Thesedifferencesin the meeha-
nisms of peptideuptakecorresporidCo Che funetional di-
chotomy,in which class1 moleculespresentpeptidesfrom
intracellularAg to CTL, leadinglo lysis of infected0V oth-
erwisemodified largelcehis, whereasclassII proleinsno-
UvateTh celis, which atimulateantibodyproductionCo ex-
tracellularAg.However,CTEcanalsobegeneratedagainst
class II Ag.

A particularclasslAg canpresentmany differentpep-
tides(16,17).In spiteof íheirheterogeneí(y.thesepeptides
sharestructuralmotifs that are specif¡cfor eachMHC pro-
tein (7,8).Much evidencesuggeststhai alloreactiveT celia,
which are activated ja responseCo celia expressingalio-
geneicMHC molecules,recognizeMHC-boundpeptides.
However,alloreactiveT celiscanalso recognizeas foreign
stmctural featuresof Che alloantigenmoleculeitself. The
relativecontributionof Chepeptideand(he MHC molecule
to allospecifioepitopesrnay be variable,and rnay depeud
on dic particularCTL (18).

AlloreactiveT celia can be specif¡c br Che atimulator
alloantigen,butT celia cross-reactingwi(h otheralloanti-
genaare also found.The frequencyof cross-reactiveCTE
in a particularT celí responsedependsstrongiyupon in-
dividual differencesamong responderdonora(19). ‘1’ celí
cross-reactivity usually involves alloantigenafrom Che
sameMHC locus,which correlateswith Cheir higherstruc-
tural similarity, as comparedwi(h Chosefrom otherMHC
loci.

T celIa apecific for eitherclass1 orcinasII MHCAg use
Che samelCR genes,suggestingthai Che mechanismof Ag

recognition is similar in boih systems.However, crosa-
reactiveCTL showingdual recognitionof clasa] andclass
II Ag haveveryseldombeenfound(20,21).The frequency
of this typeof cross-reactivityisdifficult Co nasesabecause
of Che requirementthat cross-reactiveCU8~ CTL be suf-
ficiently reactiveagainstChe classII targel in Che abaence
of CD4. We havepreviously reported three CTL clones
raisedagainst3*2705 from a singleindividual, which were
croas-reactivewith HLA-DR2 and showed identical fine
specificity palterna(21), Here we sbow that anti.B*2705
CTL raisedfrom anunrelatedindividual, againcrosa;rcact
with HLA-DR2. The fine specificity of CheseCTEdiffers
from thosepreviouslyreponed,but the crosa-reactionin-

volveaChe sameserologiespecificities.Re rectírrentfiad-
ing oíl celiscross-reac(ingbetweenHLA-E27 andELA-
DR2 sugges(sthai diesetwoAg canpreseatsorneidentical
orstructurallyrelatedpeptides.A atructuralmotifaharedby
HLA-B27 aud HLA-DR2 proteina was identified in Che
peptide-bindingsite- It is suggeatedthai ibis mayberelated
lo similarities ¡u peptidepresenlationbetweenCheseAg.

Materlaisand Methods
Geil inca and HLA-827 mutanta

Mycoplasma-freehumanLCL, usedasatimulalorain MLC
and asCargetcelís wereculturedwithout antibioticaaspre-
viously described(21). Generationof site-direciedmutanis
and their correspondingtranafectantainto Che humancInas
I-deficieiil ccli une HMy2.CIR, as weil as culturecondi-
tions for diesecehis, were describedelsewhere(22). Ihe
following celí línea (a gift nf Dr. Dolores Jaraquemada,
Badalona,Spain) were also used: DAP-3 is a sublineof
murineL fibroblasCa;53.6 and33.4 are DAP-3 tranafeo-
tantsexpressingChe DR2Dw235*0101 aud31* 1501 prod-
ucts, respectively;53.621 and334FíOwere derivedfrorn
53.6 and 33.4, respectively,by co-tranafectionwiCh hlie
humanICAM- t gene,andexpressICAM-1 la additionlo
Che correspondingDR2Dw2 producí.Theseccli unesnad
iheircuilureconditionswerepreviouslydescribed(23). Ihe
DR2~ICAM-1 tranafectantaare describedin fulí detail iii
a more recentreport.3

mAli and FMF analysis

The anti-HLA mAb usedin Chis studywereW6/32 (anti-
1-lEA chisa1 moriomorphicdcterminant)(24). MEl (aMi-
HLA-B27 -1- 37 + Bw22) (25), EDU-1 (anti-HL.A cInas 11
monomorphic determinant) (26), L243 (HB.55, anti-
¡-<LA-DR monornorphicdeterminant) (27), Genox 353
(anti-HLA-DQI) (28), and 37.21 (aníi-HLA-DP mono-
morphic determinnnt)(29). They wereusednC 1/300dilu-
(ion of ascitiofluid excepíEDIl- 1, which was usednl 1/900
dilulion.

Phenotypingof T celia by FMF axnalysisxvas carriedout
aspreviouslydescribed(21), except(bat 1/300diluliona of
ascilic fluid wereusedfor Che anti-CD3 (SPV-T3b),-CD4
<HP2/6), and -CEJE (39/4) rnAb (30—32).

CTL clones and cytoloxicity assays

The anti-HLA-327 GIL 370RKand 1230RKwere iso-
latedafíeratimulationof PBMCfrom donorCM (FILA A fi
24; 87, 8; Cw7) with Che ECL R69 (HLA-A3, 24; E
*2705; DR3,5), cloning by limiting dilution, anáselecli<

laraquemada, O.. M. MartE, R. Martrn, A. Wagner. H. II McFarland. and
Rosen.Bronson. iníluerice of ICAM-1/IFA-1 adl,eslon ir, seUf-restricted antig~

recognition ar,d aUlorecosnllion Uy cUass II.speclf¡c 1 roEl clones. Subm¡lled 1
puSI icalion.
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Table 1
Fine speciftcil y of CTL 37C,RK wilh I9LA-0R2: panel analysis”

lILA

Targal
A

IGIS” 32 ‘2705
R69” 3. 24 ‘2705, 7

HOMí
BBF

«7
TOI<

FJO

3

11. 24
24

2, 3

7
37

52
52

7,16

Cw

2

7
2

DR 0w DQ

3. 5

2
2

2
2

2

2
2

12
12

21 1

BAS 2 51 2 22 3 4(2) 2(2)
12w9 2.26 57,66 6 2 22 0(3> 0(2)

TEL 11,33 51,54 1,3 2,6 2.— 1 23(12) 13(5>
viv 2,3 35,44 1,2 1.2 1 6(2) 3(1)

4(3) 0(1)
jy 2 7 4,6 0(2) 0(2)
IB 28 60 3 6
SWEIG 29 4002 2 11 7 8(4) 3(4)
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(l) NO

Dala are expressed as 9’, specific ~ and are mean values of Iho nuniber of exper¡menls given frs pareníheses. PosItivo cytotox¡city values (=15%al
she highest E:1 rallo) are italicized.

Lysls ol LOI 5 and R69 reflecís te anli-HLA-827 reacl¡vlly of Ihis cTL clorse 1331. These dala are included os a control.

by Cheir capaci(y(o lyseB*2705+ ransfectanCHMy2.C1R
celis,butnoC he sameunCransfecCedcelis.Ihe procedure
was detailed in a prcvious report(33).

GIL 370RKwas CD349, CD4; CD8~.CTL 1230RK
initially conCaineda mixed populationof CD4t andCD8~
celís.IheCD4~ populationwasremovedhy culturein the
presenceof a differenC 8*2705+ ECE, LOIS (HLA-A32;
8*2705; Cw2; DRI), and of Che anCi-CD4 mAb HP2/6 (1/
100 dilution of asciCic finId). Ihe final phenotypeof (he
celíswasCD3~,CD4,CD8~.andiCremainedatable,They
were renamedCTE 123.8GRK.

Growthof T eclIcloneswiCh20 IU/mI of rTE-2 (a gift of
Hoffmann-EaRoche,Nutley, Ni), 5tCr-re)easecytotoxic-
ity, mAb blocldng, and coid targetinhibition assayswere
performedas previously described(21).

(‘GR and sequencing of TCR cONA

Isolationof RNA, generationof TCR-aand-peONA.spe-
cific POR amplification usingCa-,Cj3-, Va family-, aoci
Vf3 family-specif¡c primers, aoci sequencingof amplified
cONA wascarriedorn as previously described(34, 35).

Results

Fine specificiCyof CTI 370RK and 123.8CRU<

In a previousstudy. CTE370RKwas shown Co lyse target
celís expressingany of (he 8*2701 Co 8*2706 subtypes.

Lysis was mediatedby HLA-B27 la alí cases,as dernon-
strated by specific blocking of the cytotoxieity with dic
ME! niAb (33). la tbM study, lysis of theHLA-B2t target
T’TL (FILA-Al 1, 33; B5 1 54; Cwl, w3; 0R2, 6) ~vasalso
observed.This wasnotsigniflcantlyjahibitedby <he W6/32
os MEI mAh; II was totally blocked by dic anti-classII
rnAb EDU-1 and (he an(i-DR mAb.L243, ami not by
anti-DP or anti-DQ1 rnAb (daCanot shown).

The possibili(y Chat GIL 37GRK could have an addi-
tional classIl-directed reactivity was addressedby cyCo-
toxicity estingwith a panel of ECE, including (hoseex-
pressing (he known HLA-DR2 sub(ypes (Table U.
HomozygouscelísexpressingDw2, but not dieseexpress-
ing otherDR2subtypes,werc lysed.Of 2 Dw2~ heterozy-
gousECLtested,TT’L bul notVIV, waslysed.However,the
lafler partiahlyinhibitedlysis of homozygousDR24celis in
coid targetconipetitionassays(see bc)ow). Iheseresulta
stronglysuggestthai (he anti-HEA-827CTE370RKspe-
cifically cross-reacCswitli DR2DW2. Two subclonesde-
rived from CTE370RKby !imiting dilution that werean-
alyzed retained dic samedual reactionpattern (datanol
shown), further suggestingthat (bis wasniediatedby one
singleT ccl) done.

Fine specificity analysisof CTE 123.SGRK(Table 11)
showeda reactivity patCcmwith HLA-B27 subtypesiden-
tical Co that previously describedfor GIL 370RK (33),
althoughspecific lysis wasconsistentlylessefficient with
ah targeCcelia. GIL 123.8GRKdid not lyse he DR2DW2
celís that werekilled by CTE370RK.

E-:T Ratio

-4:1

63<6)
60(18)

29(2)
30(7)

2(1)
3 (2)

7 (3)

1:1

4F (2)

45(11)
‘9(4)
24 (4)

0(1)
1(2)

7 (3)

‘ Abbreviations used ir, Ibis papar: PCR. poUymerase chain <cachen.
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TaIMe II
Fine specificity of CTt ¡23.OCRK: panel anatysisa

1-ItA
largo?

LG1 5

RJS

11-1

R34
CHR
R56
NW

CH
LAR

R42

WEI
JSL
KNE
5 lA

LíE
PAR

HOM-1
TEL

A

32
3, 24
3

24

2. 24
2, 3
2,1$

31,32
23, 31

2, 9

11, 2.4
11
1,2
2. 24

2, 11
11, 24

3
11, 33

II

‘2705
2705, 7

‘2705. 35

‘2701,8

‘2702,18
‘2702, 35
‘2702, 14
‘2702, 8

‘2703, 18
‘2703,53

‘2704, *2706

‘2704, 62
‘2704, 48

‘2704, 8
‘2704, 60

‘2706, 5
2706, 60

7
51,54

IV 2 7
LB 28 60
SWEUC 29 4002
VEN 3.31 18,55
vOO 1,3 8,56
FJO 2,3 7,16

a Dala are expressed as % spec¡<ic “‘Cr.release, and are nican values of (he
Posihive cytoto=icítyvaíces (=15%al he higI,esl E:T ratiol are lialícízed.

mAb inlíibition analysis

The cytOtOXicity of CTE 370RK toward ECE HOM-l
(HEA-82t DR2Dw2~) was assayedin thc presenceof
anti-HEAniAb (Fig. LA). Eysisoftbk CargCCccli wasCotally
inhibitedby Che anCi-claSSII monomorphicanCibodyEDtJ- 1
and by the aoCi-DR mAb E243 (1-1855), and was not in-
hibiCed by W6/32,anti-DQI, or anti-DP mAb. Tbis dern-
onsCratesthat CTE370R1<recognizesHLA-Dw2 as sug-
gestedby the panelanalysis.

The role of CD3 and CD8 in (he cytotoxicity of CTE
370RKwas alsoexaniinedby mAb blocking analysis(Eig.
IB). Btockingof HEA-B27~ targetsby anti-CD3 mkbwas
somewhatheterogeneousdepending011 (he subtype,rang-
ing froni total blocldng of lysis with 8*2701+, 8*2703+,
and 8*2705* celís Co no inhibition wiCh E*2704+ celís.
This is in agrecrnentwith coíd Carget competition daCa
showingtha 8*2704+ celísarechemostefficient inhibitors
of Che lysis of 8*2705+cells <33). Eysis of DR2~ Cargets
was Cotally irihibUed by anti-CD3 mAb.

Re anti-CD& mAb 89/4 inhibited lysis of alí HEA-
B27~ targe(s,havingno effecton lysis of DR2~celís.Thus,
CD8Ls required for (he HLA-B27-dirccted,btu noÉfor che

Cw

2

1,4

1,7

2. 5
6

2, 7
2, 4

2, 4

6

4

EX Rallo”

DR -4:1 1:1

1 30 (601 21(1)
3,5 34(7> >9(6>
1 49(3> 33(3)

3,4 29(5> ¡7(5)

3, 5 42(4) 21(41
2.7 37(2> 50<l)

59(4) 46(4)
44(1) 41(1)

8, 11

2
2
2, 3
3, 5

12
2, 11

¡9(2)

35(4>

27(3)

30(5)
>7(2>
38(2)

NO

75(2)
35 (5>

¡¡(1)

20(4>

7> (2)

¡8(4)
NO

¡9(1>
22(l)

20(2>
22 (5)

7 2 2t2) ND
1,3 2,6 2(3> 0(1)

4,6 0(3> NO
3 6 0(1) 0(1)
2 it 1(1) 0(1)
3,5 ~<i> NO
1 3(1) 5(1)

2 0(11 oil)

nurober of e,<perimenls given ¡rs pa;erilheses.

cíassIl-directed lysis of CTE 370RK. This result is fully
consistentwith chedual reactivityof (bis CTLdonetoward
HLA-B27 and -DR2 Ag, as sííownby panelandanti-HEA
mAS blocking analyses.

Thecytotoxicity of CTE 123.8ORKioward targetcelis
expressingche8*2701 to B*2706 subtypcswas blockedby
anti-l-{LA-827 andanti-CDSmAS, butnotby cheanti-class
II mAb EDU-) (dacanot shown).

Dual reactivity of CTI 3YGRK Ls mediateci by a
single ceil population

CoId targetcompetitionexperimentabetweenHEA-827~
andHEA-DR2~ celís(Fig. 2) werecarriedocate demo¡í-
stratethat che dual reactivity pattemexhibited by CTE
370RK was not causedhy an additionalccli population
puativeíyresponsiblefor checlassIl-directedcytotoxicity
Lysis of bot R69 (8*2705+) celís was partially hul sig
nif¡cantly inhibited by CWO DR2Dw2~ targeCs(Fig. 2A)
including the heterozygOusECL VIV, which was nc
lysed in direet cytotoxicity assays.Ibis inhihition wa
specific, as DR24Dw2 celís cid no’ block lysis. In ch
ccmplcmentaryexperiment(Hg. 2B), Iysis of ho( BB~
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FIGURE 1. A, inhibition of (he cy<ocoxic¡ty of CFI 37GRK toward <he ECL HOM-1 (HIA-A3: 87; Cw3; DR2Ow2; OQí) by
che anti-HLA mAb WÓ/32, EDU-1, 1-1855 (L243), 8721, and Genox 3.53 (seé Materíais arad Methods <or specificuy of <líese
mAb). Data are means of twa experiments atan EJ racio of 1:1 - Specific 51Cr-release of HOM-1 ira <he absence of mAb ac <his
E:T ratio was 16%. 13, inhibition of (he cytotoxicity of CTL 37GRK coward the specified target ECL (see TaiMes 1 and El br 1-ILA
types) by arai-CD3 <b/ack bars), azni-CO-4 (whitebars), arad anti-CEJB (hatched bus) mAb. ¿Jata were obtained aL an E:T raLlo
of 4:1. Specific 51Cr release for each of che targeccelis la (he absence of mAli was: 360/o (ilE: Ow2~), 220/o (HOM-1 : Dw2fl,
84% (R69: B27O5~), 890/o (R56: 8*2702+), 83% (WeU: B2704~), 87% (LIE: B2706~), 27% (LH: B*2701 ~l, and 620/o (CH:
8 *2703

66
2
a
2
z
$

66

ti 41 151 U 4:1 16:1 1:1 41 itt
fIM~IM)»

FiGURE 2. Coid cargecinhibiCion anaiysiso<thecytotoxicltyof CTL37GRK(A andE) and 123,BCRK(C)coward HLA-8274
or DR2 celis. 1-lot targel celis arad cheir 5tCr-speclflc release hy (he corresponding Cli ac an EJ raLlo of 4:1 ira che absence
of compecing coid celis were: A, R69 (8*2705), 540/o; £3, 8SF (DR2Ow2), 40%; C, ECíS CB’2705t 38%. Coid Carget celEs in
A and A were: R69(—), BBF (— — —). VIV (~ — - —), IV ( ), KTY (O----—O), ¡JO •—e—•í, 12w9 (@—@—@), arad
SAS(• • •) JY<827; DR2-) was used as nega¿ive controi.Cold cargetcelis in Cwereas ínAand Bexcept¿hatEClS (—1,
and HOM-1 (— — —) were used instead R69 and 8SF, respeccively. For complete HIA Cypes see TaiMes 1 and II. Data are mean
values of uve (A), Iour (8), arad eight (C) experimencs

(DR2Dw2~) celis was inhibited by R69 much moreeffl-
ciently chan by coid BBF or VIV celis. Theseresultsira-
dicaCechacthedual reactivicyof CTE370RKtowardHEA-
B27 and HLA-DR2 is mediaced by the same ccli
populacion.

CTL 37GRK recognizes che OR2Dw2 85 producc

To decerminewhether che 0R2 molecule recognized by
CTE37GRK was che BS*01O1 or che BI*1501 product.
murineE cdl cransfeccantsexpressingeachof Chese mol-

eculesplus human ICAM- 1 wereused as target celis ira

directcyCotoxicity assays.As E celís are relaUvely ineffi-
ciení targ~És, a higherE:T radachanIii ocJíerexperiments
invoiving humantargetceílswasused,Theresults(Fig. 3A>
indicatechatchetransfectantsexpressingche Dw2 RS prod-
ucc, 58621. baC not thoseexpressingthe El product,were
lysed.Lysis of che5862> celIswas specifical]yinhihited
wiCh <he arad-DR <Mb E243 <datanot shown).

This result was further substantiatedby caíd carger in-
hibition assaysira which CheHEA-827t R69ECEwasused
ashot (argeLccii. As shownin Figure3R, lysisof CheHEA-
B27~ celíswasinhibiced wich che 5136 21 (85 + ICAM-l)

A 6

— — —— —

-a

— ~1—
—
---a—

•

—
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FIGURE 3. A, cyloloxicicy of Cli J7GRK againsí HOM-I
(DR2Dw2) (—), 5B6 21 (B50101 +ICAM-1) (— — —), 384
FíO (B1’1501+ICAM-1) (— —), and DAP-3 (un(rans-
fecíed E celEs) ( ). Daca are expressed as percent specific
51Cr-reEease and are mean values of cwo experimenís. B, coid
targel inhibution analysis of Che cylolaxicily of CTE 37CRK
boward hol R69 (HEA-B27~) (argel ceEls. CoEd target celis
were: R69 ( ), HOM-1 (— — —), 5B6 21 ( ), 586
(B5’0101) (.... — -t 384 FíO @•‘~.) 3B4 (BlflSOl)
(O— - —O), and DAP-3 (O— —O>. Spec¡Iic cyCo<oxic¡ly of the
hol R69 ceEls al che E:T ratio used of 2:1 ira Ihe absence of
compelirig ceEEs was 84%. Dala ~e mean vaEues of two
experimenís.

celísas efficicn(ly aswiCh the DR2Dw2~ ECEHOM-1, Ic
was less efficieracly inhibited wiíh Che 513.6 carge?,lacking

ICAM-l, The3134(131)Cransfec<anC5did notshow any in-
hibicorycapaciCy,regardlessof theirexpressionofICAM-1.

DuaE reaccivity of CTE 1 23.8CRK revealed by coEd
cargec compeCiCion analysis

Thepossibiíily chatCTL 123.8GRKwould recognizeDR2
Ag, al(hough Ihis was not revealedby direcC cytoCoxicity
assays,wasraised from lis similarreacCionpacCerrato CTE
37GRKwilh HLA-B27 subtypes. This wascesCedhy coíd
carge inhibiCion experimcntsira which lysis of hoC LO 15
(13*2705+) cellswas incasuredira <he presenceof cold lar-
gel celísexpressiiig (he variousDR2 subíypes.As shown
in Figure 2C, 1-EM-! (DR2DwT~)colís inhibitedvery ef-
ficiera<ly hol (argel íysis. whereascehis expressingotber
DR2 subCypesshowedno inhibi<ory effect. ThaC (he mlii-
bition by HOM-1 wascausedby HEA-DR2is indicaledby
che facíIhaL HO (DR2Dw21). which shareolber HEA Ag
wich HOM- 1 (seeTable1) cid 110< inhibit hoC (argelccli Iysis
ira dieseassays.This resuil indicatesthai CTE l23,&GRK
recograizesHEA-1327 and-DR2 wUh dic samefine spec-
ificily as CTE 3JGRK.

Recognicionof HEA-B27 f3 pEeatedsheeCmutaflcs lvY
CTE 37CRK arad 123.80RK

We havepreviouslyshownthai mulliple mutationsin the
a helices of HEA-1327 bad no effecc on lysis by CTE

S7GRK

Y9

i~rn

YI16

DI~YIl6

I23SBGRK

¿0 80 40 80
% ~EUTNELYSIS ~RELA1N~ IYSIS

FEGURE 4. Cytotoxicily of GIL 37CRK and 123.BCRK
against HMy2.CIR iransfecíanís express¡ng l—IEA-B27 mu-
[anís.Resul[s are expressed as che percentage of reEative lysis,
Fn whích the Eysis of each [argelceEE is referred lo filie specific
lys¡s of <he B’27O5~ HMy2.ClRtransfeclan< aL Ihe same E:T
raLlo. DaLa are means of at leas? eight experimenís w¡lh CTE
37GR1< and al leasc lwo experimenCs wich 1 23.8CRK. Resulcs
were obíained al 2:1 (black bars), 1:1 <hatched bars), and
0.5:1 (wbite bars) E:T rallos. Tbe percenc speciíic lys¡s of ihe
B2705~ crans<eccant witb CTE 37GRK was 60% (El raCio
2:1), 44% (1 :1) and 270/o (0.5:1), arad wi[h 123.BCRK was
390/o (2:1>, 300/o (1:1), arad 220/o (0.5:1). Perce,M lys¡s of [he
HMy2.C1 R ceEEs transfected only ~vilhpsV2neo, used as neg-
aCive conlroE, was 10/o in ah experirnents.

370RK, buC charagesat posixions 163 and 167 abrogatod
lysis <33). Becauseof Che accessibiíiCyof Ihese iwo posi-
Cioris, u xvas not possible lo exciudethat cheir effecC was
causedby alceringdirectTCk coraLacCswiCh theHL,A-327
molecule,Thus, the effect of mucationsin (he ¡3-pleated
shee< <loor of the peptíde-bindingsile on recognilion by
CTE 37GRK was examined. The single mutanis Y9-
(H—Y), S97(N—*S) D114(H—>D). and Yhlá(D—*Y), as
well as che double Dl 14Y1 16 mutaní, were used in chis
scudy. Tbey were separaCelyCrarasfectedhiCo HMy2.CIR
celis, arad Cransfectfin(5 expressinghighleveis of HLA-B27
by EMF analysiswere usedas CargeL celEs.As shown ira
Figure4, lysis of Y9, S97, arad0114 iransfectantsby CTE
370RKwascomparablelo osslighíly Iowcr Chanthatof <he
wild type. Ira conCraSí.Iysis of che y116 and Dl 14Yh16
mu(antswas oíally abrogated.CTE 123.SORKshoweda
similarreacCionpauemwitEi hesemutarats,buí lysis ofY9,
S97,aradDl 14 wasmoresignifican<lydecreased.Theeffeci
of sorneof Ihesemutationson recognitionby CTE370RK
was more closeíy examinedby coid (argel inhíbition cx-
perimenis<Fig. 5). S97and0114targetsinhibiCed (heIysis
of hol 13*2705+ trarasfecíantsless efficientíy chan coid
B*2705.e celís (Fig. SA).Thus, theseniutacionaaffecC Lo
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FEGIJEE 5, CoId larget irahibilion of (hecylotoxic¡ly of GIL
370RK wilh HEA-827 mularats. Hol [argelceEiswereHMy2.
CE íranslectancsexpressingB’2705 (A), 597(8), arad 0114
(C). Specific ~‘Cr-releaseof (he bol arge[ ceEls aL Che E:T raflo
4:1 used, ira che absence of compelingcoEcí celEs was 77

0/o,

42%, arad 39% respecciveiy.CoId [argelcelís were HMy2.
Cl E [ransfecLaraLsexpressirag B’2705 4—), 597 (— —

D114 (— ~- — - —), Y116 ( 1, and pSV2neo ( — —) used
as raegalive corairol. Dala are means from two experimenís.

sorneexCeracCTE inceraccion.Figures48 arad 4Cshow ChaL
Y116 (arge<s inhibiced (heíysis of hoL S97arad 0114 celís
sigraificandyaboyeHLA-B27 celis.Tbk resulÉindica<es
<hac recogniCioraof Y1 16 by CTE370RKwas nol tocally
abrogaced,in spiceof che observedIack of kilíing of Ibis
mucanÉ(Fig. 4). Becauseof heir localion ira chefloer of Wc
pep<idebindirag groove,Chese resulíssCrongiysuggestíbac
(heeffecsof che/3 pleatedsbeelrnuCantson recognitionby
CTE370RK arad 12380RKare <brough aiCering pepCide
presenlaCiOra.

CTL 37GRK arad 1 23.8GRK use apparently idencical
TCR arad share s<ructurai moClís al che (3-chaira

IunccionaE regions wi<h ocher arali-DR2 TCR

TCR-a arad (3-chain cONA was iradependen(lyoliCained
from CTE 370RK arad 123.8GRK, using Ca- or Gp-
specifw priniers for speciflc reverse(rarascriptiora.cONA
amplificadorawas carriedou( using, ira parallel reactions,
oneof a seC of Va or V(3 family-specificprirners.arad che
sameCa- or G¡3-speciflcprimer. As shown ira Figure 6A,
cONA from bo(h CTEcloneswasamplified oraIy wi<h V(3 1-
arad wi<h VaI4-specific primers. Partía! V and comple(e
junccionalaradJ segmeaLsequencesweredecerminedfrorn
ah amplifled crarascripís(Fig. 68). Sequeracingcorafirmed
(he resulís frorn PCR íyping coracerningthe y segmenís
usedandfurcheriradicaiedchal(heaand¡3 CrarascripÉsfrorn
boíh CTL cloneswere correctly rearraragedand iclentical
over che obcainedsequences.Alíhough ideracity of chey
segmenÉsis inferredfrom chepartialsequencesdecermiraed,
idenciy aL Che juraccionalregioras arad J segmenísindicate
cha GTE 37GRK arad 123.8GRKuse idenhicalTGR. The
a-chairairacludeda newVat4 meinher, first found ira Chis
andocherGTE frornchesameindividualandthe.JalORJaO6

segrnera<(36) in a rearrangedforrn wEiich is longer chan
previousLy reporíed. The (3-chaira corisisted of V¡31E,
0/311,1/31.1, andCf31.

Thesequenceof ihe /3-chairajcinccioraal regioii wascom-
pared wi<h (he coa-resporadingsequencesfroiii Éwo oCher
araci-HEA-DR2TCR (37). As shownira Table111. che (bree
sequencesshareanArgresidueira chejunclionaEregion and
an Asra residuefiÉ che J%3 N Cerminus, Ira addition, lite se-
queracesfrom GTL 370RK arad 123.SCRKsharewilh the
C04araCi-0R2lCR Pro arad Ecu a! the Vj3-D¡3 and Dj3-J3
junc(ions, respecCivcíy.Ibis laler residuewas unique lo
CTE 370RK arad 123.SGRK among ahí of chesequences
from anci-HEA-1327 GTE clones whoselCR have been
examinedira ocírlaborauory<34, 35). CTE370RKarad 123.
SGRK also usechesame1/3 segmenCras G04 rearrangedira
an ideralical way.

Discuss¡on
The resultsin Chis repofl demonsirateChau HEA-B27hasT
cefi epiCopesira comnion with í-<EA-DR2. Ihe dual reac-
(ivity described18 uníikely Lo represeraCa forcuitousfinding
of an unusualclonotypic paiLerra.ascross-reaccionof aflÉl-
HEA-B27 CTE wiíh HL.A-0R2 was repor<edpreviously
from our laboracory(21). In ChaL stcídyibreeidendcalCTE
clones witb such dual reactivicy were derived againsí
13*2705 from anindividual who was urarelatedo ihe donor
from whom CTE 3YC3RK arad 123.SCiRK were obíained.
Their fine specificicy wich HEA-827 arad HEA-DR2 sub-
Cypes wasdifferenC from Chal of CTE 370R1< aud 123.
BORK.They recognizedoraly13*2705aradalí DR2sub<ypes
excepíDw ¡2. Ira con(rast,Che GTE reportedhererecognize
<he 13*2701 Lo B*2706 subtypesbuí only IJR2Dw2.Ibas,
aichoughthccross-reaciivcepilOpCSrecognizedby dicCTE
from (he two doraorsare different, Chey invoive dic same
class 1 arad cíass 11 serologiespecificities.

As ira íha earliersíudy(21>,classIt diiectedlysis by Ihe
cross-reactiveGTEwas independeníof CDS,ahthough<bis
moleculewas requiredfor Iysis of HEA~B27ecarge celis.
Ibis iínpíiesa greaherconcributionof thelCR lodic overalí
avidiCyoflheCTbcloneforthe1-ILA-0R2t cargetsrelacive
to HEA-1327~Cargets. Iradeed,tha< araíi-CD3mAh blocked
Iysis of 0R21 celís moreefficientíy (hanche Iysisof sorne
of che HLA-l327t targecsis probably x-ela(ed Lo te addi-
cionalcontributioraof CDS <o avidicy ira Iheclass1-direcred
Iysisby chis CTE.

It is strikirag thai, both carhier (21) and in Chis sCudy, che
dual rcaccivitywasfoundin variousGIL clonesof idenúcal
fine speeiflcicy, amonga hiraiiced numberof anCi-1327CTE
araalyzcd.Now, Wc havealso shiownIhal GTE370R1=arad
123.8QRKhaveapparcntlyidencical ‘LCR, probably rep-
resen(ingchesanieclonotypepickecl up lwicc afier limitirag
dilutiora.Tbiscouídsiraiply beaconsequenceofovergrowtb
of cheparticularclonoiypein chebuik culturebeforeclon-
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37CRK AAGcAAcAGAATGcAAcGGAGAATcGTTrcTcTGTGAAcTTccAG~»GcKGccA>k>=TceTTcAGTcTc~~GATcTcAGkcTCAcA

123.aGRI<
m M+JaIGMaO6

3 7GRK ~
123.BGRK

m Ca
370R1< GAAAAOCcAcTAAACTCTcTGTTAAAccAAATATcC

123 SGRK

---—V/Ii ~ N+Ufil.l r. J~311
37GRK ~

123aGRK
r

37GRK TTTcTTTGGAcAAGGCACcAGACTCACAGfl0TAGAGGACCTG7~)ICMG
123. SCRK

FIGURE 6 A, Va arad Vf3 segmenís used by CTE 37GR1< arad 123.8GRK, as dehecled by Soulhern Ho< analysis of PCR-
amplified TCR cDNA. For each done, cONA alicjuo[s were sulijected [o lCR using Va os ‘V%3 famlIy-specific priraiers arad Ca-
or C¡3-specific primers Osee Ma¿er¡a/s ¿md Methods). Ampílfied material was hybrldized wiLh “P-labeled Ca- or Cj3-specilic
oligoraucleo<ides. Thus, che Iocaciori of radinacÉive spocs iradicace Che V sublamilies used by <he T ccli clones. Dots al botb sides
of each aucoradiogram correspond Co mw. markers (1 .kb DNA ladder, Beihesda Research Eaborator¡es, Be(hesda, MD) of
2,036, 1,635, 1,016, 51 6/506, 394, 344, 298, 220, arad 200 bp, respectively. 8, nucleoLíde sequerace of TCR-a arad -(3 cUNA
from CTE 37CRK arad 123.8GRK. Va segrnenC sequences encompass 210 arad 120 bp respectively, alchough only che Iength
available for comparison betweera bach sequences is showra N + Ja and Ca segment boundaries are marl<ed. fhe complehe
sequerace of <he Vf3l A segmerat from CTL 37CRK has been de<ermined (nol showra) and is compared wi<h te porciora
sequenced from CTE 123.SGRK. N + D¡3, 1(3, arad C¡3 bounciaries are marl<ed. The TCR-a arad -p sequeraces liave beeíi
submitted Lo (he GenBank raucleotide sequence dacahase and have been assigraed access¡ora numbers M95394 arad 107294.

ing, but ic mighc alsoreflect a relaCi’velyhighCTEprecursor
frequeracy for such cross-reactive epi<ope ira the corre-
spondiragdoraors.Why Lhe lytic cificienciesof GTE370RK
arad i23.SGRKaredifferenCis noc clear.We havenotpro-
vided formal proofofstructuralidentityovesthe wholeVa
arad V(3 scgmeraCsequences,buc IC is very uralikely (bat
charagesare Lo be found in <he portionathat were notse-

quenced.Iradeed,<his would imply that differerac V seg-
rncrats, belongirag,however, to Che same subfamily, rear-
raragedira ara identical way ira both GIL clones,generaCiflg
<he samejuraccioiialregioras.IC is possibletbat checwo CTE.

clonesdiffer eithcr ir chesurfaceexpressiouof sornenial-
eculesinvoived in <argeL cdl interaction,which wouid ira-
fluence avidicy, or ira che efficieracy of <heir signal [raras-
duchion pathwaysoslycic niachineries.Bach GTE clones
showedsimilar expressioralevels of CD3 arad GDS upon
FMF analysis(raoC shown),butotherpossibilicieswerenot
addressed.

Tbe recurreracñrading of CTE with dual reacCivicy for
HEA-1327arad-DR2 makesII imponaralLo definea possible
moleculas-basisfor such¿rcss-reaction.A correla<ioraofche
sCnucCureof HEA-B27 arad HLA-DR2 subCypeswi<h <he
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reactivity patternof CTL 3JGRK and 123SGRKwas a<-
cemp<edira orderLo map s<ruccuralrnocifs uniquely shared
1»’ (he HEA-B27 arad -13R2 sulMypesrecognized by ¡hese
GTE.Wc first looked br aminoaciddilfereraces amongche
135 /3-chains from 0R2 subíypes hac could accourat for

seleccive recognicion of DR2lJw2.Arnong DRES producCs.
onlyD30,11)37,aradE38 were unique <o Che Dw2-associated
1390101 chaira (Table IV). Residues 30, 37, arad 38 are
equivalenÉ,on che basis of <he predicted classII model, Lo
residuesii6, 123, md [24 of the class1 molecule, respec-
tively, andwould belocatedin ¡lic ¡3 pleaCedsheecfloor of

ihe pepíide-bindingsice. Residues123 arad 124 are con-
servedin class1 Ag andaredifferenCfrorai D37 arad E38 of
Ihe B5*OlOi producí. In contrast,residue ii6 is highly
polyrnorphic amongclass 1 Ag ané oní>’ HLA-B27 arad
-1344 have Asp nC chis posilion. Furthermore,D7f6 is
preseratira ah B27subtypesexceplB*2706 ancl, as wehave
shown, is cricical for recograiciora of HEA-B21 by G’l’L
37GRKarad i23.SGRK.Position301raDR /3-chairasis also
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highly polymorphic,—D30 being almosí unique Lo <he
B5*0101 product. Ihus, sequencecomparisonssuggest
chaC D30 from <he BS*OlOi chaincould be necessaryfor
cross-reactivicywith HEA-1327.

We raext ploctedthe idencical residuesbe<weenB*2705
andtbe DR2Dw2 43 (135*0101)heterodirneron dic pce-
dicted three-diniensionalniodel for class11(3) (Eig 7). A
numberof residuesin the a-hehical regions are identical
betweenboth niolecules,bul ¡bey are of little os no van-
abilicy amongHEA-tR proCeiraSandform no uniquecorn-
binacioras cha< could accouracbr cross-reacciviCybelween
HEA-B27 aradHEA-Dw2. Ira contrasc,Vive residueslocated
ii~ two acijacent¡3-sCrandsare idencical becweenDR2Dw2
(H5*QlOi) aradHLA-B27. Ibreeof Cheseresiduesare pre-
dic<edtobe pointingcowardcbepeptide-bindiiigsice.Tbese
are Y13, H28, and D30 from [he135*0101 chain, which
correspotidCo residues99, i14, arad 1)6, respectively.ira
class1 proceiras. In addition, Y32 correspondsLo YIIS in
classE Tbk residueis notaccessible<o solveníprobesira
chepeptide-bindingsite (5), buc is involved iii coatactswi(h
residuesira Cheal a-belix ¡hac can influeracepepcidebird-
ing <¡y None of thesefour residuesis unique to cicher
HEA-B27 orto che B5*OlOi (3-chaira but, becauseof (heir
polymorphistn,<heir combinacioli is uraique Lo 1-IEA-B27
(exceptB2706)arad DR2Dw2(135*0101).Thecoraserved
W61 residuefrom the(3-chaira,whichis equivalencCoW147
from class1 Ag, can be included ira Ihis motif becauseof
ics spa<ial proximicy and becauseIC is <be oraly a-helical
residuefrorn Che ¡3-chain,of <bose comnlor¶ <o HEA-1327
arad -DR2, ¡bat is predicíedas poiratirag into che pepCide-
binding site. Ihe Cwo a-helical residues from Che DR
a-chainthai areideratical <o HEA-827 andarepredicted co
be poincing into ¡he ~~~cide-biradiIIgsiLe are1355 and D66,
which are equivalent <o residues 63 and 74 of HEA-1327,
respedively.1< cannotberuledou< tha<one0V bo<hof chese
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lable IV
Polyniorphic residues amorag HLA-0R2 subiypes’

$2

6 9 11 13 28 30 31 37 38 47 67 70 71 85 86 96 304 105 108 120 133 ¡35 1-12 357 191

DR850101 f< Q O Y H 0 1 0 1. Y F O R V G E A R T
0585’0102 O N Y
DRBMO2O1 C C N y 1 Q A A y
DRBSO2O2C O NV 1 QAA y

N R 0

0
0

V T Q

DRBI’1501 R W 1’ R U Y F 5 Y F 1 Q A Y V Q 5 1< - 1’
ORB1’1502 O
ORBí 1601 Y F O R O
ORSí ‘7602 X’L DR O

5 1 0 M T R

DR8Sand ORBI aUcIíc próducts are separateíy compared. Residues thaI are Invarlanl rs bolh olleíic series are noS shown. Slanks indicase Ideotíly o he
conesporadiras reference sequerace $BVOIOI or 811501) ¡o cae>, series. Sequeraces are ¡ron~ Retese oces 4Y 1049.

FIGURE 7. Scructural sirnilariCies becween HEA-B27 and
- HEA-DR2. The amino acid sequence of <he al ami a2 do-
mairas of i-IEA-1327 was compared with ¡he sequence of the

- - DR al domain arad [he (31 doma!n from ¡he 0RB5*O1 01,
- - respeccively, using <he same allgnment as ira Brown et al. (3)

I&ntical residues be¡weerí hoth molecules located ira areas
of defined sÉruccure are represented by dais on [hepredicCed
three-dimerasional model of class II proteiras (3>. Large dots
-represen( (hose residues proposed as contribudng <o a shared
structura! moLil <bat eculd corafer sorne pepLide presentlng
sirrailarities [o HEA-827 arad HLA-DR2Dw2 Osee text). Num-
bering corresporads lo [heclass II amino ¿cid seqclerace. Ora
[hebasis of [he class 1 niodel (1,5>, of 10 a-helical resklues
ideracical becween both molecules, oraly 3 (residues 55 and
66 from al1 arad residue 61 ftom (31) are predicted lo be
poiracing Loward che pepcicle-bindirag site. Of 6 ideratical
f3-pleated sheec residues, 3 (residues 13, 28, arad 30, ah from
¡31) are poin¡ing toward [hesite, Residues 27 and 29 from [he
DR a-chaira are equivalen< [o 29 arad 30 from class 1 (3),
whose side chairas do no< coratribute te [hepeptide-binding
site (5>.

residuesmighcconcribuCeto chemotif, but they have not
beeninchucledbecausetbeirmutationira HEA-B2’7 doesnot
significaraclyaffecClysis of [becorrespondingcransfectancs
by CTE370RK(33). 13*2706, whicbdiffers from 13 *2705
at posicioras77, 114, 116, arad 152 (38), is recognizedby

CTE370RKarad 123.8ORK,ira spiteof lackingsuchmotif
(33>. Ihis is IikeIy causedhy cornpensatoryeffeccsal che
77 and 152 changes,as .mutacions mnirnicking [he 8*2706
changesat positioras¡16 or ¡¡4 + ¡¡6 sworaglyaUcc rec-
ograition by [beseCTE (Fig. 4).

Ihe locadoraof Che commori motif betweenHLA-B27
arad DR2Dw2 ac [he boccomof the peptide-bindingsite,
inaceessibleto direetlCR eoncac<,suggestschaCtlie cross-
reactivi[y patCernof GTE370RKarad 123.SGRKcould be
causedby recognitionof peptideschaurequireChis siructural
motif for MMC binding. It is also possible[bac[lic simí-
larities feurad in chelCR 9-chairajunetional regioraswith
ocheranti-0R2T cefls(37) IMgIIC berelacedLo tecognition
of peptidemotifs sbaredwithDR2-boundpe-ptides,by GTE
3YORK and 1238GRK,asjuraetionalregionsare dioug>n
te be oritica)Iy involved ¡u peptide recognitlon (39). Tite
relativecontriburionof dic a-helica¡regions ira CiIC MI-fC
moleculearad chepepCide[o Che inceraaionwhh (he lCR
is notknbwn, arad it maybevariablefor diffcreín ‘[<GR. Our
ínterpretationof [be cresa-reactivepauernof GIL 37GRK
arad 123.BGRKimplies that Che a-helicalsegmentaare noC
<he atructural elementsdetermining Che observedcroas-
reacCion,becausefliey are largelydiffererat between1-lEA-
827 and -0R2, altbough(bis <loesnotexciude interaetions

bctween[he a-helicesand theselCR.
Iris possible[liar a saniepeptidebinasco ]-{EA-fl27 arad

co 0R20w2becauseidencical peptidescanUnU (o arid be
pi-esenhed1,>’ class1 andciass11 proteina[O seif-res¡ric¿ed
1 cejJs (40—44), 1-Iowever, peptideswith sufflciení simi-
Iarity ira [heresiduesinfluenced by tite caminanmedíde-
seribedaboye,aradin dieseinLerachingwith Che lCR could
cUso accouncfor Che cmss-reactivepauern.Evidencefor
involvement of disúncc pepCidesira crosa-reaccive1 celÉ
epúopeshas beenreponedfrom studicswíLh HLA-B27
mutancs(22, 45).

Ira coraclusion, we haveshowra recurreratGIL cross-
reactivitybetweeraHLA-827 aradDR2 ForCheCTEclones
analyzedin chis scudy suchcross-reac<ivitycan he incer-
pretedasbeing mediatedby identicaloss<rucwrailyrelated
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pepcidesrequiriííg an MHG-bindirag rno[if comfllOfl Co
HLA-1327 arad DR2Dw2arad uniqueLo dieseAg. Alchough
wefavor[hisin<erpre<atiora,alternacivepossibilitiesiravolv-
¿ng less appareracrelacionshipsbecweeíiHLA-B27, 1-lEA-
DR2, and ¡heir respecÉivebouradpeptidescannoLbe ruled
ouc. The propertyof sharingallospeciflc T cdl epicopes
with classII has aoL beendescribedfor ocherclass1 FILA
Ag, buÉ analogousfindirags in che rnouse(20) sugges[ cba<
¡his propercymighC noC be unique¡o l-ILA-1327 in humaras.
Nevertheless,che lirakage of HEA-827 [o ankylosing
spondylitis. a diseasechaC mighc have au[oirnrnune coni-
ponenLs,raises [he questionof whechertbe pepLidepre-
sen¡ingsimihariciesof HEA-1327and HEA-DR2 could be
relacedLo diseasesuscepCibilicy.Por instarace,iL hasbeen
showrathaca vira) peptide[batla an immunodorninaflcclass
¡-resCriccedCTEdeterminaraLand canalso birad Lo ciassII
Ag arad induce class Il-resCriccedTh celís conCributeS ¡o
stimula[e the ciass 1-rescriccedCTE responseco the same
pepCide(43). 1327-associatedspondyioarthropti¡hiesmaybe
¡he producC of nra autoimniuneT ccli responseagainsta
cissue-specificpeptidespecifically preseraCedby HEA-B27
in joirac Cissues(46). Thus, it is conceivable[bat, ira mdi-
vidualshaviragche appropriaceclass it Ag, bacteria!pep-
tides mimicking an “archricogenic’ seif-peptidecould be
presentedby class II molecules<o Tb celísupon irafection
aradeliciC a helperresponse.ThisconídstimulaCeCTEpre-
cursorscross-reactingwith HEA-1327 ja joint tisgues. It
might beof interestco evaluacediseaseassociaCiOfldatafor
<he possibility [bac[he concomiCanÉpresenceof HEA-B27
arad parcicuiarDEi subcypescould irnpiy a relaciverisk Co
developingdiseasegreacerchanwith HEA-1327alone.

Note addedto proof. A recenÉreport(Nazirov, E
arad E. E, Pospelov.1991. HEA anÉigeosin paCienLswith
osceoarticulartuberculosisarad chronichemacogenicostro-
myeiitis. Orthop. Tras’,natol. Protez.26:9.) ira which os-
¡coarticular tuberculosiswas found Lo be associaCedwith
HEA-1327 arad HEA-0R2 ira tJzbekscarne¡o our actention
while chis paperwas beiragreviewed.
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HLA-A2 Ls he mosí ennitraenclass 1 ant¡gen u humaras.TWelve sublypes
<aveboca proviously described(Lópezdc Castro1989; castañoarad López.

de Castro 99]; 1992; Bolich el al. 1992). Wc cave raevt delerro,inedtIñe
sínicíeroofaraeweroe.AÑJ2IS, detecled la a I3rnopoan Caucasoid individual
by isoelectrierreusing (lEN Gul¡ridge el al. 1992).

FulI-leíagtheDNA wns anaplified alcorreversocrorascriptioraof 1 pg of
RNA from Ihe Lymphoblasloid eclI [¡rae5LUOEO (IILA-A2, II; B35. 44;
Cw4, wS; DR 1). AA uraeransiatedregion(UTR) derivod aral¡ser,seliLA-A-
specific primer. 5~OCGAATTGAOAAACAAAGTCAOOGfl-3t arad a
borward S tJTR-derived prirater, 5’-GCAAOCTTAOATTCTCCCCK
OACGC-3 - col3tairairagEco Rl orad Hin dilí siles. respectivcly(uraderlinod),
wore aseeS.Clening arad soteclienof HLA-A2-speeific cloneswasdone as
previeusíydoseribed(Castaño arad López de Castro 1991>. Complete sc-
qtaericesof loar sstctí clones were detormined,arad were iderotical (Ng. 1).

A<0213 dirrors Irorta A0201 (KolIer arad Orr 1985> a only ¡bree rau-
eloetides:527 (7—mA). 538 (7—aA). arad 539 (T—A). Thest=corresporadso
tIte socoradposiliera of codora 152, arad lo Ihe flrsí orad seecrodposilioras of
codera156. respeetively.orad in,ply amino atAd changosor val s~ Ce Olvís,

arad Lecísálo Gínísá.Theseacceuratfor dic ¡EF pallenobservedwhielswas
very elose Lo thai or Iba A0203 proteira (Outtr¡dgeet al. 1992). Boíl, suta-
lypeslíave che sainetael clíarge,buí differ att twa posilloasshan can itarluenee
dic pK of raeighbor-clíargodresidues(l’[g. 2>. 712 changosira coderas152
arad 156 are separaíely proseral ira /r0203 atad ita A’02)2 (Zeratmoítrarad
Ponían,1993),respeclively.Tíseyare¡ogelberoníy ira HLA-EOJOJ (Mizuno
et al. 1988) aradE<0102 (KolIer el al. 1988). bat these¿[leles hayo nra ud-
d¡tioraal chongeal ceden 155. Alíhooagh Itere aro other possibililies. Clac
s¡rnplesíone br Che origin of A’0213 a by a recatearpedraL naulalion it
ceden 152 fronj A0212. re-inírodtícitig lite sornercsid,ae¿a ira dic AiO2O3
producí. A’0212 ñas oraly beera «airad ira South Americora tadiatas. That
A0212 arad A<0213 are brota eíírrereratotítroio greupsmight staggesta reía-
t¡vely oíd erigití of bol), subtypes,predaíingollinie diversifacation.A0213
j,revides ¡si new exatrapleof Ibm apaliní elusíeritsg of HLA-A2 suhtype
polyrtiorpliisíi’ ita a restrieled reglen of he peplide thíding sice. furíher
sítí3poríirag a seloctiora-drivenevolíítioíí of lILA-A2 saib¡ypes. (Castaño aítd
Lópezdo. Castro1991; 1992).
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1 Introdiíctioíl

Tcells recogaizeML-IC+pep¡icle complexesat thecelí sua-
face. Upon stimulaCionwi[h allogeneiccelís, stboragTcdl
responsesagaií¶scMHC alloaratigefls are elicited, which
iravolve recogniCiOn of alloaratigen-bouíídpeplides[1—3]
aradof exposedMI-IC proceinresidcmes.Alloreac[ivelcells
rangefrom being pepcide-specificCo iackíííg peptidespeci-
ficity [4. 5], Tite hypervariabieCDRI and2 regionsof che
TCR Va arad VP segmen<sraiay predominantly iraceract
wiCh [he MHG proteira. CDR3 regioras, formed by NI
N-i-D, Ja,aradjP segme¡ícs,aretliought <o iraceractníairaly
with MI-IG-boumid pepCides[6—8].However, Clac coía[ribu-
tiora of V segíneaí(sarad jcíaactioraalregiorasto specifici<y is
not independeaít[9—11].

Ntaínerousstudieslíave shown comiservationof V, J arad NI
NI-D segrnents in pepcide-specific class l-restricted
responses [12]. Ycc iíigh TCR diversity wich only Vfi con-
serva¡iora was feurad among H.2Ko~res[ric<ed CTEspecific
for a peptide from Pk,s,nodiunhberghci [13]. Sorne pepti—
de-specific class 11-bestricled responsesare also very
diverse[14—16].TCR studiesira alloreac¡ivi[y are far less
numerous. Apparen[ly raon-randcm VjB usage was
observedamongfew T cdl clonesspecific foí DF2 [17]or
DRi [18, 19]. VIB skewing,wiclíou( N+D~ or ffl restrie-
[ion, was clearer ira analysesof many moreT ccli clones

[(141481
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Rey words: T ceil receptor? Alloreac[iviCy 1 I-ILA-B27

T ccli receptor d¡’versity in alloreactive responses
aga¡nst HLA.B27 (B*2705) 18 Ijinited by multiple-
level restrictions iii both cx and (1 clíalus

TheT cdl recepcors(TGR) ira kIEA-1327 (B~’2705) alloreaccivi¡ywere araalyzed
ira cytoCoxicTiymphlOcy¡CS(GTE) frorai ¡vio individuals. Noía-randomusagewas
fotínel ira V~, N-I-DfB, Va, arad Ja, buc raoc in JfB segmemícsor No-regioras.V~3 seg-
meracsfrom líoniology subgrocap4 were predoníiraaracaradno[ associa[ed[o a par-
¡icular denoror fine specificity, suggestiragimavolvemeracira recograiziragChe HEA-
1327 molecule. Ira contras[, preferenCialVa usage~vasassociaíedwiCh particuiar
iradividunis and fine specifici[ies, indicacingdiscinccVf3 arad Va recruitment ant)
con[ributiora [o ailorecogni[ion. RecurrenCN+D[3 motifs aradJasegmeraCs,evera
from differenC donors,LimiCed juractionaldiversity, suggescingchaC GDR3 usage
was deCermined Uy tbe alloantigeraic epiCopeindeperaderaClyof iradividuais.TCR
were selecteddifferently a( various levels,as indicaCed by ¡hefollowiragfindirags.
Feur cionotypeswitlx similar fine specificity had identical j3 arad unrelateda
chains.Similar awereassociatedwi[lí unrelated3 chairas,arad vice versa.CTE
usingV<3 subgroup4 did not globaliy slíow concomi<an[ predominaraceof ocher
TGR elemneracs.Val, one of Che preferredVa segmera[s, was always assocíated
wich V~ suhgroupsocherthara 4. SorneCimes,a TGR showedhomologyira ele-
rnerats of enechaira ¡o a secoradTGR or group of TCR, arad [o anotherira che
o¡her chain.Theseresults are best explainedUy differen[ial selectioraof TCR
elcmen[s by differeracepicopes,providirag a key ¡o che inraers¡ruc<ureof nilospe-
cific TGR repertoires.

specific for 1.A¡~íí2 [20] or DR4 [21], arad ira allograf[-
irafilCratirag lyínphocy[es [22, 23]. Studies [bat haveexa-
mmcd a clíain usagehavegenerally found high Va, Ja,
arad N-region diversity [18—20].Recently

0lirnited betero-
geneity of araci-HEA-B35TCR a arad j3 chairas has been
reporCed[24].

Critical aspectsof allorecogni[iora remain obseure.Por
ins[ance, checoratributionof [heMHG moleculerelacive[o
peptides,[herole of [be resporaderira shapingalloreactive
TCR repertoires,or tite putaciveexiscenceof imniuno-
doninantdeceríniraantscouidalí irafluenceTCRusagearad
liníit its diversity. Besidesinsighc mCe tite pooriy defined
structurral basis of allospecifici[y, knowing <he rules
goverraingTGRusageiii alloreac<ivity is requiredto assess
immunotherapetiticintervention ira acute graU rejectiora
<hroughselectiveabiation or anCagonisrnof alloimmurae
GTE.

Wc líave reporcedpreferen¡ialVParad N+D13 usageamong
an¡i-B

427O5 GTE [25, 26]. It was not tijera possible<o com-
pare individual responses.or TGR specafacítyarad struc-
ture. Here,we decermined¡lic sCruc[ure ofTCR frona araci-
B*2705 GTE of knowrafine specifici[y in [wo imídividuatisce
addressche rules governingI~ arad a chain selection,[he
coracribuCionof each chaira te allospecificicy<,arad [he infla-
enceof tite responderira determiraingTCRusage.Boch a
arad [3chairausagewasnora-randona, bu¡ thereweresigraifi-
cara(differencesira cheirselecciOraarad coratribution Co spe-
ciiici[ y.

2 IVlaterjais ami metltods

Arati.13*2705 CTE clonesfrom [heunrelateddonors GM
(HEA-Al, 24; 137, 8; DRí. 3) arad SR (HLA-A3; 29; 87,

0014.2980/9510909.2479$ 10.004- .25/0© VOl Verlagsgcscllschaftnabl-l. 0-69451 Wcinheim, 1995
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lbhle 1. TCR a arad 1 genesegmentsira produclive<rarascripisfrom an¡i-13t2705auLa1

CTL Reactioat patíerra Va Flornralogy Ja ‘4$ [-bornoltigy iii Accessiofl
stabgroup subgroup tiumberaiIi

Subtypes Otlíer

Doraer GM
116.SORK«>
17A2*
3IORK
740RK

5
5

5,3
50 3

5,3
5,3

5,1,4
5,1,2,3,6

5,2, 4,6
5,1,2,4,6

5, 1, 2, 3, 4, 6

5A2*
GM7*
5801W
20.801W
I22GRK
IOOGRK
3701W]
123.80RK*

Donor SR
ILSRY/4OSRY 5
13SRC> 5
93815 5, 1
21S69 5,2
29S15 5,2
t2SRF-37SL0~> 5,3 B60
33.8S15 5,3
I3SEG 5,3 861
7S15/16S15 5, 1,2 855,856
33S69 5,1,3
1 [,8SLO’> 5,2,3 860
27869 5, 2,3 1361
47S69 5,1,2.3

2SRZ
3SRF

5,1,2,3
5, 4,6

856, 861
856, B61

DR2

24
¿4
[9.1
16.2
11.2
14
22
12.1
14.1
14
8.1

14

2
10
20.1
20.1

7.2
20.1
¿4
8.1

17.1
2
3.1
7.2
¿4
12.1
7.1

11.1

NA 1-TAVTOI
3 HAVPOI
2 1-IAVT33
4 I-IAVP36
7 AC24
3 IGRJaI2
4 Py14
3 1220RK
3 HAVTOI
3 12201W
1 HAVTOI
3 10l&JaO6

1 1-IAVP1O
2 I-IAVP29
5 IGRJaO4
5 HJCTF
6 AG212
5 63.124
3 AC2S
1 FRó
1 1220RK
1 HAVPIO
2 62.119
6 lGRJaO6
3 I-IAVT33
3 A0212
6 HAVI’36
7 IGRJaO6

6
13
13.4

2

15.1
3
6.4

14
7.1

17.1
•1.1

8.1
14

3
7
5.4
3
3
3

14
1.4

3
18.1
17.1

7
4

4
4
3

4
4

-1
2
4

2.7 E34738/L34720
[.1 M87870/X517878
2.3 L34708/L34730
23 L347161L34735

L3 47 15
23 M87869/X5[79I
2.7 M90479/X51796
2.7 L34714/L34734
2,2 E347031E34725
1.1 L34699/L34722
2.7 E34694]L34719
1.1 M95394IL07294

¡ 2.7 E34698fL34721
4 2.2 E34702/L34724
4 1.2 E347181E34737
2 2.2 L347041E34726
1 1.6 L34706/L34728

4 2.1 L347001E34723
4 2.1 L34709/E34723
‘4 2.1 L34701/E34723
4 1.1 L34717/L34736
4 1.4 L34710/L34731
4 2.1 L34695/L34723

2.3 L34705/L34727
4 2.7 E347131L34733

L34712
2 2.2 L34707/L34729
3 1.2 L34711/L34732

a) Previously reportedTGR sequences[25,40] are marked (*), arad iracluded here br companson.CTL wuth IdencicalTGR are
grouped.Glonal reactiorapat<errasare from [27].1-IEA-Bz7stibtypedifferencesstroragkYaffectpeptidepreserata[ion ¡41], so[batdif-
fereracesira finespecificity wi¡h subtypesraitast largeiyreflect recognitioraoídifferent pepíide-dependeratepitopes.Va aradV~31-VP16
raumberiíígis as in [291.V1317-Vjl2O raumberingis os ira [281.Subfamilyniemberswere assignedwhen Che partialsequencesdeler-
mmcdwereideatical¡o only ono memberof <lic subfamily. Resides[lioseshewn.otherassigraedrnernbersare:Vaw24 [32]¡u C’I’L
116.SQRK;Val4.B7ORK-[40] ira GTE 5A2, 1220RK, ant) 370RK1123.SORK;V~6GEPA[421ira CTE 116.80RK~V131310Rb16
[43]ira CTE17A2; V[17H267.2 [441.in CTE21869arad2SRZ.TheVa2segmeratsfrom CTE 1 ISRY/4OSRYarad 33569wercdlffercn¡,

• btu clic precisemerraberscould raot be assigraet).V scgmen[s are classifkdira homologysubgrocíps,iraclaldingthosesubfarniliestha¡
líave moretitan50% aminoacid sequenceidera¡i[y [6].HA: subgroupnol assigmied.

U) Cross.hybridiza(iomief [líeVaS primer restalcedin amplificalion of a transcrip¡usingVa24.
c) Theonly a <rarascrip[ amplified ira GTL I3SRGvias ira-brame,but iCs Va segmcratliad an anornaleussequericeat Rs eradarad lacked

¡líe Ias¡ Gys ceden (Fig. 1), AI¡hough iracluded itere, chis transcript mnay not cracodea funeciotial polypeptide.
cl) Thiscloraotypc included CrLI2SRF, I2SLGO6OSLG. 4815, lISIS, ant)37SE0Whit2h liad clic sameTOR. CTL37SEOliad a veryhigh

• lytic ac[ivi¡y, aradshowedweak cross-reac(ioraSwilh subtypesotiter [lían8*2703. CTE I2SRFdid ncC cross-reacC wilh HLA-1360 [271.
e) Cross-reac[ioraof GIL 11.8 SLG wi[h 8*2702 was weak [27].

44; DR2, 7) wereanalyzed.Their iselation,culturecoradi-
Cioras, arad fine specificity were described[27]. Non-anti-
1327,but othterwiseunselectedTcellclonesfrona tite sanie
individualswereanalyzedas controis.

RNA was extraccedfrona 2 x iQ~ — 3 >< íO~ celís of eacb
GTL doneasdescribed[25].TCRaarad[3cDNA wassyra-
thesized frona separateRNA aliquoCs from the same
extraccion, using a Reverse‘lYanscription Sys[em (Pro-
mega, Madison, WI) arad 1 kM Ca-specific (C’ITG-
TGAGTOGAYPTAGAOTC) arad C[3-specific (‘liTIO-
GGTGTGOGAGATGTG)primers, respectively,as mdi-
catedby the manufaccurer.cUNA amplificatioíl was done
as described[25, 26]. V~ subfamily-Specificprimers [25]
were macehedte 20 (V[3l Co ‘4320) of che 25 knowraVP

subfamilies[28—31].Va-specificprimers[26] wereselecCed
erachebasisof 22 (Val lo Va22)of [he 32 knewnVa sub-
families [28,29, 32, 3~1- Abseticeof bianks indicatedtha¡
our priniers hybridize vich [he mes[ cerumenVa andV~
segments.Direci sequenciragof botlt scraradsof a arad (3
cUNA vas done with Sequenase(USE, Cleveland,OH)
asdescribed[25,26]. Sca<isticalanalysiswascarriedou[ by
the~2 cesc.

3 Resultsand discussion

3.1 lCR « ami 13 tusageiii anti~B*27O5 CTL

Arati~B*2705 TCR of known fine specificity from donors
OM ant) SR were analyzed(Table 1). V segmentsequera-

1
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ces raragirag from [he las[ 33 ¡o 198 bp, ant! complete N-
regiera iatíd i segmeracsequeraces,weredetermined.Most
CTE hadsingleproductive«arad(3chaintranscripts.GTE
74GR1<arad 47S69eachshoved¡ve productive« aradene
[3cranscrip[s. Frequcílciesel clic clonal specificiciesarnerag
cheCTEaraalyzedherearevcry similar lo ¡boseira (he amtci-
l3~’2705 responsesfroart which they were derived [27].
Thus, che resulcsdescribedbelewreflec( TCR usageira Che
anci-13t2705resporasesfrom cheseiradividuals iii viho.

3.2 AlloreactiveCTL witlí idejí(ical TCR [~clíains sund
distinel« clíadmís. Rcla(iotlSllili (o spceiftc¡ty

Four clenocypes(herebydefinedas distirací W[3 cotubina-
cioras of produc¡iveCranscripts CTL wi<h ideratical TGR
have the same cloraotype, GTE viCh two procluccivea tran-
scripCs are censidered as [ve clonotypes ter «-chain usage,
arad as eneclonecypefor [3-chairas)frem donor SR had
ideratical [3,buc urarelaced a transcrip[s. They were CTE
12SRF-37SE0, 33.8515, I3SEO, arad t1.8SLG (Table 1
arad Rg. 13. This has been observed ameng peptíde-
specific GTE [16, 34], but ic is, [o our knowledge, che firsc
reper[ ial alloreaccive responses.TheseC’1’L liad similar
fine specificiCyvich HEA-B27 subCypes<Table 1), indicat-
ing chaLthe (3 chaira is.predominancin deterraliningsub[ype
specificity itt [beseCTE clones, a-chairadiversicy did neC
affect subtype specifici[y, buc correlated wi[b cross-

reac<iviCy of these CTL with l-IEA-1360, [361,or nene of
<hese antigema s (T~íble 1). Thaese resu l¡s provide ara example
of dilferera Cliii ce ra¡ ribcít ion of a arad I~ chairas te ~cllospecifi-
city.

3.3 V(~ restriclion amííomíg anhi~B*27O5 CTL is donor
iml<lepCfl(lCflt and noÉ epitope specihc

V segmeraisviere elassiñedaccordirag ¡o horaíology sub-
groups [6] (mable 1). VP subgroup4 vas used by 55 (o
60% of che araci-B27 clonolypes from cadí donor (TaU-
le 2). This percentagevas muclí higher Chan among non-
arati-B27T celis from chesornedonors.Tite dífíereracevas
scatis(icallysigraificarac ira each individual (p <0.05) arad ira
Che ¡otal of boch doraors(p <0.005).No oUter subgroup
sitoved scacistically significanc differenccs conipared lo
concrols ira single individuals, butVP subgroup 3 vas sta-
Cis¡ically decreased(p <0.05) ira Che total of both domíors.
Theseresulcsindicateprefereralialusageof V[3 subgroup4
amoragarati.B*27OSCTE in cwo iradependeratderaors.Tb¡s
vas due mainly Ce selectionof V[33 arad V(3t4, which are
sometimes corasidered as a siragie subfamily [?8]. The
resul[s confirm our prevíousreportwitb a Chird unrelated
donor,DL [261.In addition. they indicacethac preferencial
useofV(3 subgroup4 ira anci-HEA-B27responsesis doner-
iradependerac.

Vfi N+flfl 3>5 Vfl D>5 J>5

PLA
RLAGN

DIRSA

PGT5

DLT

WRfl

SGTOT
Gral’

GGTGOTD

IOSA
LCAS

LcASSQ

LOAS5
taCAS 5
FcATS

FOAS
POAS

LCASSF
LOASSF
rOAS 5
LOASSQ

FOASS PaStaS TO
FOASS . ~flNSG NEKL

FOASSF PEaN SYEQ
LOSV SPB! yoV
LOAS ~ETO05SVEQ
FCASS [‘ETOla NTEA
FCASS RS OTO

2 2.3. 2.3

3.57- MA 2.3

rrit191

•7.1

14.1

14

4
3
1,3.

3.3.4

3
5.4

3.3

1.1. 1.1.

2.1 22.

2.1 1.4
ifl. 2.7
1.2. 3.2
1.3. 2.7
1.1 1.1
NA 2.3

1.1 1.2
1.3. lA
1.1 1.3~

NEO
NTGEL

GEL

VEO
VEO
OTO

GEL
EL

VEO
VEO

A
TEA

B
aL

20 - SGRK
íOOGRt<

116. SGRI<

5 8ORE
12 ¡aSEE

7515/16515

370Rt</123 ¡aGitE
351W

27569

3 LGRI<
47569

2953.5
47569

Va ruJa Va Ja

YFCA VRSAYBWLGSYOL 14.1 RAVT01~
YFCA APGSOACSTOL 9.1 I{AVTO
YICV VT5&SX2L 24 ItAV’tO1

YFCA
YFOAF
VFOAA

LI Vii
N14GP1~TXfl

5SGTTKT

YrOAP TTfPAENX~IQ9~
YYOAVE LwLfl~ynmm¿
YLOAVP AS PGE~QU~M~

<LOA
YLCAv RPXLe

12.3. 122QEtC
14 1225RZ
17.1 12201W

14 XORJ•06
11.1 10RJa06

fl2 1023a06

~i9tVPLO j
VTOA APWGI4S2flHXEh 19.1 ItAVT33
VPOA1-4 LGGOSNYKL 64 RAVT33

VLCAV SIaYSOGYOKV 7.2 A0212
YFOA LSEAROYOKV 3.2.1 >0212

2SRZ YFCAVR DPNOGGKL 7.1 HAVPSG
T4GRK VFCAVR ALPYNOGOItL 16.2 tSAVP3S

[‘Vi 4
10t73a12
ItAVPO 1
1S024
62 - 119
63.124
FRS
113GW
AO 25
10RJa04

135E0 VPRT GWTGKL 10 tIAVF29

TECA PLSSASKX 22
5A2 YFCA GPIaNO2YAL 14
17A2 YFCAJ4RP GPGNQF 54

93515 LOAS RRGORGID ~ 740R1< yYOAVE DRSNFNXF it. 2
29515 LCASS SLGGAT 5Pta 1195W VFOAIa TGAIJNL ti

17A2 POMO PG74~YA EA 1251W YYcLVGI2 KVNTGPOKL 20.1
135TA VFOAA GSPRYDI(V 8.1
21569 YVCLV VSGANSGNTPIa 20.1

33.9515 VFOAI-IR RAAAAGNEL U
93515 YVCLVGO LGGGFKT 20.1

« igl/re 1. Deduced amino acid seqttences of 3- (A) arad a-chaira (13) juractioraní a-egions ira produclivecrnnscriptsfrom anti~l3*27OSCTL
E

?34< G-¡errninai ends of V segmerals, N/N+D[3 regioras, arad N-<craviraal erads of J segmefltS are showmi. V, D, arad J segmeasits ira eaclt
irarascrip<, arad [líecorrespondirag CTL are indicated. CTE having the sarne j3-chain crarascript arespeciftcd.except ira che caseof GIL
I2SRF Identical[3-chairatranscrip<5 (o thaC ira Uds CTE viere foumícl, togeclíer wilh tite sarrea trarasoripts,ira GIL [2SLG, éOSLG,4S15.

iMtii <lisis, arad 37SL0, ant) tegetlierwulh differcn< a-chairatrarascripts ira CTE 33.8815, 13SEO,ant) ll.8SEG. Sequeracesare grauped
accordirag te N+Df3 (Panel A) or Jet similarity (Panel 8). Recurrent N+D[3 nto¡ifs arad Ja segmerals are uraderliraed. CTL clonesusing
(he same V subfamily plus [líesanie J segmerais ira ei¡hcr a Gr p chaimas are boxed.The Va segmemílfrorra CTE I3SRC dilfered froní

VextOla ¡45] ira the last <hree coderas, arad lacked clic last Gys residue

12

~<134

A
aL

740R1<
1251W
2155

•129fl1

VII6.~R!J
5A2

isis/16515
1220R1<

27569
33569

11SRY/4OSIlY
35RP
0t47

370RK/123 $GUl<
310R1<
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Tlihle 2. TCR V($ ant) Va segmení tísrage among aíra(i~B*2705 CTL

l-lo tilo cg)?
subgrou¡’

1
2
3
4

Va>’> subfaniily

~/a7
Val4
Va2O

Donor’>

Telatí
ar,ti-IV’2705 Control

CM
exrali.B*2705 Coratrol

SR
aaati.B*2705 Control

3(27%) 4(44%)
1(90/o) 1(11%)
1(9%) 3(33%)
6<35%) 1(11%)

3(20%) 5(50%)
2(13%) 0
1<7%) 3(30%)
9<60%) 2(20%)

6<23%> 9<47%)
3(12%) ((5%)
2 8% 6<32%)
15(58%) 3(16%)

rznti-82705 Coracrol araci.B*2705 Cora¡rol PBLeí

(n = 12) (¡a 9)
0 0

4(33%) 0
0 0

(ti = 16) (a 11)
3<19%) 1(9%)

0 0
3<19%) 0

2%
7%
2%

flonor Association Expecled frequeracyt?t Fo¡ímsid freqíaeuíey

CM
SR

VaI4IVp lis. 4
Va20/V13 lis. 4

Val/VII h,s. 1+2+3

0.33 x 0.55 = 0.18
019 x 0.6 = 0.11
0.19 M 0s4 = 0.016
0.19 >< 0.8~> —0.152

2112 = 0.17
2/16 = 0.125
3/16 = 0.19

a) Number arad percera¡age of Vro aradV(3 segmen¡s ira produc¡ive transcripts froní arati.l3>2705 (rl’ L arad ita transcriptsfromn nora-arati-
B27Tce[lsfromeacli denor.Vscgrnentsira CTLwIÉla identicaITCR,aradVflsegmemusira CTEwitli two productivea trarascripisviere
ceuntedoraly orare. VJI scgmencs(ram GTL wi<h ¡líe sanie [3atíd ditfereral a trarasrripts,aradVa segntents(rení CTEwith twa pro-
ducciveatranscriptswereceumiledseparately.V[3 frequenciesira anti.B*2705 GIL th.a¡ \vere stacislicnlly different (u <(LOS) frorn tlse
respectivecontrolare waderlined.ParVo, statisíicnllysigraificantdifíereraces(u <0.01)with uraseleoledPaL ore unde¡-Iincd.

U) Only (beseVa subíamuliesappeariragmore [lían twice ira thesamedonorare imídicaiccí.
c) Data frem [331~corresporadirag te 300 preduccive« Cranscriptsfrom PEEof turcounrelacedindividuals.
d) Expectedfroquencyamonsarati~B*2Y05 clono<ypcsif Va/V[3 associacioxíwere randeras.This is cite prodecíof <he corresporadiragVa

aradVil segnieralIrequencies.Diflereracesbe¡weenobservedoradexpectedfrequenciesare íuraderlined.
e) Frequeracyof V(3 segmeracsfront homologysubgroups(lís.) e[her tItan 4 in noai-araú-827TceIlsIrom SR.

V(3 subgroup4 vas ira anti.13*2705 GTE wich widely chite-
rent fine specificicies<Table 1). Tbis wns nec revealedin
cur previous scudy [26]becactsea particularfine specificiCy
was predominant in che set of clones analyzed.

Vp skeving was independeral of ocher [3chaira elentencs: it
V[3 segrneracs associated wiih similar N+D[3 plus identical
.lf3 segraicais are cecinted only a¡¡ce, chopefr-orn subgroup4
sCill accouncfer more chan50% of the temí (u <0.01).
ResiricCed VjB usageasseciatedvich bigh N+D[3 and a-
chalas diversicy ira peptide-specificresponsessuggestsdíac
[heVJ3 segmen¡ is criCical ter sorne peptideepitopes[13,
14]. An irnporcaracdiffereracebetweera chese resultsand
choserepercedhero is [bat sincein ara<i.E*2705CFE VI3,
¿-estriction does atol correlare witlí fine specificicy, 3< is
unlikely ce be decermiraedby panicular peptides. Qur
resulisslrenglysuggestChaCV(3 segmenCbias is determined
Uy <he alloantigenmoleculeiIself.

14 Noaí-ra¡tdo¡nVa usagernnortganti.~fl*27OSCTL is
donordependent

Of (he 16 Va subfamiliesfound ira preductivetranscripts
from araci~B*2705 GTE (Table 1>, sorne appearedvich
greacerfrequencychan in raon-anti-1327T celís from [líe
samedoraor ev ira FUE frorn ocher individuala (‘Pable2).
VaN vasira 33% of Ihearati~B*2705clonotypesfi-orn GM,
including titree ot <he 1mw mostcross-reactiveenesira titis
donor (Table 1). It was absení ira che raen-arati-1327 T celís
tested,orad ira donarSR. Ira contrasí, Va2D ant! Va? viere
absení ira che CTE Cested frona GM, buí were

recurrení (19% cadi) in SR amad,within tuis donor,in cío-
notypes of lirnuted subtype cross-reactivity or cs-oss-
reactive witlt 13*2702, respectivozly <TabLe 1), Thcy were
abserat(Va2O> or fornid oniy once(Val) amongraon-araci-
B2lTcefls frorn ihe saniedonar(Table 2), indicaUng thai
rccurrent Va usagedid no< reflect- individual dilferences
cínrelated[o HLA-B27 specificily.TIte frequenciesof VrO,
VaI-4, arad Va2O la nora-ant¿-1327T eclis ítem eaclí donar
viere aol staCistically differera< fí-em Chase ini FUL frdni
echerindividunís. En conCrast,Val4 ira OM, arad‘Val atad
VaZO ira SR viere significancly increased amorag anCi-
13*2705CTL<p<0.01 andp<0.0001,respectivcly),Thus,
unlikev(3, non-randomVa usageira anti~B*2705CTEwas
donor-deperadeníarad correlated wi<h reactiora patterns
sharingcomon features.Tiala iradicalesdifferentV¡3 arad
Va seleccion,and distirací con¡ribu[ioa of [bese segmenís
te allospecificicy.

Wc lookedter correlatiensbecweenthe most frequentVa
arad V(3 segments(Table 2). En CM, Vrci4 wasteuradwich
V<3 subgroup4 os expectedfrom ¡-anclomassociation,ora
chebasisof [heir respectivefequenciesiii arati.E*2705 cío-
notypesfromchis iradividualihesantewasfauradforVa2fl
ira doraer SR,Va? waslanar>with Vfl subgroupsocherChan
4 witis a frequeracymorechandecible tharaexpecledfrom
[heir random association,buí similar <o <bat expected¡1
Va? viere recruitedirrespec¡iveof Vfl (Table 2). TIsis sug-
gesísthai tite raegativecorrelacionwith V¡~ subgroup4 is
due lo he corresporadingTCR being prefcrcntially
selectedorí Che basis of Val, Thus, che most frequentVa
ant! Vf~ segmentsarnongnnci.B*2705 CTE viereselected
independentlyof particularVa/V(3 associatiens.
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3.5 Recurrení mííotifs ira ~-clíaimíjíamíctionní regiomas

N+l)f3 sequcoice diversfly iía arati.B*2705 CTE vias limited
ut Unce levels <Pig. lA). Fmi, as t!escflbed aboye, focir
clifferen¡ cloraotypes from donor SR sítared ideratical [3
chairas. Secorad, [Ureepairs of I~ cranscrip[s used [he same
V[3 orad Sf3 segrnerats: CTE 21S69 ant! 2SRZ (both froan
SR), 20.8 CRIC ant! ISSRC (Iromn CM acid SR, respec-
Iively), ant! 1000RK ant! 47S69 ([<orn CM ant! SR,
respeccively).N+0j3 regioras ira eachpair werc very simi-
lar: ira Che lasCtwo pairs,tite ~3ehains,alchough from differ-
era[ iradividtuals, differed oraly ira enearad cwo amino acid
resiclues respecUvely. Ira additioai, CTE SSGRK arad
116.8GRK possesseddiffcrent ‘436 ant! [he sanie .J[3 seg-
níeraCs. CTE ira each of Chese pairs sitoved differerac fine
speciíicicyarad nairelacedachairas(Table 1). Theseresulcs
iradicaCe[bacanci~B*2705TGR vich higlíly similar I~ chairas
are recruited independeratiyof specific epiCopes,clonors,
era chairas.Third, sorne ¿3 chairasshovedco,nmanN+DQ
mocifs, buc disciract VJB arad JJ3 segmen[s. Ibis suggesCs
epicope-deperadenc seleeden. Iradeed, sorne of clic CTE
frona [bese groups liave related reacCion paccerras wich
HEA-B27 subtypes. For insiarace,CTL Y4CRK, arad (he
I2SRF clonatype viere croas-reacciveonly viCh 13*2703.
GTE IOOGRK and I22GRK werebechcross-reactivewitlí
13*2702, 13*2704 arad B*2706. CTE 47S69, iOOCRK arad
7S15/IÓSIS were al! croas-meaccivevith 13*2701 arad
13*2702.. fra coticlusíen, recurrerat N+D(3 rnotifs were
mulciple, cadí sitared by few clonotypes, rael denor-
assoeialed,arad ofterí noí associatedvich slíaredV¿3 ar 1(3
seganeííts.ThispacCerrasuggestsa restriccedse[ of imnauno-
dominantpep[ide-associateddeterminaraisira anci~B*2705
resperases.It is likely [líat, amorag the líigltly diverse
13*2705~bourad peptides [35], oííIy Chase beuradwith high
affinity are significanUy ímmunogeníc,due te carrelat¡qn
betweeraMHC binding attini[y arad imrnuraogcnieicy[36].
Araalogeuspatcernsof limiced N+D(3 diversiiy bavenec
beetíobseryedira oclíer alloreacciveresponses[18-21]. Ira a
receníscudy [24].two anci-1-IEA-1335T’GR were ver.y siníi-
lar, oradshawedN+D(3 hornalagyvich twa of Vive [3-chaira
cloraes from ara anci-1335 1 ccli une froní cite sameiradivid-
míal. AlChough this pa[erra is differera[ frona Cbat found
amoragarati-l-IEA-1327 CTL~ h also suggescs immunodo-
minanc allostíniulacionby parciculardeterminarais.

3.6 «-clíain junetiona! diversity a¡aíd recurreníJa usage

Tve pairs of cloraocypesliad similar a chairas (Fig. 113).
Thíey used clic sorne Va subfamily (33569 atíd IISRY/
4OSRY, from SR) orN/a segmenísira [he sornesubgraup
<GTE 5SGRI< ant) 122CRK, frona CM), idencicalJaseg-
rnencs,arad N-regierasof che sameer simiiar lengCh.TIte
cerresponding(3 chairas were very diflerent, sugges[ing
recruitmerathasedmainly era theírachaijis. Tlíree of titese
CTL ased ‘43 subgroupsother chau 4, Titas, os with (he
negacive correlation of Val wiCli V(3 subgroup 4 <see
aboye),an explanationte [heuseof ocherV[3 subgroupsis
cha¡ anci~B*2705TCR vitese a chairas contribule suffi-
cieaítly te allospecificitycanbypassChe requirementfor Vfi
subgreup4.

a-chairadiversicy vas mairaly limiCed by restrictedJausage
(Fig. IB arad Table 3). SevenJa segmeraisacceuratedlar
61% of [he produccíve transcriptsfrom CM plus SR,

Teclí receplorusíageira l-lLA-F27 atlloreacciviiy 2483

‘Tal>Ie 3. Recuarroral Ja segrnents ar¡íouag proditecive trarascripts
from rurati-1P2705 CTL

Ja segmenc’> Douaer
CM SR

Totaít >/o iii PI3E”t

t/(~/ )c> ~í Q’/ )eI (% >eI
1-IAVTOI 3(25%) 0 3(11%) 1%
1220RK 2(17%) 1(6%) 3(11%) 2.7%
lGRJaO6 ¡ (8%) 2 (125%) 3(11%) 1.3%
1-IAVT33 1<8%) 1(6%> 2(7%) .3%
AC2t2 0 2(12.5%) 2(7%)
h-IAVPJO 0 2(12.5%) 2(7%) 3.3%
1-IAVP36 ((8%) 1(6%) 2(1%) 3%
Total • 8(67%) 9(56%) 17(61%) 13.9%

a) Ja segmentsappeariagmore chan once mi dic CIL arasílyzeel.
Ja 122 CRK hasthesanieamino <ioad sequerace ovar [líeieragthí
reported [tíatí ia17.I0 (AA) ira [33]. The ¡otra! frequeracyof
Ilíese Ja segments ira cadí donaror ira batía donars tagelher
~vassignificancly iracreased (u <0.0001)\VliCIí comparecíwith
uraseleecedmL.

it) flota from (33].
e> Percent values are relalive <o 12, 16, anO 28 differen( pi-edito-

cive trarascriptsfrom donorsCM, SR, orbach,respeccively.

Togetiíerthesesegmentsviere expressedira 13.9% of PI3L
[33]. Thai leurof chese Jasegmcntsvere fornid iii bolIs
iradividuala indicates thac Ja recurrentevas ncC donor-
deperadent.Similar resc¡l[s vere obutined in che two
donors. Five Ja segrnemttsCha[ Cogeiher acceuntedfor
.9,3% of PBL vere ira 670/o of the productive<r-anseripcs
frona CM. SixJa segmencs,accoííraling(oc 12» % of PBE,
were ira 56% of tite praductivetranacripisVram SR. Tite
increasedjoinc useof cheseJasegmentsira each or ira be[h
doraors,relativete unseleccedPBLI vassta¡isticallysignif-
kant (p =0.0001).Although Ja segrnentsira PSE from
CM arad SR vere nol araalyzed,a previousanalysísfailed
to detect sbaiist-ically significarat variation ira Ja usage
arnong iiidividuals [33).Therewas no cor-ela¡ionbetween
Ja arad fine specificicy. In most cases,recur-ítrat Ja seg-
monis associacedwiCh urarelatedVa segmerats,iradiea<ing
that la skewirag was ncc clac to siruccural corístraints
relaced Co y-) jeining. Tlíese resíílcs iíídicac selectiveJa
usageamong anti~B*2705 CTEthai israelepitope-specific
ocdonor-depcnderau,amad is ncC associalcdvosihh tIte slíaring
of echerlCR elernenta.Ibis type of Jarestrictioríhasmiol
beerareponedira ocheralloreacciveresponses.

Tite patierravassimilar Lo N-!-Dfl, ira thai multiple la seg-
mentswereeachusedby few CIE, buc dilfered ira thatN-
region diversity vas esseraliallyuííresíricteci.Vec sineeJa
are rnuehmore raumeraus¡lían .1(3 segmerats,<heir couítri-
bution tú diversicy 15 larger. As ira (3 chairas, restricteda-
chairajuractionaldiversitysuggescsrecagnitionof niuhtiple,
but nec excremeiydiverse, pepcide-associa¡eddecermira-
ants.CrE sharingla segmencsliad unrelatedN+D(3 regi-
oras,arad í’ice vena.NeTCRwith GDR3 homelogyira boda
chairas vere (mirad. ‘Phis indícacesthac CDR3 selection
accedindependentlyen ehheí- a ev (3 claair<s,arad sugges<s
preferen[ial in¡eraccionof particu]ai-anligeniemedíswulh
ei[her aor 13 GDR3 rcgions.

4 Concludingreniarks

HEA-B27-specific TGR diversiíy vas limited aL Linee
leveisaradoradiffererat struccuraielemcracs:tite vihole aor
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[3cliaira,Va orVf3 segraíencsalerte,arad a or (3 GOR3regi-
oras. ‘¡‘lacre wcae sigraificant díífereoacesbecwecna ant! (3
chairas.Vf3 aradVa selec[i ojí was clifferent iii Che reluciera-
ship cecloraerarad fine specificity. (3- arad a—chairajuractienal
diversi<y vas lirni¡ed by recurrera[ N1-D~ ¡iíecifs arad Ja
scgraients,a-espec(ively. ‘Plaese pattem-ras imídicote discimící
coracribuciomís of a arad ¡3 chairas ce TGP. specificicy, orad clif-
Ierera[ial selectioraof [heir sCruciurajelemenis.

TCR viUlí sinulari ics ira t lacir (3 cliairas afiera hat! citare¡acer>
achairas,ant! vicevea-sa.Iii several irastaracesaptírcicular
TCR vassimilar <o a secoradone iii Che (3 chaira, atíd Lo a
[bird TCR ira ¡he a chaira, [heoLlaer chaimabeiragLararcíated
Uetween cadí ¡mii. Tuis suggests Uaat difíererac allospecific
epi<opes cara recruil discirací eleaneraCs, stacb os a particular
V segmerat er CDR3 rauctil, ira ei[bea- TGR chain. Titis
explairas beclí [he rnulciplici<y ant! asyrnníecryira ¡he selec-
[iotaof a- orad <3-c!aaira elernerats. Differenc epilopesinduce
disciract pa¡Lerats of TGR selecCion ira pepcide-specific
responses [9, 12]. WiLitiaí titeir diversicy, I-ILA-1327 allospe-
cific epicopes raíay ~harepep[ide- or alloaíítigera-associated
struccural rnetifs. Titas, TCR usage ira ti]is response is
decermmraed by tite iraterplay of epitope rnulciplicity, cheir
strucc¡íral rela[ioraships, aradpreferencecf distinctepicopes
for differeracTCR elemeíats. 1< is [herefúre [íkely thai itere
is no generalrule forTCR cisage ir afloreaccivity, Indeed,
whereasnera-raradonaselection is gcraeíalIyfeurad in such
responses[18—24],Che precisepatterrasarevariable.

Except for Va, limited influerace of [he responderera
skewedusageof eClíerTGReleníentswas iradicatedlty che
finding of such elemeracs ira both donors. However
alchoughurarelated,GM arad SRsharedI-[LA-BJ, ant! Chis
correlatedvich sorne siratilarities ira thteir anti-B2? CTE
responses[27]. Thus, ve do nec rule oui an additional
intiucraceon TCR ¡asageira donersof less-relatedphcno-
type.Preferredusageof V~ subgroup4 vasa majeTdonor-
orad epicope-iradepemaderatfeacure. Use of ocher V(3 sub-
groupsvasolcera associaccdvida shareda-chainelemenís.
suggestingthta< achain-targe[edsclectioaíwasablete over-
comeCite preferencefer V(3 subgreup4. This subgroupvas
neC locirad - acnong 1327-restrietedCTE ítem HLA-Ti2t
iradividuals, ant! ira ene deraer, rnos[ of Clic V(3 sgernents
from Chis subgroupVentad arnonganti-1327 CTL vere raot
decec[ed [37]. It is possiblechaL TCR usiragV(3 segmencs
preferredira iccograiLion al l-ILA-827 os nan-seilmuy be
níereor less deple<edira I-IEA-13271 individusis,deperad-
irag en citeir vuele1-lEA pheraotype.This migh< cetídiciora
Tcehl responsesira chesei¡ídividuals arad, os long asTcclls
uit iavalvedira yatlaogenesisof spandyloarthropathies[38,
39], iralluerace diseasesuseepiibiliCy.

Wc 1/u-irak orn- co/leagncsMark Alíe,; Rafael Bragado, Bego:Tmz
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C.13.M.&O.

Received March 9,1995; ira revisad fonn Muy 18. 1995; accepted
lutrae [6, 1995,

5 References

1 Rarraraterasee, 1-1. 0., Fnalk, K arad Rñczsehke. O., Auu,au. Rey.
Inanautaol. 1993. II: 213.

2 Healhí, W. R., Kane. 1<. 1’.. Mesclaer.M. U. arad Shentaara.L.
A., Pr-oc. Muí. Arad. Sri. USA 1991. 88: 2102-

3 Slíe r mii a ma , L. arad Cli attopadlay ay. 5. - Ati tora. ¡<ev ¡nana uno 1.
993. 1!: 385.

4 Rd(zschke. O. Pal, ¡4.- FaulIa. 8. ¿arad Rnraaaaerasec. ¡-1. 0.,].
Esp. Mcd. 1991. 174.- 1054.

5 Villadauagos, .1. A.. Galocha, 13. atad López de Caswe, J. A.,
1. /mmuno/.1994, /52:231?.

6 Chetlíia, C., Boswetl. D. R. ant) Lesk. A. M., ¡SM/JO J.
1988. 17: 3145.

7 Oravis. M. M. atad I3jorkman, Pi., Nala¿re <988. 3.?4: 395.
8 Claverie, J. M., Proclaraicka-Chalufour,A. arad Bougaielercc.

L. loas,,auto,. Toda> 1989./0:10.
9 Jorgensen,.1. E., Esser.U., Fa-¿ekasde Sí.Greth, ¡3., Reay. 1’.

A. atad flavis, M. M.. Nana-e 1992. 355: 224.
10 White. J., Puliera.A., Chi. ¡4., Marrack. P. amad Kapplcr. J.

W,J. Lvp. Mcd. 1993. /77: 119.
II Pa¡íera. PA. Rock, E. E.. Seaaoda,T., Frazekas de S¡. Grolh.

13., Jergerasera, Ji L. arad Davis, M. M.. J. bnnarnaoi. 1993.
¡50?- 2284.

12 Casanova .1. L. amad Mamvamaski, 1. L. - Inanawaoí. Today 1993.
14: 391.

13 Casanova 1. E., Remero.E.. Widmarama,C.. Kourilsky. E. arad
Maryaaaski,J. E., J. Ex,¿’. Mcd. 1991. 174: 1371.

14 Beitel, 13., Ermeníval. NL, Earairaa-Bordigrion.P., Mariuzan,
R. A.. Larazaveccíaia, A. ant! Aciale, O., J, Ex¡’. Mcd. 1992.
175: 765.

15 1-lahermara, A. M., Moller, C., McCreedy,13. rané Gerlaard.
W U., J. lmrnouto(. [990.145: 3087.

16 Tayíor,A. H, 1-Iaber¡aíaaí.A. M., GerhardW. arad CatanA.
.1., J. Ftp. Mcd. 1990. /72: 1643.

17 ¡leal. S.S..Lawrence, .1. V., Ilradley, 0. A.., Ma[Lson. D.H..
Sin~er, D. S. arad l3iddison, W. E., J. .lnímwwi. 1981. 139:
1320.

18 Geiger, M. .1., Gorski. .1. arad Eckels. 0. 0., 1. Inanaunol.
199]. 147: 2082.

19 l-Iurley, C. K., Steimaer. N., Wagner, A., Geiger,M. J., Eckels,
0. D. arad Resera-llromason, S.,J. bn,iau,aot 1993. ¡50: 1314.

20 Bibí, .1., Yagtk,.1.,Appel. V. 8., Whiae.1., ¡-[orn. O.. Erlich,
1-1. A. arad Palnaer, E., 1. Exp. Mcd. [989. 169: 115.

21 Gororazy,J. 5., Xie. C., E-Iu,W.,Lundy,S.K. andWcyarad.C.
M., J. Inunnízol. 1993. /51: 825.

22 Shirwara, H., Clii, 0., Makowka, E. amad Cramem-, O. V., J.
loa inunol. 1993. .151: 5228.

23 Hall. 13, E., 1-land, S. E., Alce,, M. O., Kirie, A. D. ant! Fina,
0.1., Transpí. Irnnamnao/. 1993. 1: 217.

24 Steirale. A., Reinlíardm. G, Jan[zcr E. aradSclacradci. 0.1., 1.
&p. Mcd. 1995. 18/: 503.

25 Bragado, It, Lrau-zumrica. 1’., López,0. aaadLópezcíe Caiscro.
J. A..]. Exp. Mcd. 1990. 171: [¡89.

26 Laciz¡arica, E.. Bragado. R., López, 0.. Galocha, 13. amad
López de Cascro, .1. A..]. ¡snmausol. 1992. 148: 3624.

21 López, 0., Cnarcla-I-loyo, R. mit! López de Casia-o, J - A., J.
//tUUíIIIO/. 1994. /52: 555?.

28 Teyonrago. B. and MaaLT. W., Amau. Reía ltnnmu,rvl. 1987,5:
585.

29 Wilson, it ¡4., LtÚ, E.. Cormcaaaraon, E., Bailía. E.. ¡4. atad
1-leed, L. E.. hnnaunol.Rey. 1988. 101: 149.

30 Robinsera, MA..]. hnnatamol. 1991. 146: 4392.
3! Hall. M., Jaeger,E. E- M., !3ewrep. R. E. amad Laraclabury. 1.

5., Fui: i. Immonaol. 1994. 24: 641.
32 Rornara-Rorauama. S.. Ferradini, U., Azocar. 1-. Geraeygc, G.,

I-Iea-cend, T. atrae! Triebel. E. Euí: J. ?,,ununoi. 1991. 2/.- 927.
33 Moss,P.A. 1-1., Rosenberg,W. M. C., Ziralrzarras, E. ant) 13e11.

1. 1., Cuí; J. Inanaunol. 1993, 23: 1153.
34 Kelly, 3. M., Scerry, S.J..Cose, 8.. Turmaer. 5.1,, Fecorado,J..

Rodda, 5., Firak, P. .1. arad Garbotie. U. R., ¡Sur. J. lmí,aaoaol.
1993. 23: 33<8.

35 Jarde(zky.T. 8.. Lane. W. 8., Robinsota. E.. A., Muadt!en, 0.
R. ant) Wiley, O. C., Maure1991. 353: 326.

36 Se¡¡e. A., Vhielle, A., Relaermara, II., Fovíer, E., Nayersiaía,
E.., Osereff. C., Yuan. L., Ruppcrt. .1.. Sidney, 1.. del Guen-



Ecir. 1. Imuarnttraol. 1995. 25: 2479—2485

37

38

cio. M. E., Southwood, 5., Kubo, It ‘E, Claesrauc, R. W..
Grey, FI - M. arad Clíisari, E V., J. Jnasítw¡ol. [994.153: 5586.
l3owraess, P., Moss, P. A. E., Rowlamad-JoIíCs, S., EclI. J. 1.
arad McMichael, A. J.,¡Sur Y lnanawtol. 1993. 23: 1417.
Berajamira, R. J. arad Parhram. 1’. - Inarnaínoi. Toda>’ 1990. 11:
137.

39 LópezdeGas¡ro,J. A., Gana: Opi’í. Rheunia¡ol. 1994. 6:371.
40 López, D., Barber, U. E, Villadrangos, .1. A. arad López de

Castre J. A. - J. Inununol. 1993. 150: 2675.
41 Rojo, S., García, E, VilladamigOs. 1. A. ant) Lópezde Cas¡ro,

J. A., J. Ftp. MecL 1993. /7% 613.

Tccll receptor usage in I-ILA-1327 alloreacCiVi¡Y 2485

42 Li,Y, Szabo, R. Robirisora, MA., Domag. 13. arad Posnclt, U.
N., J. ISxp. Mcd. 1990. lii: 221.

43 Ferríadiral, L.. Rornan-Rornata. 5., Azocar, .1., Michalaki, 1-1.,
Triebel, E arad llercerad, T., Can J. Inísnuitol. ¡991. 21: 935.

44 Plaza, A., Korao, U. 1-1 - amad Tlaeoli lopotilos, A. N., J. ¡mmv—
¡tal. l~)9I. 147. 4360.

45 Obaa¡a, E, ‘Ibunoda. Nl., Kramacko. T., lb. K., Ito, 1., Mase-
wicz, 3., Miclaelsen. Fi. Ni., Ollier. W. E. R., Pawelec, O.,
Cello, M., Ferrara, O. 13. arad Kashiwagi, N., ¡nrmunogenedts
1993.38: 67.



1

‘flTLE:

T-CELL RECEPTORUSAGE Rl ALLOREACTIVITY AGAINST HLA~B*2703

REVEALS SIGNIFICANT CONSERVATION OF THE ANTIGENIC

STRUCTURE- OF 8*2705.

Authors:

Affihiation:

Running Titie:

Keywords:

Correspondence:

Footnotes:

Domingo F. Barber, David Obeso, Rosa García-Hoyo, José A.

Villadangos,and JoséA. Lópezde Castro.

Centro de Bio1og~a Molecular Severo Ochoa (CS.I.C,-U.A.M.).

Universidad Autónoma de Madrid, Facultad de Ciencias, CantoManco,

28049 Madrid. SPAIN.

T-cell reeeptorsagainstB*2703

1-ceil Receptor/AlloreaCtiVity/HLAB27/B*2703

Dr. JoséA. Lópezde Castro.CentTo deBiologíaMolecular Severo

Ochoa. UniversidadAutónoma de Madrid, Facultad de Ciencias.

Cantoblanco, 28049 Madrid (SPAIN). (Fax: 34-1-397 83 44;

Phone: 34-1-397 80 50).

This work was supportedby grantSAF 94/0891 from the Plan Nacional

de I+D. D.F.B. andDO. are fellows of the FundaciónCajade Madrid and

Ministerio de Educacióny Ciencia, respectively.We thankthe Fundación

RamónAreces for an institutional grant to the C.B.M.S.O.



2

Sunimary

B*2703 is an exceptionalHLA-B27 molecule in that it differs from the most

comrnon B*2705 subtypeby a unique amino acid change(HisS9) a[tering N-terminal

peptide anchorage.Te assesshow this unusualfeature affectsthe antigeniestructureof

HLA-B27, TCR usageby alloreactiveCTL raisedagainstB*2703 from two individuals

was analyzed.Limited heterogeneityof the few CTL reeognizingB*2703 epitopesthat

areabsentor alteredin B*2705 was revealedby: 1) identity of TCR in two pairs of such

CTL clones,2) identity of 9 chains,paired te distinct ix ehains, in two clonotypes,and

3) almost identical fine specificity of thesetwo clonotypeswith site-specificHLA-B27

mutants. These results indicate that B*2703 ‘private» epitopesare rare. TCR usage

amonganti~B*27O3 CTL wasanalogousas in anti.B*2705 responsesin the predominant

and donor-independeflt usage of V9 segments from homology subgroup 4, more

moderate and donor-dependentVa skewing,N+Dp diversity limited by matifs shared

amongclonotypes,and restrictedJaheterogeneity.I-Iomology of N+D~ motifs and Ja

segmentsof anti~B*27O3 with anti~B*27O5 TCR suggestedsignificant sharingofpeptide-

associatedepitopesbetweenboth subtypes.The resultsindicatethat allospecificTCR are

recruitedby B*2703 following similar rules as in Ihe anti~B*27O5 response,and suggest

that the B*2703 changekeepsunalteredmuch of the antigeniestructureof Ihe molecule

relative to B*2705,
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1 Introduction

AlloreactiVe responsesagainst MHC antigens are directed against multiple

antigeniedeterminantsinvolving many constitutively bound peptides.The struetureof

the allo-MHC molecule, to which the responderis not tolerized, is likely to contribute

prominently to the alloantigenieepitopes.For this reason,and also for factors affecting

peptideimmunogenicity,suchastheir expressionleVel and affinity for the MHC protein

[1], alloreactiveCTL areheterogeneousin Iheir degreeof peptide specifieity [2], and

may even be peptide-independent[3,4]. Thus, the basis for TCR selection in

alloreactivity is likely to be different from self-restrictedresponsesboth in therole of the

alloantigenmolecule atad iii the relevanceof peptide-associatedmotifa.

I-Iigh but non-randomTCR diversity has generally beendetectedin alloreactive

responses[5-12]. We have recently reportedthat in te anti~B*27O5 responseTCR

diversity is limited in a compiex way by restrictions affecting most of the structural

elementsof o. and I~ chains, exceptNa-regíonsand JI~ segments[13].

1~ILA~B*27O3 is a subtypewith exceptionalstructural andantigehioproperties.It

is uniqueamongclass 1 FILA molecuiesin thenatureof its single amino acid difference

with B*2705, which involves substitution of His for the otherwise conservedTyrS9

[14,15], Tyr59 contributes to stabilizing peptide binding to the class 1 molecule by

interacting with the peptidieN-termini through a network of hydrogenbondsthat also

involves other residues in the A pocket of the molecule [16-18]. Disruption of this

network by the 11is59 change in B*2703 leadsto defective antigenieity aná peptide

presentionrelative to B*2705, togetherwith reinforcementof pocketB interactionswith

the Arg2 motif of 1327-boundpeptides[19-21]. Our previous studies suggestedthat

B*2703 can present only a subset of the B*27O5~bound peptidesand alloantigenie

epitopes,while acquiringfew “private’ deterndnantsor little capacityto presentpeptides

4
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not presentedby B*2705.

To further investigatetheantigcnicfeaturesof 8*2703 wehavenow analyzedthe

strueture and usage of the TCR expressedby allorcactive CTL raised against this

subtype.The resulisallow us, by comparisonwith aurprevicusanalysesof anti~B*270$

TCR [13,22,23],to assesshow the single ehangein B*2703 affectsthe repertoireof Uit

TCR recruited in the alioreactiveresponseto this subtype and, therefore, its antigenic

structure.

2 Materjals and methods.

2.1 1-ecli clones aud lCR analysis

Anti~B*27O3 CTL clonesfrom two unrelated donorsDL (1{LA-A29, 31; B39, 44;

DR2, 7) and GM (HLA-A1, 24; B7, 8; DR], 3) were analyzed. Isolation, culture

conditiona,and fine specificityof Wc CTL usa! in this study were previously described

[19]. Non-anti-B27, bat otherwiseunselected1-ecli clones from Uxe same individuata

were analyzedas controis.

RNA extraction, TCR cDNA synthesis, PCR amplification with Va and V~3

subfamily-specificprimers, direct sequencing,aud statistical analysisof gene segment

usagewas carried out exactly as previously described[13].

2.2 CTL assayswfth NLA-1127 mutants

For fine specifieity analysis of anti~B*2703 CIL with I—ILA-B27 mutants,

HMy2.CIR transfectantswith high expressionof 8*2703, 8*2705 or eachof 15 8*270.5

site-specific mutantswere used as t.arget cetis. (leneration of thesetransfectants,theír

HLA-B27 expressionleveis,and cultureconditionshavebeenpreviously described[20).

A standard51Cr-releasecytotoxicity assay was used [24].
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3 Results

3.1 Generalremarks

TCR were analyzed from 16 and 15 anti~B*27O3 CTL clones of known fine

specificity from donorsDL and GM, respectively.ldentity of TCR amongsorneof dic

CTL resultedin 15 amI 12 distinct clonatypes,respectively(Table 1). Partia] V segment

sequencesranging from 31 to 240 bp, and completeN/N+D amI 3 segmeíitsequences

were determined.ExceptCTL 230LM, which showedtwa productivea transcripta,aH

the CTL clones analyzedhad single produotivea and ¡3 transcripts.

3.2 Limited beterogeneity of CTL reeogn¡z¡ngB*2703 ‘tprivate’> epítopes

Only 6 of 36 anti~B*2703 CTL clones fi-orn donors<3M plus DL did nol lysed

LCL expressingB*2705 or other subtypesin a previousstudy [19]. The TCR of these

CTL cloneswere analyzed.As shownin Table 1, thetwa CIL clonesfrom DL, I3DCJ

and 31DC3 expressedIhe sanie TCR amI were therefore a sanie clonotype. CTL

42.SGLM aud 7IGCP, from <3M, werc also a singleclonotype. lix addition, diesetwo

CTL expressedthe same ¡3 chain as CTL 74.SGCP,fr-orn the saniedonor, but a totally

unrelatedo. chain,

• Analysis of the reactionpalternaof CIL 71CCPand 74.SOCPwith mi extensive

panelof B*2705 mutants(Figure 1) indicatedthat thesetwa CTL recognizedB*2705 on

CíR celis less efftciently thanB*2703, and had alrnost identical fine specdficity. CTL

39GLM, which expressedan unrelatedTCR (Table i), did not recognizedB*2705 orany

of themutants(Figure 1). Theseresults indicatea restricta!hetcrogeneityof CTL clones

recognizingB*2703 epitopesthatareabsentoraltered ja B*2705, TSe>’ also indicatethat

the speeíficityof CTL 42.SOLM/7It3CP and 74.BOCP is mostly determinedby the ¡3

chain. However, sinceCTL 7lOCPkilled B*2703~ LCL [19] or CLR transfcctaritsmore

efficiently than CTL 74.800P(seeFigure 1 lcgend),a role of the respectivea chaina
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in TCR affinity cannotbe ruled out.

3.3 Vfi and Va segmentusageamonganti~B*27O3 CTL

About half of dic anti~B*27O3 CTL analyzedusedV(3 segrnentsfroni homology

subgroup 4 (Table 2). Titis predominancewas statistically significant lix each donor

(p=O.05)and in the total froni both donors (p-cO.Ol). V¡313 and V¡317 were Ihe most

frequently usedsubfamilies,aceountingfor 9 of the 14 V¡3 segmentsfrom subgroup4.

Theseresuttsindicatea donor-independentbias in Vj3 usageamonganti~B*27O3 CTL,

which is tite sameas amonganti~B*27O5 CTL [13].

No Va skewingwasfound in <3M: any panicularVa subfamily wasobservedno

more than twice among dio 13 productivo o. transeriptsfrom this donor (Table 1). Iii

contrast,Vctl4 was increased(p<O,OI) in DL, as it appearedin 4 (27%) of the 15 anti-

B*2703 elonotypesfrom this donar(Table 2). VaN was associatedwith V(3 subgroup

4 with tite frequencyexpected from randoin association. However, twa of tite CTL

expressingVal4 aNo expressedVfI7, a subfami]y which did not appearlii mx>’ otherof

the anti~B*27O3 CTL analyzed(Table 1). Tite frequene>’of this assoeiationwashigiter

tan expectedby chanceCUable 2). SinceteseTCR díd not show homology in othcr

regions, tía suggeststhat they were seleetedon tite basis of titeir particular Va/Vp

combination. Otiter Va subfamilieswere foundno more titan twice lix DL, indicating an

otherwise diverseVa usageaNo in tbk donor.

3.4 V13-J$ associationsarid restrictedN4-D$ diversity

Besides tite sharing of a same ~3chain paired tú unretateda chaina by CTL

42.SGLMl7IGCP and 74.8GCP(seeaboye),sorne anti~B*27O3 CTL showed ¡3 chaina

with tite sarneVj3 subfamily and Jp segment(Figure 2A). V¡3 17 1 was associatedtú

J¡32.2 in 2 clonotypes(S1OCP and 12DCJ) and to J¡31.I in 3 clonotypes (420CP,

23GLM, and 7ODCI) from different donas.V¡313.4 was associatedto dpi .2 in CTL
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290CP/540CPaud 560LM, from the sarnedonor. FinaIly, V~5 was assoc¡atedto J131.1

in the two clonotypes, fr-orn different donors, that expressed this ‘«¡3 segment

(Ó2GCP/630LM and SIDCJ). Sorne clnnotypeswith the sameVp-J¡3 combinationalso

had N+D¡3 regions sharingcomnxonmotifs. For example, the f3 chains of CTL 8 IGCP

amI 1 2DCJ differed by only 3 amino acid residuos,located iii the junotional region. Ji>

addition, theN+D¡3 regionsof CTL 420CPamI 23 GLM sharedthe RO motif In other

casesthe junetiona! regions were unrelated.

As in the anti~B*27O5 response[13], most of the ¡3-chain sequencescould be

classifiedin subgroups,eachencompassingfew clonotypes,on the basisof sharedN+Dj3

motifs (Figure 2A). This suggeststhat immunodominantpeptide-associatedepitopeslii

the anti~B*27O3 responsearenot highly diversa.

3.5 Ja skewing lhnits a-chain junetional diversity

No N-region restriction was apparent among the 28 productivo transcripts

analyzed from anti~B*27O3 CTL. However, junctional diversity was limited by recurrent

Jo. segments: of 19 Jet segmentsused, 9 appeared in more than 1 clonotype (Figure 2$.

These9 Jasegmentsaccaunted¡br 64% of tite a transcriptsanalyzed,althougb togetiter

thesesegmentsare in only 19% of the productive transcripts fr-orn unselectedPBE (TaMo

3). This differencewasstatisticaUysignificant (p-cZO.OOOI). ReeurrentJawere associ.ated

Lo unrelatedVa segments,except in CTL 4SGLM ¿md I2DCJ (Figure 2B). Sirnilarly as

the N+D(3 restrictions,this patternof Jaskewingsuggeststhat rnuch of the anti~B*2703

responseis directed against a relatively restricted set of írnmunodominantpeptide-

associateddeterminants.CTL with recurrentJet segmentsofien did not shared N+Df3

motifs, indicating that recurrentmotifs in the junetional regionsof o. and ¡3 chains are

selectedindependentlyof eachother,
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4 Discussíon

A striking featureof tite anti~B*27O3 alloreactíveresponseis the low frequeney

ofCli clonesnot erossreactivewith otiter HLA-B27 subtypes.In a previousstudy [19]

most of tite anti~B*27O3 CTL crossreactedwith B*2705 and, less frequently, otixer

subtypes. Only 6 of 36 anti~B*27O3 CTL lysed exclusiveiy target LCL expressing

B*2703. Tite restrictedheterogeneityof titese CTL revealedby analysisof titeir TCR

providesstrongevidencethat >private> eNtapesor titase that arealteredor less expresscd

Qn B*2705 are rare in B*2703.

TCR usageby anti~B*27O3 CTL is similar tú that in anti~B*27O5 responses[13]

in Ihe following features:1) largera than ¡3 chaindiversity, 2) predaminantanddonor-

independentusage of ‘«¡3 subgroup 4, 3) donor-dependentVa skewing, 4) N+D13

diversity restrictedby multiple motifs (combinationsofamino acidresidues)eachsitared

by few clonatypes,and 5) restrictedJaheterogeneity.itt spiteof titesesimilarities, sorne

differences were also observed. A first one was in the use of predominantVa

subfamilies:whereasVctl4 was increasedamonganti~B*27O5 CTL from <3M [13], there

was no inereaseof ti-xis or any otiter Va subfamity lix Ihe anti~B*27O3 responsefram Ihis

donor. in contrast,Va14 was increasedamonganti~B*27O3 Cli from DL. Tite small

numberof anÉi~B*27O5 a-chainsequencesreportedfrom (his donor [23] is noÉ sufficient

¡br a comparison. Sorneof tite recurrentN+D¡3 motifs iii anti.B*2703 CTL (j.c.: RA,

OTO, etc.) were also foundaniong anti~13*27O5 CTL [13], but otlier were detectedonly

un tite responseagainstono of titese subtypes.Similar]y, of the 1 9 Ja segmentsusedby

the anti~B*27O3 CTL, 12 (63%) were Msa foundamonganti~13*27O5 CTL. The sharing

of strueturalmotifs in tite junotianal regionsofa and ¡3 chainsbetweenanti~B*2703 amI

anti~B*2705 TCR strongly suggestsoverlapof peptideassoeiatedepitopes,in agreement

with the large1-ecli crossreactivitybetweenboth subtypes[19], and theirsimilarities in
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peptide binding [21,251. Togethertite results demonstratethat similar rules apply to

alloreactiVe lCR selection by 8*2703 and 8*2705, ami that tite correspondinglCR

repertoireshave a signifxcant homolegy in theit structural elements.Ihe data provide

molecularevideneefor the antigeniesimilarity betweenboth subtypes,ami suggestthat

titis is due both to structural siniilarity of the HLA-B27 molecules,and to signiflcant

sharing of peptide-associatedepitopes, The differenees in Va usageand junctional

diversity of anti~B*2703 relative tú anti~B*2705 CTL ecuidbe explainedby thedifferent

immunogenicrelevancein eachsubtypeof epitopescommon tú both, without requiring

new B*2703~specific epitopes,Titis could be achieved,for instance,through distinct

affinity, expressionleve], or both, of particularpeptidespresentedby both subtypes.

Tite tange of diversity of tite anti~B*2703 lCR analyzedbere is similar to tbat

of the anÉi~B*2705 TCR reportedprevious]y [13]. Ibis suggeststhat, in spite of tSe

defectiveantigenicity of B*2703 relative tu 8*2705 [19,20] tSe antigeniecomplexity of

8*2703 is sufficient as to imposeno more restriction than 8*2705 tú allospecit7ic lCR

selection. Indeed, although of limited resolution for tite many peptides involved, the

I-{PLC profiles of the peptidesbound to 8*2703 or to 8*2705 on HMy2.ClR eclis are

of comparablecornplexity (F. Garcíaand our unpublishedobservations).

B*2703 has not been found associatedto spondyloarthropathy in population

studies, but titis might be due to tite fact that titis subtype is predominantonly ja an

african population in whieh 827-asgoelateddisease is very tare [26,27], so that

appropriate epidemiological studies are difficult to carry out. On the basis of the

similarities ira the T-cell responseagainst this subtype relative to B*2705, it is

conceivablethat 8*2703 does not protect fron> disease.Indeed, B*2703~ individuals

suffering from spondyloarthropathyha’ve been recentlyreported[28].

Wc have previously suggestedthat tite predominanceof ‘«¡3 subgroup4 in tite
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anti~B*27O5 CTL responsereflects involvement of thesesegínentsin recognitionof tite

HLA-B27 molecule, rather than B27-boundpeptides [1311.That the samesubgroupis

preferentiallyrecruitedby B*2703 indicatesthat the His59 changelii this subtypedúos

not alter the structureof te molecule or jis bound peptides in a way that affects tite

preferentialinteraction of HLA-B27 with V¡3 segmentsof this subgroup.The basisfor

this preferenceremajís unknown, but it is noteworthy that HLA-B27-restricted CIL

speeific for Yers¡nia enterocolitica or self antigensfrom patientswith reactivearthritis

also showed preferential usageof Vf3 segmentsfrom subgroup4 [29]. Moreover, tite

frequencyof these‘«13 segmentsamorigB27-directedautoreactiveCTL clonotypesin the

same study (57%) was similar to that found among anti.B*2705 or anti~B*27O3

alloreactive CIL, The relevaneeof this subgroup for HLA-B27 recognition both Ii

alloreactivity and itt B27-associated disease identifies a potential target for

immunotherapeuticinterventionthat might beworth exp]oring in furtiter depth.
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Figure Legends

Figure 1

Cytotoxicity of the anti~B*27O3 CTL clones 390LM, 7IGCP, and 74.8GCP

towardsHMy2.C1R trarasfeotanttargetcelis expressingB*2705 or tite B*2705 mutants

apecified in the Y-axis. Mutants are namedwith tlae single-letter code of the amino

acid(s) introduced followed by the posilion number(s) of ihe mutation, Results are

expressedasthe percent relative lysis, itt which tite lysis of eachtarget is shown as a

percentageof the specific lysis of the B*2703+ CiR celis at thesameE:T ratio. Data are

mearasof at leastthreeexperimenís,and were obtainedat 2:1, 1:1, and 0.5:1 E:T vatios

with analogousresults.Porsimplicity, on[y the valuesat tite highestE:T ratio areshown.

Percentspecific lysis of tite B*2703+ transfeetantat this E:T ratio was66%, 68%, and

33% with CTL 390LM, 7IGCP, and 74.SGCP,respeetively.Percentspeeific [ysis of

HMy2.C1R celis transfectedonly with the pSV2neovector was 1% with the titree CTL

clones.

Figure 2

Deducedamino acid sequencesof l~- (PanelA) aid cc-ehain(PanelE> junetional

regionsin productivetranscriptafrom anti~B*2703 CTL. C-terminal endaof y segments,

N¡N+DP regions, arad N-terminal endsof IT segmentsare sbown. \I, D, and J segmecits

ira eaehtrarascript, and the correspondingCTL are indicated, Sequencesare grouped

accordiragto N+D¡3 (PanelA) or Jasimilarity (PanelE). RecurrentN+D13 nxotifs aradJa

segmentsare underlined. CTL clones using the same V subfarnily plus the sameJ

segmentsira eitber a. or I~ chainsare boxed.

Vr
3’’

.1
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Table 1. TCR o. arad ¡3 gene segmenis in produetive transcripts from anCi~B*2703 CTL~>

Rcac<ioai Pat¡tern las. Jet V~ h,s, .1j2 AccasiomaNumber

alfa/betawltla subtypes

3 AC9

NA lCkJaO4

4 ICRInO4

2 62.119

NA HAVTO6

2 FIAVTOtS

3 122GRK

3 AAI3

3 IGRinIO

4 AM?

6 AC17

1 A1319

1 lOIUaaO2

6 lORJaI4

2 l-IAVP4I

14 4 1.5

13 4 2.3

¡ 2.3

13 4 2.7

12.3 4 2.7

5 1 1.1

7.2 2 2.5

17.1 4 1.1

7 2 2.7

4 3 1.1

6,4 1 23

3 4 2.1

17.1 4 2.2

16.1 1 2.7

w22 NA 2.1

1139095/039 128

039094/039121

039096/039127

039100

039102/1139124

U391 15/039141

039118/039140

039114/039138

039112/039133

U39<03/U39 125

t139 1091039[35

1139105

0390931039120

1139108/039132

039092/039126

Douaor CM

39CLM

42.SCLM/7 1 CCI>

74.aoci’

77C,CI’

23CLM

4SGLM

620CP/Ó3CLM

290C1’/S4CCP

420CP

SICCP

2600’

S6CLM

3

3

3

3,5

3,5

3,5

3,5

3,5

3,5,2

3, 5, 4

3, 6

3, 5, 6

w29

2.2

II-’

12.1

9.1

14

8.2

w25

2.2

w25

M

s.l

U39104/U39131

1J39107/1339 134

0391 16/U39134

039117/1139139

039097/03 9 129

U39698

039110/039136

[339113/U39142

NA A0212 14 4 2.1

1 [ORJalO 8.2 1 1.6

7 AC25 8,2 1 1.6

3 I-IAV-r33 w22 NA 1.2

4 HAv’r33 17.1 4 1.1

3 l-IAVPOI

1 ICRJaÓ2 6.1 1 1.6

NA 62119 5,3 1 1.1

6 HAVP29 13.4 4 ¡.2 tJ39l0l1U39l23

3 10R1a14 17.1 4 1.1 1139106/1J39130

NA IIAVPOI 11.1 4 2.2 039I191039143

3 I>IAVPIO 12.3 4 2.3 !J390991U39122

1 AM? 13.4 4 1.2 U39111/U3913?

CTL

k

Donor DL

I3DCi/3IDCJ

ISOLIl

1 SULIl

280 LII

3ÓDLH

81 DCJ

7DCI

700c1

500

37DCi

5011

3.8DLI-1

¡2 DC

430CJ

II DCI

3

3. 5

3,5

3,5

3,5

3,5

3, 5

3.5

3, 5, 2

3. 5, 2

3,5

3, 5, 4

3,5, 1,2

3,5 2, 4

3,5, 4, 6

14.1

w29

16.1

3.1

w25

13.1

14.1

14

14

1.8

20.1

15.1

8.2

7.2

3.1
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Footnotes tú Tahle 1

a) CTL with identical TCR are grouped.Clonal reaction patterfls are froí~ [19]. Numbers

inclicate the subtypes thai are recognizedby the eorrespondingCTL done on LCL targets

(3 indicates recognition of B*2703, etc). Anti~B*27O3 CTL clic! ¡iot cross-react with noii-

B27 antigens, with three exceptions: CTL 43DCJ (B7, 361), 1 IDCJ (BSS), amI 230LM

(B60, B61). V gene segment numbering was as iii [13] for Val to Vct22 and Vf3I to V~20,

arad as in [30] and [31] for other Va arad ‘«¡3 subfamifles, respectively. Subfamily menibers

were assigned whcn the partial sequences determined were identical to only one member

of the subfamily. Besides those shown, other assigned V segment subfamily members are

tite following: Val4(370RK) [32] iii CTL 7ODCI, 5DCJ, and 230LM, Vaw29 [33] Ii> Cfi.

15DLI-I and 396LM, V~13(IGRb16) [31] iii CTL 28DLJH, and Vj37(IORblS) [31] un CTL

5DCJ. V segrnents are classified in hoinology subgroups (h.s.), witieh include those

subfamilics that have more than 50% amino adj sequence identity [34]. NA: subgroupnot

assigraed. Transcripts expresssing Vo.w25, Vaw29, and Vj3w22 were amplified by

erosshybridization of ihe Vo.17-, Va9-, and Vj3S-specif¡c primers, respectively. The

sequences of tite TN+D9 regions of CTL 3.SDLH and 28DL1-l were noÉ detennined.
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Table 2. TCR ‘«9 and Va segmentusagea¡nong anti~B*2703 CTL

MU

Ho rn olo gy

Subgroup

Dono?>

Total<3M DL

o.~B*2703

(N=12)

Control

(N=17)

a~B*2703

(N15)

Control

(N=17)

a~B*2703

(N=27)

Control

(Nt=34)

1 4 (33%> 8 (47%) 4 (27%) 10 (59%) 8 (30%) 18 (53%>

2 0 2 (12%) 2 (13%) 2 (12%) 2 (7%) 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 (21%)

NA 1(8%) 0 1(7%) 0 2(7%) 0

Vo.b)

subfamilv

o.~B*2705

(N=13)

Control

(N=18)

ct~B*2705

(N15)

Control

(N=18)

PBL’~

Vo.14 1 (8%> 1 (6%) 4 (27%~ 1 (6%) 7%

Donor Asgociation Exuected frec¡uencv~> Found freciuencv

DL VctI4/V9 h.s. 4

Val4/Vj37

0.27 x 0.47 = 0.127

0.27 x 0.13 = 0.035

2 /15 = 0.133

2 /15 0.133
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Footnotes to Table 2:

a) Number arad pereentage of Va and Vf3 segmentsin productive transcripts frorn anti-

B*2703 CTL arad in transcriptsfrom non-anti-B27‘1’ cells from eachdonor.V segmentsin

CTL with identical TCR, and V¡3 segments in CTL with 2 productive a transeripts were

counted only once. Vf3 segments from CTL with dic sanie ¡3 and different a transcripts,and

Va segments from CTL with 2 productive a transcripts were eountedseparately. ‘«13

frequencies in anti~B*2703 CTL that were statistically different (p<O.O5) from the

respectivecontrol areunderlined.‘«13 segmentswereclassified ira homology subgoups[34]

as defined ira Table 1, For Va, statistically signifccant differences (p’cO.01) with unselected

PBL are underlined.

la) Va subfamilies appearingmore than twice in one donor,

‘>Data from [33], corresponding to 300 productive a transeripts fron> PBL of 3 unrelated

individuals.

d) Expected frequency among anti~B*2703 clonotypes for random Va/V13 association. This

is the product of the corresporadung Va and V¡3 frequencies. Differences with found

frequencies are underlined.

1
i~i



Table 3. RecurrentJo. segmeratsarnongproductive

19

transcriptsfron> anti.B*2703 CTL~~

Jet segment

Donor

Total % in PBL~

<3M DL
N(%) N(%) N(%)

AA17 1 (8%) 1 (7%) 2 (7%) 2%

IGRIalO 1 (8%) 1 (7%) 2 (7%) 2%

IGRJa14 1. (8Vo) 1 (7%) 2 (7%) 2.3%

62.119 1 (8%) 1(7%) 2 (7%) 0.7%

IGR.1a02 1 (8%) . 1 (7%) 2 (7%) 0

HAVT33 2 (15%) 0 2(7%) 13%

HAVPO1 2 (15%) 0 2 (7%) 3%

IORJaO4 0 2 (13%) 2 (7%) 3.7%

HAVTO6 0 2 (13%) 2 (7%) 4%

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

a) Jo. segmenisappeariragmore than once in dic CTL analyzed are indicated. Percent values

are relative to 13, 15, and 28 different produetivea transeripísfrom donors GM, DL, or

both, respectively.The total frequency of theseJa segmentsin each or in both donors

together was significantly increased(p<O.OOOl)when compared with unselectedHL.

U) Data from [331.

1~
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CTL v~S N+fl~ JjS VP Dj3 s~P

42, 8GLM/l1GCP
74.8001’

26001’

L1~p~Lj

70D01
3700J

11D0J

FOAS GGGLG SPL
ECAIS SGQG TDTQ

LCASS IGGG TOEL
LCASS ZAGGS NTGEL

IICASS IGVW EA
!SC5V KGVSOM NTEA

LOAS TL5VRSQMMNTEA

LOAS WDRQYRPUTEA
FOAS KDRGT EQ

8.2 ¡‘lA 1,6
12.3 2,1 2.3

(1fl197iT2.2
[114 212.2

17.1 2.1 1.2,
4 1.1 1.1

17.1 1,1 I~.1

17.1 2.1 1.1
w22 1.1 2.1

SDCJ
43D0J

LOASO PRAFS SYEQ
FCASS QGL~REVI YEQ

7 NA 2,7
16.1 2.1 2.7

390LM
7D01

18flLH

FÍ~~biZflaLu

FGASS DGTOG YNEQ
LCASS Qy9fl QETQ
FCASS VGTSG TDTQ

LCASS LVGAO TEA

FOAS TTFGQ2~ GV

LCASS HWDTA YEQ
PtA THTLG YGY

LCASS LEAGVVP EA
FCAIS EPTY EQ
FCASS LDPFK PQ

14 1.2. 2.1
7.2 1.1 2.5
1 NA 2,3

5,3 1,1 1.1

~3.4 1.1 1.2

SDLL
F~~~~ZZIZ3

EZ~I~KÁJ
3GDLH

13DOJ/31fl0J

6.4 1.1 277
13.4 1.1 1.2

5 2.2. 1.1
12,3 2.1 2.7
14 ¡‘EA 1.5

480LM
77001’
1SDLI-I

LCA5S LALGEO! YNSPL 6.1. 1.1 1.6
rOAS F5KTARD YGY w22 1.1 1.2
PtA58 VSQ TDTQ 13 ¡‘lA 2.3

A

11

7~2.



7700P
230LM

360L1-t
8100J

iSOLE
T8DLH

6200P/G3GLM
280LH

42001’
4300J

rni~w-n

12,1 11AVT33
9.1 HAVT33

w25
13, 1

HAVTCG
HAVTC6

w29 IGRJaO4
16.1. IGRJaO4

w2 £
3.1

62.119
62.119

64 IGLYal4
7.2 IGRJa14

[IT
3~9RJaO2

8.1 AA17
1.8 AA17

OTL Va N+Jcv Vot Ja

560LM
3700J

23 GLM
81001’

42. 80LM/7100P
500J

2900P/5400P
3 SGLM
26001’

74.8001’
i300J/31TIOJ

7001
70001

5DT.JIJ
3.

1100J

BOAL
YGAI4

BOA
BOA

BOG
BOA

BOA
BOA

PtA1
LOA

BOA
BOA

BOA
FCVV

FOAF
BOA

LOA
BOA

LOA
roo
raM-IR
Y0AV
FOA
BOA
FCAF
VOL
BOA
BOA

GGWNSGGSHYICL
RGNSGGSI4YKL

OONAGGTSYdICL
VGWAGQTSYQICL

THNTOQFICT
V1~TGGFKT

GQTGMWL
LAGAHNL

A~XQL
VTPDSNYOL

PGGOBQNVL
ENSGVSQNVL

ASWAGTASICL
SEGSICL

NTAPflflf
I3QLGNOF

VREO
Ft4KLNVM

VLDSNTGXL
TVNS0OYQXV

EP5NDVKL
EDRVKAAONKL

YKAQGGSE KL
VSOTVKV

RGFONEKL
VGELPDYNAGNNL

ETD1’ORRAL
TRG0VQKV

14
w25

HAVPO1
HAVPO1

2.2 ZORJalO
14 ZORJalO

HAVP2S
140212
HAVP1O
14025
1409
1220RK
AA13
14017
AB19
1-IAVP41

7.2
sOS

64
11.2
14 • 1
14,1
14
20.1
1.5.1
3.1.

B ‘U

1
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1 Introduction.

Strong T-cell responseste allografis led to discoveryarad definition of transpiantation

antigens. Furiher analyses made it possible to identify tite molecules invOlved: peptide-

presentingproteins encodedby Che MHC genes.Titese iii vivo responses have a parallelisni

in the mixed lymphocyie reaction iii vino. Convencional antigeras activate a very amalí fraction

of T lymphocy[e precursors, while alloantigens activale more Chan 1% of these celís. Two

hypotheseshavebeen puc forward in order Co account for the high frequencyof alloreactive

T-cell predursors. In the first itypothesis, each MHC-peptide complex could StimulaCe a

different T-cell populacion •(Matzinger and Bevan<>. Sinee any given peptide binds to a small

fraction of MMC molecules Qn Che surfaceof antigen presentingcelis, tite antigendensityper

antigenic determinanc would be low, Alternatively, alloreaciiveT-cells could recognizedireetly

che allogeniernolecule itself, so íhac MHC-bound peptides would not play an imponant role.

Consequently,foreign MHC molecules,functioning as Iigands,eculdprovidehigh determinanc

density (Bevan2).

A majority of alloreactive T-cells recognizeChe MMC alloaratigen and/or iis bound

peptide. These celís are usually cytotoxic for the graft and causeacute rejection (Eechler eL

al.’). A second subgroup recognize the alloantigen indirectly, br exarnple, after being

processed and presented by ancigen presenting celísof the host. This subgroup, with a much

Iower precursor frequency, would help in the production of anti-MHC antibodies in the

doraer, producing chronic rejection (Henichou et al.’; Fangman et al.5).

Our laboratory has focused on Che anii-HLA-B27 allogenic response lo analyze

HLA/peptide/TGR interactions ira Che wbole antigenie speecrurn of chis molecule. This

analysis was developed at Cwo levels: <a> characterization of clonal heterogeraeity< fine

specificity, arad structural requirenienCs of epitopes recognized by monoelonal CTLJ, arad (b)

molecular characterization of alloreactiveTCR. These studies will be reviewed below.

:1
2

1

1’
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2. Clonal analysis of anti~B*27O5 and anti~B*27O3 alloreactive responses.

HLA-B2’7 polymorphism could modulate Rs antigenicity, and Us relaíionship to

ankilosing sporadylitis if T-cells are involved in the paihogenesis of chis. disease. For Ibis

reason the antigenie relationships between the main HLA-B27 antigen, B*2705, ancl olber

subtypes(Figure 1) was approaehedthrough fine speeifcciíyanalysisof alloreactive CTE. As

an iraitial stagewe analyzed a total of 84 anti.B*2705 CTL clones and 36 anti~B*2703 CTL

from four unrelated donors and from cwo of Ihese donora, respectively (López eL al.’>, 8~2703

difiera from 8*2705 by a single amino acid ebange of His maCead of Tyr59. Thia change la

unique amorag clasa 1 HEA antigena and affects an otherwiae conserved residue tbat is

involved in siabilization of che amino-terminal group of HLA-bound peptides (Madden eL

al.7). The fine speciflcity of the CTE was determined by panel analysis against LCE. In the

analysis of anti~B*2705 CTL che subtype presenting the highest cross reaction was8*2703,

since it was recognized by 48% of the CTE clones, The lesa crosareactive. subtypes were

8*2704 and B*2706 (Table 1). The antigenie closenesa of HEA-B27 subtypes with 8*2705

coníd be ordered, according Co ihe number of anti~B*2705 CTE that croasreacted witla them

itt tite following way: B*2705> B*2703> 8*2702> 8*2701> 8*2704> B*2706.

An outstanding feature of anti~B*2703 CTL was thaI many were erossreaciivewiih

8*2705 (Table 1). This íneans that most of tite B*2703 allospecifie epitopes are present in

8*2705. Since the number of anCi~H*2705 CTE erossreaeting wiih 8*2703 (48%) was

significanily lower Lhan tite anti~B*2703 CTL crosareacting with 8*2705 (78%), it cara be

concluded Lhat itere are more 8*2705 allospecifie epitopes absení in 8*2703 chan tite reverse

situation. A posaible explanation mr titis may be titaL tite HisS9 change in 8*2703 decreases

the atabilizatiora of che amino-terminal group of bound peptides, so thai many peplides will

bind to 8*2703 with lesa affinity or mighi not bind at sil, Only 22% of anti~B*2703 CTL did

noi croasreact wiiit 8*2705 on ECE, whicit meana chaL His59 .brings about few new epitopes.

Titus, 8*2703 is ancigenically defective, relative to 8*2705, and presumably presenis niosily
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a subset of tite B*2705~bound peptidea. The appearance of tite few new epiCopes in B*2703

can be explained according lo titree mechanisms: (a) sorne peptides thai cannel bind to

B*2705 eouid bind Lo B*2703; (10 tite sama peptide could adopí differení cenformacions

deperadirag en the subiype te witich it binds, arad (e) Ibe Hia59 itself miglal generale sorne

peptide-iradependení aniigenic cAaanges.

Furtiter insigití mio tite differences beiween anCi~B*2705 aM anti~B*2703 CTE ira

HLA-B27 recegniiion was obíauned wítlx site-directed mutants (Villadaragos ec al.’). Changes

ira pocket A residues 167 and 171 affecCed lesa anti~B*2703 iban anÉi~B*27O5 GTErecegnition.

In contrasc, che change from Glu tú Met4S ira íhe B pocket, a residue which is critically

involved ira anchorirag ube Arg2 motif of HLA-B27-bound peptides (Madden el al.7) affeeted

more deeply recognitiora by anCi~B*2703 CTE (Table 2). This indicates thai araii.B*2703 are

less dependení titan anti~B*27O5 CTL on pocket A and more dependent en pocket 8

siruciure, and suggests ihat Che B*2703 chango nol only disrupcs pocket A interaction with

tite pepildie N-terrninus, buí alse reinforees (he interaction of Arg ira tite B poekei.

The 1-LEA pbenotype may condilion Ihe T-cell repertoire of eaeit individual (Akolkar

el al.9) and iherefere condition individual allospecífie responses. Titus, we addressed Che

poasible existerace of donor-ciependení differences in anIi-HLA-827 responses.Tite four

analyzed denera could be greuped ira two paira accordlng te similarities ira Ibeir araCi~B*2705

responses. Por example, in donors PA arad DL CTL recognizing B*2704 arad/or B*2706 were

not found. In coratrasí,a re]atively bigh percentageof CTE crosareactive with ene or botit of

titese aubtypes were obíairaed from donora GMarad SR (Table 1). Tite differenees observed

ira tite anhi~B*2705 responses correlated wich Che class 1 phenotype of tite responder

individuals, arad ira particular with (be Va[/Glu dimerplaism at positiora 152 ira titeir HEA-B

ancigeras. PA (HLA-B35, 39) and DL (HEA-B39, 44) bave Val152, arad tite only crossreactions

thai were observed ira tite anti~B*27O5 CTE from these donois were with subtypespresenting

Val152 (8*2701 te 8*2703). On tite otiter barad, GM(HLA-B7, 88) arad SR (HEA-B7, 844)
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have FILA aratigeras wich GIulS2 <HLA-B7) arad with Val152 (HEA-ES and HLA-B44), and

showed croasreactiona with subtypes havirag VallS2 (8*2701 tú 3*2703> arad 01u152 (B*2704

arad 2706) (López et al.6).

We alse araalyzed the atructure of HLA-827 specific epitopes recognized by aníl-

B*2705 CTE. For titis purpose 27 anti~B*2705 CTE from doraera DE, GMand SR were

analyzed with site-specificB*2705 mutaraIs with changesira varleus side-chain binding poekeís

of clic aratigen binding site (Villadangos et al.8). Any of tite mulacioras tested altered

allorecegnitien and titis alteradora correlated strongly with Che expeeced effect of che nautation

on peptide presentation. Speeific mutatioras showed different effects en CTL froni different

donora suggesting chaL each individual responda predeminantly ce epitopes with a particular

atruccure. Fer example, great effect of tite D—*Y1 16 mutation and irrelevaneeof che E—MM

mutaciora en CTE from GMswggested a preferred response of Ibis donor Co epitepes that

iravolve peptides with C-termina[ residues requiring AspIl6 but not LeuSl ira Che C/F pocket.

Since Aspi 16 is feurad ira moat HLA-B27 subtypes <Figure 1>, Ibis might explain che wide

cressreactivity of a relatively large number of CTL from donor GMwiíh subcypes.Iii donor

SR tite oppesite effect was observed, Thus, CTE from chis donor would recognize epitepes

wiCh siterter or nerapolar O-terminal residues, which depend leas en Aspi 16 and are more

sensitive te charages ira residue 81 (Madden et al,’0). Titis suggesta Citat alloreactive CTL from

doraors GMand SR sitow preference for different groups of pepCides. CTE frem denor DL

recognized mainly epitopes thai are highly dependení on tite iníact B*2705 atructure as any

mutacion itad great effecc (Villadarígos et al.tm). Tbia can aecourat fer Che fact chaL CTE from

titis individual preaent less creasreaction with subtypes Chan chose from ocher donors (Table

1).



6

3 T-ceII recognition of RLA-B27 expressed on murine celis. Funotional evidence for

iniplication of endogenous peptides iii allogenic responses to HLA-B27.

Maray alloreactive CTL de not kill tite P815 murine ceIl une cransfeeted with HEA-

827 and human 32 raaieroglobulin. Por tite analysis of Chis phenomenon we selected two

groups of CTE, ira such a way ChaL, wiChin each greup, tite CTE presented a ver>’ similar

reactiera pattern, but they ceuld be distinguiahed en che basis of Cheir different avidity by

inhibitiora of lyais with arad-CUS naenoelonal antibody. In each group, enly chose CTL which

were raot inhibited by chis aratibody, were capable of lysing HEA-B27~ P815 Cransfectanís

(Calve ec al.tt), These resulta suggesled that, for CTEwith similar fine specificity, only chose

with sufficient TCR avidid>’ could overcome che requirement for adhesion molecules o.n Che

target ceil aurface. Indeed, lysia by CTL requires a sufficiently avid ceil-to-ceil contact

invelving CDS (Salter eL al. 12> EFA-l (titeir ligands are ICAM-1 ce ICAM-3) (Marlin and

Spriragert3; Staunton ec al,t4; De Pougerolles and Springer’3) and CD2 (lIs ligand la EFA-3)

(Selvaraj eL al. 6) Witen human GTL are cenfroníed with murine largeta tite unteraction

CD2/EPA3 doca nec Cake place, since inurine celIa lack an appropriate ligarad for human

CD2; tite human EPA- 1 binda te murine IGAM-1, with less effcciency Ébara Co tite human

councerpart (Jebrasten et al. a ~> Ocher evidence suggested chaL, in sorne cases, failure ce lyse

murine HEA tranafeccana by human CTE was dependent era fine spee.ificity racher than

avidicy, implying ceil-dependeral expression of particular allospecific epicopes (Bernhard eL

al. ~, Marrack arad Kappler’9; Heatit et al.20; Castafio et al.2t). Ira erder Lo distiraguish betweera

chese twe pesaibilities PSiS trarasfected wich HEA-B27, ICAM-l arad EPA-3 were used as

targec celta for anti-HEA-B27 allereactive CTE. Feur differerxt reaction patterns were

observed (Galocha eL 01.22). Tite firac greup consiated of CTE chaL lysed boch human and

murine HLA-B27 tranafectanta, with no need for human aditesion moleculea ira murine celIa.

The secerad group consisted of GTE ChaL lysed tite muririe HLA-B27 tranafecíanca with lew

efficieracy, bud shewed sigraificancly increased lysisoftransfeccants carrying, inadditien, human

4
II
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aditesion molecules.Tite third group, consisted of CTE Chat did not Iyse Che HLA-B27 murine

LranafectanCs, unlesaco-trarasfected wich ICAM-l +EFA-3. In che fourCh group, the CTL dci

nec lyse che naurine trarasfeetancaoven whenco-Lransfected with human aditesion niolecules,

iradicatirag Lhat ira chis group, which aceountedfor 42% of che CTE tesíed, absenceof’ lysiswas

neC due Le lack of avidity. Titus, lysis of J-ILA-B27 murine celia by human alloreactive CTE

is hecerogeneous. Ira sorne clones abseneeof lysis can be expLained by laek of avidity of

human CTE Ver murine cella.For CTE of greup feur, abseneeof lyais is prebablydue Co lack

of tite corresporadiragepitopea, suggescingdiaL diese involve peptidea expressediii Che human

but neC in Lite murine celís tested.

4 Peptide depcndency and unexpected clonal allospec¡t”ídty.

AllereactiveCTL geraerallyrecegnizeallo-MJ-IC-I-peptide complexes(Ramniensee

etal.23; I-Ieathet al.24; Shermaraand Chattopadhyay25).Both the alloantigenmolecule arad

the many peptides beurad may directly contribute to the atrueture of alloantigenie

determiraants.Available evidencesuggeststhat the peptide dependeneyol’ alloreactive

CTL Ls variable, raragingfrom strict specifccity for a particularpeptidetú recognitionof

motifs aharedby multiple peptidesor overapeptide independence(R6tzschkeet al,2j.

Titis variability explairas che eccurrenceof aíxti-1-IEA-B27 CTL showing unexpected

croasreactiorawith DR2. Tite flrst exampleof CTL clonesdisplaying dual class 1- arad

class Il-directed alloreactivity was reponedira our Iaberatery by Aparicio et al.21. rrhis

work described[hecharacterizationof threealloreactiveCDS1 CTE clonesthat displayed

simultanceuslytic ability fonbeth HLA~B*27OS celisand1-ILA-DR2~ targetsexpressing

certain DR2-asseciatedDw determinants.The dual allospecifkity of these CTE, as

epposed te a putative cloas 1-restrieted recognition of tite class II antigens, was

dernonstrated,but che basis for tite clasa II eressreactivitywas not esíablished,
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More reeently,and frorndic unrelateddonor(3M, theanti~B*27O5 GIL clonetypt

37GRK1123.8GRKalse presentedcroasreactionwifh DR2 (López et al.28). IheseCTE

recegnizedthe B*2701 te B*2706 subtypes,but oraly tite DR2Dw2 subtype(B5*OlO1),

The lysis of DR2* targetswas inhibited by anti-CD3 andant-DR moraeclonalantibodies,

In ceid targetcempetitienassays,therewas reciprecalinhibition betweenHLA-B27 arad

DR2Dw2 targets.Furtherrnore,PCRand sequencirag showed a single lCR, indicating

that dic dual allospccificity of this clonetype was mediated by the sanieTCR. From

correlatierabetweenthe sequencesof HLA-B27 and HLA-DR2 subtypes,and the fine

specificity of chis CTE ara atructural motif cemmon te HLA-B27 ant HEA-DR2

(BS*OlO1) arad specific for thesemoleculeswas identified. This motif was formed by

varleuspesitiensofthe ¡3 sheetthat is the antigenbinding site bottom. Changesaffecting

titis motif that were introduced by site-direeted mutagenesisabrogated HLA-B27

recegnitienby CTE 37GRK1123.8GRK. Since titese pesitionaare involved in peptide

presentationbut are not accessibleto the TCR, these resulta suggest that tite dual

allespecificity of CTL 37GRK/123.SGRKis due te recegnitionof antigenically similar

peptidespresentedby HLA-B27 and HEA-DR2.

An epposite example, shewing that allospecific CTL clones can be Iargely

independentof peptides,was provided by the anti~B*27O4 CTE 648P. Ibis CTL

recegnizedalí B27 subtypes testedwith changesin tite dF pecket of thc molecule

(Jaraquemadaet al.29), as well as mutantawith ehangesin this reglen (Villadangoset

al.30).Hewever,it did not recognizedB*2703, with a ehangeira the A pocket,or mutants

with changesira pocketsA andB. The clear-cutapatial distribution of tite changesira the

HLA-B27 meleculeaffecting recognition by Ibis CTE done strengly suggeststhat it

laeksspecificity for any particularpeptide,butrequiresthe structural integrity of the site

1
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involx’ed in interactiena with the N-ternxinal portion of peptides. Tite peptide-

independenceof of titis CTL was confirmed by ita capacity te Iyse HLA-B27t maine

TAP-deficient RM.A-S trarasfeetanta(Villadangos et al.30). This lysis was inhibited by

anti-I-IEA-B27 antibedies,indicating that it was netH-2-restrictedand its efficieraey was

dependentonly en the expressionleve] of HEA-B27. Thus, recognitionof HEA-B27 by

CTL 64.SPwaspeptide-independentor requireda N-terminal peptide residuecemmon

te rnany peptides.Titese resulta also showedthat the cerrespondingTCR recognized

HLA-B27 with an urausual topology, involving mainly one of Ihe sides of the peptide

binding greeve. The unusual featuresof this CTE suggest that peptide-independent

alloreactiveCTE are ratiter exceptional.

5 lCR usageaid the molecularbasis of HLA-B27 allorecagnition.

TCR variability is generated by rearrangementof multiple germline-encoded

segments(y, D and IT) through mechanismsthat allow for tite introduction of great

variability in the juractienal regions (Toyenaga and Mak3m; Wilson et al.32). The

hypervariableregiorasof Va and VP segments,called CDR1 and CDR2 by analogywith

immuneglebulins,weuld irateract mainly with the MI-IC protein. Thejuractional regiona,

fermed by the No./N+D¡3 and partaof Jaarad J¡3 segmenta,areknown asCDR3 arad are

theughtte interact mainly with the peptidesbound te MiHC (Chotitia et al.33; Davis and

Bjorkmara34; Claverieet al?5). Although titis model might becorrectin generaltemis, the

contribution of V segmentsand of junetional regienate speciflcity is net independent.

Fer example, ira tite 1-ceil responseto peptidevariantsthat differ in residuesaffeeting

T-cell recegnitienbut not bundingte MMC, lCR with ree-iprecal changesin the CDR3

are used,suggeatiragdirect interactionbetweentheseregions and the peptide (Jorgensera

1’
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et al.36).Hewever, at times, thereis alsea reducednumberof V¡3 segments,which would

imply their centribution te peptide specificity (White et al.37). Mereover, mutationa in the

CDRI of V¡3 cancel peptide-specific recognition (Patten et al.38).

Ira peptide-specifxc responseslimited heterogeraeityof Y and J segmenís,and of

junctieraal regions is frequeratly observed (Casanova and Maryanskí39). I-Iowcver, diere

are exceptiens. For example, much TCR diversity, with only ‘«IB segmentscenserved,has

beenfeurad in CTL specifie for a peptide of Plasmod¡um berghei restrictedby H-2K~

(Casanova et al,40). Certain claas-II restricta! peptide-specifie responses are also

extremely diverse (Boitel et al.41; Habermara et al.42; Taylor et alÁ3). TCR studies iii

allercactivity are far less numerona. Due tú clonal heterogeneityand Ihe many

endegeneus peptides unvolved, one would expect great TCR diversity ira alloreactive

responses. Hewever, non random use of Vfl segmerats has been observed among T-cell

clones specific to I~Mmí2 (BILl et al.44), or DR4 (Goronzy et al.45> and in allograft-

infiltrating lymphocytes (Shirwan et al.46; I-{all et al.47), although no restrictioras were

ebserved ira N+D¡3 ev Jj3 segmenta. The use of a ehain segments has been leas atudied,

arad generally great diversity has been found in Va., Ja arad No. regiens (Bilí et al.44;

Geiger et al.48; 1-Iurley et al.49). I-ILA-B35 allogenio responses showed limited variability

ira o. arad [3CDR3regions (Steinle et al.50).

Ira an attempt to define the rules applying te TCR selection ira the HEA-B27

allerecegnition, we analyzed the strueture of the TCRfrorn anti~B*2705 alloreactive CTE

of known fine specificity. Ira an initial study involving 15 anti.B*2705 CTE from varicus

denors (Bragado et al.51; Lauzurica et al.52), a predominarat use of VII segmenta frem

hemolegy subgroup 4 (‘«¡33, ‘«¡311, Vpl2, ‘«¡313, ‘«¡314, ‘«¡315 arad ‘«¡317) was observed.

Hemolegy subgroups unclude those Va or VP subfamilies that present more than 50%

4
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amino acid sequence identity (Chothia et al?3). Ira addicion, recurrerac structura¡ motífs in

che f3 chaira junetienal regions were also observed: 7 of 15 arati~B*27os CTEshowed an

Ala ceden in che Df3-N-Jj3 junction, and ira 5 CTL the juractional region of the ¡3 chain

was formed enly by hydrophobic residues,No evidencefer a ehain restrictioras was

found in that study (Lauzurica et al,52).

Te confirm and exterad these initial resulta, we further analyzed TCRusage ira the

anti~HLA~B*27O5 responses from donora SR arad (3M. The purpose was to asacas

pesaible differences between denors and the general character of the previously observed

selective trends. The results from this study, which are described below, roveal a

cemplex selection of anti-B27 TOR, arad deinonstrate that such selection takes place on

multiple TCRelementa following distinct rules for different gene segments (Barber eV

al.53).

A first ebservationin this study was that four clonotypesfrom donor SR had

identical [3chairas, but very different a. chairas (Figure 2). These CTL presented similar

fine specificity with HLA-B27 subtypes, suggesting that the 3 chain rather thai> the a.

chain, determines tite fine specificity of titese CTE. Although. previously observed in

peptide-apecifie responses, ti-xis is to our knowledge, the first case of TCRsharing the

same chaira among alloreactive TCR, arad is a olear example of uneven contribution of

a amI [3chaina Lo allorecognition.

Regardirag Vfl segmenta, beth donora ahowed a predominant use of ‘«[3 hemology

subgroup 4 (55 to 60% of cdonotypes lii cadi donor), with no statistically significant

differences in the use of ether V¡3 segmerats (Table 3). ‘[bese daca confín previous

results and shew that the use of V~ subgroup 4 in the anti.HLA~B*27O5 response ja

dener-independent. Moreover titese Vp segments were exprcssedira CTE with very

1
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different firae speciflcity, iradicating that their uae la not epitope-apecifie.This suggests

that Vp skewing is determined by the HLA-B27 molecule itself rather tan by bound

peptides.

‘«o. segment usage was more diverse. Yet, sorne Va segments appeared repcatedly

¿mdwith higher frequeracy than in controis. Por instance, Va 14 appeared in 33%of anti-

HLA~B*27O5 CTL from donor GM, includung 3 of the feur CTEwith the most cemplex

reaction patterns. WC arad ‘««20 appeared recurreratly (19% eaeh) in SR amI ira

clenetypes with simple reaction patterns. Ihus, there is a somewhat restricted use of Va

segmenta among anti~B*2705 CTE, which is donor-dependant and might be related te

particular reactien patterns.

In general, Va ¿md VP segments were selected independently from any given

Va/VP combination, Hewever, ‘««7 associated with VP segments of homology

subgreups other than 4 with a frequency higiter than expected for random association,

ami similar te that expected if Va7 were selected independently frem’«[3, This negativo

correlatien between Va7 and vp subgroup 4 suggests that the correspondung lCR were

selected on the basis of their Va segment. These results strongly suggest thaI Va. ami Vj3

segments are independently selecta!, and are involved ira recognition of distinct structural

elernents of the allespecifie epitopes.

a. ¿md pehain junctional diversity was alse non-random. In [3chairasdiversity was

limited at three leVeIs. Besides the CTL with identical ¡3 chairas inentioraed aboye, three

paira of CTE used identical ‘«[3, J¡3, ¿md very similar N+D~ regieras. The CTE itt each

of tese pairs showed different fine specificity, suggesting that anti~B*27O5 TCRwith

similar [3chains can be selected independentlyof specific epitopesor donora. Finally,

sorne [3chains presented conimon N+D[3 motifs, but different V[3 and JP segments. In

1
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rnost cases, sharing of thesemotifs was not associatedte any apecifiereaccionpauern

aradwas doraer-independení.Ira contrastto 1~ chains,a.chau juractional diversity wasraot

restricted in the N regiena,but therewas restriction in the useof Jo. seginenís,so thaI

7 Ja segmerataacceuntedfer 61% of the anti-B27 CTE analyzed. Together. titese

segmentswere feund ira 14% of unselectedPEL in ara undependentstudy (Moas et al.’4),

This Jaseleetionwas. also donorand epitope independent.ReeurrentN+Dp niotifa did

not occur concemitaratly with recurrent Ja segmenta,suggesting thac seieaion of

junetional regienstakesplace independentlyira a. arad ¡3 chains.This iniplies thaIapecifie

antigeniedeterminantama>’ interactpredondnantlywith Ihe CDR3 region of ene of dio

TCR chaina.

In conclusion,diversity of HLA-B27 specific TCR is limited al Ibreeloyola ¿md

ni different atructural elementa: firsí, in tho whole j3 chau>, secorad,itt Va or

segnienís on]y, arad third, ira the CDR3 regionaof cilber chaira. ‘«a and V¡3 segmenísare

selecteddifferently, ira titeir dependencyof tite donorarad fine specificity. .Diversity ira

a ¿md ¡3 chairajuractional regiorasja limited iii different genetieelemenísof tite CDRJ Qe:

Jcc arad N+Df3, respectivel>’). This pallen> of asycnmetricsoicellún of siructural elenienta

indicateathaI contributionofa arad fi chaina tú TCR specificity la raúl equivalení.Excepí

fer Va, it seema(e be little influence of tite donarin TCR selection. Ira particular, tite

predominaníuseof V[3 subgroup4 in multiple donors,raisestite pesibility diaL titeseVI)

segmenísmigití be suitabletargetsfor therapeuticmaniptdationofalloreactiveresponses

VI) segmentseleetien1> peptide-apecifieresponseshassometimosbeen related

to C-terminal VI) residuos,actuallycontributingte CDRS (JorgenseneL al.36), Hewever,

preferential recruitmentof VI) subgroup4 among anti~B*27O5 CTE la probabí>’ based

en CDR1 arad CDR2, astitese regionsare likely tú interactwith tite alloatitigen itidecule

m
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(Chothia et al.33; Davis et al.34; Claverie et al.35; Hong et al.55). A comparisonof ODRI

and CDR2 sequences revealed that at many positioras ene ev two síructnrally related

residueswere presentira more than 75%of the Vfl segmenta from subgroup 4 used by

38 anti~B*27O5 elonotypes (Lauzurica et al.52; Barber et al.53). These metifa were at

variable frequency, dependung Qn each positien, among VP segments from otber

subgreups in these CTE(Figure 3). Te assess their putative significanee, the frequencies

of CDR1 and CDR2 motifa in anti~B*27O5 clonotypes were compara! with these in

unseleetedCD8~ PBE (Akolkar et al.9) (Table4). The motifs at any given position whose

frequency among anti~B*2705 clenotypes was more Ihan double that itt PBE were

assigned as the minimurn determinants of the observed Vf3 segment seleolion. Tite>’ were

the follewing: Met27, arad Asp/Asn2S ira CDRL, and Tyr47, Val52, and Asp/Glu59 in

CDR2. ‘«93 and ‘«[314 pessesscd the 5 CDR1 and CDR2 motifa so defined.

Vp13JGRb14,Vp13IGRbIÓ, andV¡317.1poasesaed4ef titeS motifa. Vp13.I/2, Vp13.4,

and V[315.l possessedonly three.Titis indicatesa close correlationbetweenparticular

CDRI+CDR2metifs and V9 usage by ~nti.B*2705 CTE. Titere was no olear correlation

with overalí hornelogy itt titese regions (Figure 3), suggesting that V[3 segmenta are

recruited based en certain residuos, rather titan en global CDR1 or CDR2 sequence

homolegy.

Most of these motifs were absent o rare (Met27) ira V~ segmenta from otiter

subgroups expressed ira anti~B*2705 CTL. Titis undicates that diese ‘«[3 segmenta were

not selected fer cheir sharing of the relevarat CDR1 or CDR2motifa with subgreup 4. A

likely explanatien for the presence of ‘«9 subgroups ether than 4 arnong anti~B*2705

CTE is that tite correspending TCRwere selected mairaly Qn che basis of TCRelementa

other titan the Vp segments. A Iikely example of titis was mentioned aboye concerning

[~E~l
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selectioraof Vo.7 irrespectiveof the ‘«¡3 subgroup.

Remarkably, B27-restricted CTE specifle for arthritogenic bacteria (Yersinia

enterocolitica) as well as autoreactive B27-specific CTE iselacedfor tbe synovial fluid

of patients with Yersinia-induced reactive artitritis used TCRwith a predominance of ‘«¡3

subfamilies from subgroup4 (‘«¡313, 14, arad 17) (Duchman et al.’5. The frequencyof

these ‘«¡3 segmeratsamong B27-dirccted autoreactiveCTL (57%> was similar tú that

found among eur anti~B*27O5 alloreactive CTL (Barber et al?3). This firading further

indicates tite relevarace of this ‘«¡3 subgroup in HLA-B27 directed responsesandsuggests

the pessibility of inmune maraipulation of patitogenetie T-cell responses against this

antigera.

6 Peptide-speciflc HLA-B27 restricta! T-ceII recognition.

I-IEA-B27-restricted peptides frem influenza NP(381-388) (Tussey et al.57), arad

NP (383-391), 1-11V gpl2O (3 14-322), MIV gag p24 (265-274) (Hueth et al.”), Epstein-

Barr virus (EB’«) EM.P2 (236-244) and EBNA3C (258-266) (Brooks et al.’9), HSP 60

(284-282) (Cerreraeet al.60), measles F protein (438-446) (van Biraneradijk et al.6m), arad

procollagen-CJI P109 (Gao et alA2) hayo been reponed. However, few studies hayo yet

addressed the issue of HLA-B27 subtype differences ira peplide presentatiera Lo self-

restricted CTE. Breoks et al.’9, used CTL responses tú EBVas a system tú identi~’ B27-

restricted epitopes. When CTL clones were tested against targeta expressing individual

EBV proteiras from recombinant vaccinia vectora, al] B*27O5~, B*27O2~ and sorne

B*27O4~restrictedclones recognized tite EBNA3C antigera. Ira addition, alt the EBNA

3C-speeifie clones tested from B*27O5~, B*2702, or B*2704-posiíive donors recognized

tite same immunodomuraant peptide. This was the firsí direct evidence that differerlt HEA-

4
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B27 subtypes cara preaent the same immunodominant peptide. In contrast, an EBV

EPM2-derived peptide was presented only by B*2704, Nevertheless,titis peptidebirada

te B*2705 ira vitre with similar eff¡cieney as the B*27O5~restricted EBNA 3C’peptide

(‘«i]ladangos et al.,63), suggesting titat factors other titan binding affinity to a givera

subtype can determinepeptide immunegenieity ira a particularHEA class1 centexí. Iii

anotiter study (Celbert et al.64) a B*27O5~restricted influenza NP (383-391)peptidewas

inefficieratly presented by B*2703, due to reduced affinity of tite peptide ¡br titis subtype.

E4
I-ligit affrnity arad presentadora by B*2703 could be iraduced by changirag Ihe amino- ¡JI;

terminal residue of the peptide frem Ser to Arg. Recently, Tussey et al.’7 have reported

that two overlapping peptidesfrom influenza, NP (381-388) and NP (383-391), are

restricted by B*2702 or B*2705, respective]y. Titese atudies indicate a large degree of E

specificity in viral peptide presentation, altheugh sorne peptides can be presented by

multiple subtypes. The molecular basis of the subtype specificity correlates’witit the

nature of the peptidie anchor residues. For instance, natural B*27O2~bound peptides

present mainly arematie er alipliatie C-terminal residues. B*27O5~bound peptides possess

beth basic, aromatie er aliphatic C-terminal residues. Sunce influenza NP (383-381)

peptide have C-terminal Arg, Ihis explains the specifleity of titis peptide ¡br B*2705 but

not B*2702. Tite overlapping peptide NP (381-388) has C-terminal Ile and can be

effxciently presented by B*2702 (Tussey et al.’1). Subtypepolymorphism, by modulatuiig

binding of peptides with related structure but differing in relevant ancitor residuca, ma>’

be effective ira presenting variant peptides resulting from mutational drift of viral

antigens, ñus adapting Mil-IC funetiera tú pathogen variationa.

Centrary te allorecognitien, where tite strueture of allospecifie epitopesis yet

uradefined, self-restricted T-celI recognitiora is amenable to a more detailed

k
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charaeterizatien of tite molecular interactions between peptide-speoif¡c TCR and self-

restricted epitepes. These studies have beera developed ira Ihe influenza system.’

Restricted TCRa and [3chaira usage itas been reported in tite response against NP (383-

391) peptide (Bewness et al.65). Ira particular, ¡3 chaina shewed a predominant use of ‘«[37

and hemologeus N+D[3 regioras. A CDR3conserasus motif could be defrned in positioras

96-100: QEx’«G. Ira titis motif, QE residues are centributed by Vj37, whule ‘«U residues

are in the N+D[3 regien. Tite negativo charge of 01u97 might p]ay an impertant role due

to its unteraetion witit tite peptidic Arg7, thus promoting selcetion of ‘«[37. Vp7.1 can use

Glu er Asp at positien 97, depending on the first nucleotide in tite N+D¡3 region. Ira Ibis

response Glu97 was always used (Callan et al.66). Since both residuos differ only in the

lengtit of their side chairas, titis suggests high restriction itt tite interaction of titis ‘position.

Furíher analysis of tite TCRlpeptide interaction in titis system waa carried out with

peptide variants (Bowness et al.67). Qn dic basis of X-ray analysis, peptide residues 1,

4, and 8 are accesaible te tite TCR(Madden et al?), Titus, titese positions in tite NP

(383-391) peptide were systematically changed to assess titeir relevance iii T-eell

recegnitien.Substitutierasof peptide Sal affected sorne CTL clones buí not others. Trp4

and Thr8 were crucial for recognition by alí testedCTL, so that even conservativo

charages greatly reduced lysis. Subatitutiens in residuo 7 also affected recognition without

alterung binding te HLA-B27, suggesting that in this peptide, tite Arg7 side chain is

oriented towards tite receptor. Tite effect of peptide changes on 1-celí recognition conid

be correlated witit tite TCRused by the corresporading CTL clones te assess the basis for

TCRselection itt titis response. NP (383-391)-speciflc CTE cenid be divided into twa

groups depending en titeir requirementfor Sen - Tite CTL that were affected used Va.14,

5a9,3, and a long CDR3a reglen with bulky aromatie residues, whereas those unaffeeted
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used ‘««12 arad short CDR3 a regiona. These data suggest Ihat tite a. chain int9racís

with the MMCclose te poptide residue 1. As mentiened ahoyo, tite importance of’the

peptidic Arg7 for irateraction with the TCRwould account fer tite oxistence of a 01u97

in the CDR3regien of the [3ehain of mest CTE.

7 Concluding remarka.

HEA-B27 polymerpitism provides an experimental systeniin which lo analyzetite

funetienal consequeneesof naturally occurrirag clasa 1 HEA microheterogoneityal a

molecularlevel. Drastie changesin HEA-B27 T-cell antigenicity are induced by oven

single amine acid substitutioras. Antigenie changes can be interpreted as att effect of

aubtype polymorpitiam en moduling peptide binding speeifieity. Although the general

mechanisma by which HLA pelymorphiam influences peptide presentation hayo been

established, largely as a consequence of X-ray analysia of peptide-MHC complexos, the

detailed effects of single amine acid changos en medu]aíing peptide specificity are yet

insufficiently known. Tite importance of such analysis ja justified by Ihe potentialiy great

effects of seemingí>’ subtle changes in antigen presentatiora and disease. For instance,

Itere are reperts of lack of association of particular HEA-B27 subtypes te

spondyloarthrepatity, at least in particular populatioras (López-Larrea et al.68, D’Amato

ot al.69), Titus, a molecular interpretation of the effects of subtype polymerpitism on

peptide binding and T-eell recognitionmay greatly enhance our undersLanding of HLA

variation ira its relationship to patitogeras arad elironie disease.

Ira additien, the molecular relationsitipa between TCR siructure arad HEA

recognitien can be appreached by detailed molecular analysis of apecifie TCRin titeir

relationship te T-cell aratigeras whose atructure can be ¡nodulated by 1-lEA or peptide
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microheterogeneity.Uraderstandingthebasisfor solectionof TCR repertoiresitt peptide-

spoeifie, allereactive or autoimniuneT-cell responsesma>’ identify potential targeta for

therapeutic iraterveratiera.
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Figure legends.

Figure 1.

Spacial location of che positioras that are polymorphic among HLA-B27 subtypes itt

che al arad a2 domairas. Bars indicate ti-it pesitioras ira which each subtype differs fi-orn

13*2705. The diagram shows a schematic top of view of the antigen-binding site of tite class

1 HEA melecule.Amine acid differences of HLA-B27 subtypcswicit B*2705 are Che following:

D—*Y74, D—>N77, arad L—*A81 ira 13*2701,D—*N77, T—ñSO, and L—÷ASIira 13*2702, Y—>H59

ira B’2703, D—*S77 and V—*E152 ira B*2704, D—*S77, H—>D1 14, D—+Yt 16, arad V—*13152 ira

13*2706, N—*S97, Y—4H113, H—+N114, D—*Y116 arad S—>R131 in B~2707 D—>S77, T—*N80,

L—*R82, and R—*083 ira 13*2708, and D—>H116 itt B~2709.

Figure 2.

TCR a arad p gene segments arad sequenceof Lite CDR3 reglen ira preductive

transcripts Lyon> anti..B*2705 CTE with identical ¡3 chairas. Va arad ‘«¡3 subfamulies are

indicated by number arad c]assifiedaceordingLo tite homologysubgrouplo whlch Che>’ bc]ong.

Tite 12SRFclonotype included CTE I2SRF, 12SLG, 6OSEG,4S15,11515,and 37SEGwhich

had tite same TCR but were elened indcpendently from tite saíne bulk population, CTE

1 1.SSEGsitewed an additienal but wcak crosareactionwith B~2702 (López et al.’).

Figure 3.

Comparisenof amino acid sequencesira CDRI arad CDR2 of Lhe V[3segrnents found

among aracl~B*27O5 CTE. CDR are defined as ira Chothia e[ a[.33. Vj3 segmerics are grouped

accerdingLo titeir homology subgroup(lis.). Tite number <N) of clonotypes in which cadi Vfl

segment was feurad, arad titeir total raumber from each subgroup (T), are given. itt titase

positioras ira which one er twa structurally similar residueswore fornid ira more titan 75% of

h.s.4 ‘«¡3 segmcnts,che eorrespondiragmotif ja shownen top, arad tite cerrespondingresidues

are boxed. Motifs appearing among anti~B*2705 clenetypes with a frequency more titan

deuble titat ira GDS PEE (see Table 4) are underlined.
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Tahle 2. Recognition of 13*2705 nndanfs by anti-HLA-1327 CTL’

Cli Pockec • Mutarits

Relative eytotoxieity

N0-50% 51-100%

Anti~B*27O5

A S167

Hill

9(69%> 4(31%)

10(76%) 3 (23%)

13

13

13 M45 7<5~%) 6(47%) 13

Anti~B*2703

A S167

HIll

3(20%) 12(80%)

3(20%) 12 (80%)

15

15

13 M45 12 (80%) 3 (20%) 15

Figures are tite number and (in parenchesis)pereent of CTE showing relative cytotoxicity

towardsche cerrespondiragmuLant ira tite range indicated on top of eacit columra. N: number of

CTE araalyzed with eaehmutant, DaLa are ¡‘ram Villadangos eC al.8.
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Table 3. TCR /i~ gene segment usage among anri~f3*2705 Clii

VI)

Hemolgy

Subgroup

Dono?

Total
(3M SR

a~fl*27O5

(N=11)

Control

(N=9)

cc~B*27O5

(N=15)

Control

(N=10)

a~B*27O5

(N=26)

Control

(N=19)

1 3 (27%> 4(44%) 3 (20%) 5 (50%> 6 (23%> 9 (47%>

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% 1(11%) 9(60%) 2 (20%) 15 (58%) 3 (16%)

Number (N) arad percentage

non-anti-1327 T-celJs(control>

of VI) segmentsfrom eaehsubgroup in

frem cadi donor. Values corresponding

anti~B*2705 CTL and itt

te anti~B*2705 CTE that

show statistically significant

uraderlined,

diffcrence (p <0.05>with tSe respective control are in boid arad
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Table 4. Recurrent mot¼ in VfS CDRI ciná CDR2regions among anhi~B*270S Cm

Positiora no Residue’ h,s.4

<N=22)2

aH

(N=38f

% ira CDSt PB!) Ratlo4

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 5 22(100%) 23(61%> 42 1.5

52 V 17 (77%) 17 (45%) 18 2.5

57 K 21(95%) 25 <66%) 53 1.2

58 U 22 (100%) 34 (89%) ‘75 1.2

59 D + E 22 (100%) 22 <58%) 28 2.1

60 V + 11 22 (100%) 31(82%) 54 1.5

61 P 18(82%) 23(61%> 46 1.3
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Footnotes to Tahle 4:

One or two structurally related residuespresent in at leasC 18 of che 22 clonotypesexpressing

Vj3 segments froni h.s. 4 (Figure 3).

2 Number and percentageof dic V~ segmentsfrom hg.4 or frorn all VI) segmentsin anCi~B*2705

clono[ypes chat have[he particular motif.

Added percentageof the ‘«¡3 subfamuliesexpressingtite correspendingmotif at each position,

amorag CDS PBE. Based en Akolkar et al.9,

~ % in alí 1 % itt CD8~ PBL. Motifs for which this ratio is >2(underlined> are iii boid,
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