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1.1. EL SISTEMA PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

El Sistema Principal de Histocompatibilidad (MHC) esta constituido por un conjunto de loci,
estrechamente ligados, codificantes de un grupo de moléculas que contribuyen al reconocimiento
de antigenos por los linfocitos T (1,2). El término histocompatibilidad hace referencia a que
estas moléculas son las responsables del rechazo de los transpantes de tejidos, debido a la
generacién, por parte del huésped, de respuestas de linfocitos B y T dirigidas contra los
antigenos MHC no propios (3). Este complejo parece estar presente en todos los Vertebrados,
aunque la mayor parte de los estudios se han centrado en los sitemas murino (H-2) y humano
(HLA). Entre las proteinas codificadas por el MHC se incluyen dos tipos de moléculas: las de
Clase 1 y las de Clase I, que difieren en sus caracteristicas funcionales, serolégicas y
estructurales, asi como en su distribucién tisular. Los antigenos de Clase I estdn constituidos
por dos cadenas polipeptidicas, unidas no covalentemente: la cadena pesada, que es una
glicoproteina de unos 350 aminodcidos, con un PM de 44 Kd y la cadena ligera, denominada
B,-microglobulina (B,m), que consta de 100 aminodcidos y posee un PM de 12 Kd (4,5). La
cadena pesada es altamente polimérfica, mientras que la ligera es invariante en humanos. La
cadena pesada se divide en tres regiones: extracelular que incluye 280 aminodcidos (aa),
transmembrana (25 aa) e intracitoplésmica (30 aa). La porcién extracelular consta de tres
dominios: &), a, y a, cada uno de los cuales est4 constituido por 90 aa aproximadamente (6).
El dominio @, se encuentra en la regién N-terminal y posee una porcién glicidica de 3,3 Kd,
unida por un enlace N-glicosidico a la Asn 86 (7). En ratén existe un sitio adicional de
glicosilacién en el residuo N176, y en algunos casos un tercero en N256 (8). Los dominios a,
y a, contienen un puente disulfuro intracatenario entre las Cys 101-164 y 203-259,
respectivamente (9). Los dominios @, y &, poseen una débil homologia entre s{ pero no con a,.
A su vez, a, es considerablemente homdlogo a los dominios constantes de las inmunoglobulinas.
La regién transmembrana es de naturaleza apolar y abarca los residuos 281-307. La regién
intracitopldsmica se extiende entre los residuos 309-340, aunque su logitud puede variar en
diferentes antigenos, y estd constituida mayoritariamente por amino4cidos hidrofilicos (10).
En su regién C-terminal posee un grupo de aminoécidos bédsicos que probablemente
interaccionan con los grupos fosfato de los fosfolipidos de membrana. Esta regi6n contiene
residuos, como la Ser en posicién 335, susceptibles de fosforilacién (11,12) y se ha implicado

en la interaccién con el citoesqueleto (13) y en la internalizacién de la moiécula (14).
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La B,m presenta una considerable homologia con @, y los dominios constantes de las
inmunoglobulinas (15,16). La asociacién entre la cadena pesada y la 8,m es indispensable para
la expresién de la molécula en la superficie celular (17).

Existen 3 loci que codifican 4ntigenos de Clase I, denominados A, B y C en humanos y D,
K y L en ratén (18). Se han descrito otros loci, cuyos productos pueden asociarse con la 8,m,
denominados E, F y G en humanos (19) y Qa y TLa en rat6n (20), aunque no esté claro si son
moléculas equivalentes en ambas especies. Los antigenos HLA-A,B,C est4n presentes en todas
las células sométicas y constituyen menos del 1% de las proteinas de membrana, existiendo
diferencias cuantitativas dependiendo del tejido. En fibroblastos y células del sistema nervioso
se encuentran en baja proporcin, mientras su concentracién es relativamente alta en células
pertenecientes al sistema inmune (linfocitos B y T, y macréfagos).

Los antigenos de Clase II constan de dos cadenas: a con un PM de 33-35 Kd y B de PM 26-
29 Kd (21). Ambas estdn insertadas en la membrana celular y presentan un sitio de glicosilacién
en una posicién equivalente. Cada una de ellas consta de dos dominios extracelulares (a, y @,
o B, y B,), una regi6én transmembrana, conectada a los anteriores por un péptido hidrofilico, y
un segmento intracitopldsmico, que termina en un grupo de amino4cidos cargado positivamente.
B, posee un puente disulfuro intracatenario entre los residuos 15 y 79, mientras que @, no
contiene Cys. Los dominios «, y B, tienen una fuerte homologia de secuencia con las
inmunoglobulinas. En rat6n existen dos subregiones de Clase II: I-A e I-E, mientras que en
humanos se han definido tres: DR, DP y DQ (22). Las cadenas B de estos antigenos son
polimérficas, mientras que las a poseen un grado de polimorfismo variable. La distribucién de
estas moléculas es més restringida que las de Clase I, expresindose en macréfagos, linfocitos
B y linfocitos T activados en algunas especies, aunque su expresién puede inducirse por
interferon-r (IFA-1) en muchos otros tipos celulares. En general, no se hard ulterior mencién
a los antigenos de clase I ya que los objetivos de esta tesis se han centrado en el estudio de

los antigenos de clase 1.

1.2. ORGANIZACION GENETICA DEL MHC Y ESTRUCTURA GENERAL DE LOS GENES
DE CLASE I

El complejo MHC est4 localizado en el brazo corto del cromosoma 6 en humanos y en el
cromosoma 17 en ratén. El gen que codifica la B,m se encuentra en €l cromosoma 15 en

humanos y en el 2 en ratén. El MHC humano comprende un segmento cromosémico de
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aproximadamente 3500 Kb, incluyendo 1600 Kb la regi6n de Clase I, 900 Kb la de clase I y
1200 Kb el segmento comprendido entre ambas (23,24). Existen de 17 a 20 loci de Clase I y
al menos 15 genes de las cadenas a y B de Clase IT (25). En cuanto a su disposicién, se ha
determinado mediante andlisis de haplotipos HLA recombinantes que los loci de Clase I (HLA-
A, By C) estdn situados en una regién mds cercana al telémero que los de Clase I1. La region
que se extiende entre los genes HLA-DR y HLA-B abarca un conjunto de genes, que incluyen
los que codifican ciertas protefnas del Sistema del Complemento (también denominados
antigenos de Clase IIT): C4A, C4B, Bf y C2, y los genes de la 21-hidroxilasa (21-OHA y 21-
OHB), TNFa y B, B144, HSP70 ("heat shock protein™), RD y BAT 1-9 (transcritos asociados
al locus HLLA-B) (23,24,26,27). La disposicién de estos genes se muestra en la Fig. 1. Los loci
B y C estdn separados por 130 Kb y los loci A y C por 600 Kb, aproximadamente (23).
Mediante anélisis de ligamiento se determiné un mapa fisico de esta regién que proponia una
distancia de 3.2 cM entre HLA-A y HLA-DP. HLA-A, B y C estin contenidos en un segmento
de 1cM, siendo la distancia de Ba C de 0,2 cM y la de C a A de 0,8 (19).

Los genes que codifican los antigenos de clase I constan de 8 exones (en algunos antigenos
7) separados por 7 intrones (28,29). El primer exén codifica una regién 5’ de 18 nucleétidos,
aproximadamente, que no se traduce en los genes humanos, seguida de los codones que
codifican los 24 aminoécidos del péptido sefial. Los exones 2 (270 nucleétidos), 3 y 4 (276
nucleétidos) codifican los dominios a,, @, y @,, respectivamente. El exén 5 (117 nucle6tidos)
codifica el segmento transmembrana y las regiones que lo flanquean, incluyendo 5 amino4cidos
hidrofilicos que forman parte del segmento intracitopldsmico. Los exones 6 (33 nuclestidos)
y 7 (48 nucleétidos) codifican el resto de los amino4cidos intracitoplasmaticos. El exén 8 es el
de mayor tamafio (cerca de 400 nucleétidos) pero sélo contiene dos nucleétidos codificantes
en su extremo 5’°, que junto con el filtimo nucledtido del exén 7 forman el codén del ltimo
aminodcido de la molécula. A continuaci6n, presenta la sefal de terminacién, codificando el
resto del ex6n el segmento 3’ no traducido que incluye la senal de poliadenilacion AATAAA
+ (30). En algunos antigenos, como B7, B27 y Bw58 el cod6n de terminacién se halla en el ex6n
7(29,31,32). La comparacién de distintas secuencias muestra una alta variabilidad en el extremo
5’ del gen (exones 1 a 3) y una relativa conservacién en el extremo 3’. Los intrones de diferentes
genes exhiben una baja homologia, sobre todo cuando se comparan distintas especies,

constituyendo una posible excepcién los extremos 5’ de los intrones 1, 3 'y 4 (29).
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Las secuencias de iniciacién de la transcripcién "CAT box" y "TATA box" se encuentran a
una distancia del extremo 5’ del primer exén de 80 y 55 pb, respectivamente (33). Los genes
murinos presentan la secuencia TATAAA cldsica, al igual que el antigeno HLA-E (34). Sin
embargo, los otros genes humanos, incluyendo los antigenos HLA-F y G, poseen en su lugar
la secuencia TCTAAA (29,34). En Cw3 la primera A de esta secuencia se halla sustituido por
una G. La transcripcién de los genes de Clase I estd controlada por varios elementos
reguladores, situados en la regién promotora: ICS ("IFN consensus sequence"), descrita en
algunos genes de Clase 1y Clase II, asi como en el gen de 8,m, controla la induccién de genes
de clase I en respuesta a IFN (35); "enhancer A" o CRE ("Class I regulatory element") (36-38)
y "enhancer B", descrito en el sistema murino (39). CRE une dos factores nucleares que estén
involucrados en el aumento de la transcripcion: H2TF1 y KBF1 (40). Esta actividad "enhancer”
se observa en células que expresan altos niveles de genes de Clase I. Existen datos que
muestran la existencia de regulacién génica de los genes de Clase I durante el desarrollo

embrionario, en distintos tejidos y en respuestas a varias linfocinas y virus.

13. ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LOS ANTIGENOS HLA
13.1. HLA-A2

Bjorkman et al. (41,42) determinaron la estructura tridimensional de la porcién extracelular
(dominios a,, a,, &, y B,m) del antigeno HLLA-A2 procedente de la linea linfobldstica (LCL) JY
(HLA-AZ2, B7), por difraccién de rayos X. Los resultados mostraron que los dominios a, y B,m
estan préximos a la membrana celular, probablemente con una orientacién horizontal. Ambos
tienen una estructura similar y constan de dos liminas B antiparalelas, conectadas por puentes
disulfuro, una compuesta por 4 cadenas B y la otra por 3 (Fig. 2A). Aunque su estructura es
semejante a la de los dominios de inmunoglobulinas (Ig) presentan un apareamiento diferente.
@, y B,m estdn conectados a través de la ldmina B de 4 cadenas pero se disponen formando un
4ngulo de 146°, con un desplazamiento adicional de la 8,m, hacia , y a,, de 13 A. Sin embargo,
los dominios constantes de Ig forman un é4ngulo de 180°. @, y a, poseen una estructura
préacticamente idéntica y se hallan relacionadas por un eje de simetria binario. Su regién N-
terminal est4 plegada formando una ldmina B antiparalela, constituida por 4 cadenas B, mientras
que la C-terminal tiene una configuracién de hélice a (Fig. 2A). En ¢, Ja regién helicoidal

consta de una hélice pequefia (residuos 50-55), seguida por una hélice a curvada de mayor
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esquemdtica de la porci6n extracitoplasmética de HLA-A2. B) Representacién esquemdtica
de la estructura secundaria de la molécula. C) Representacién esquemdtica de los dominios
@, ¥ a, desde la parte superior de la molécula, mostrando la superficie de contacto con el
TCR. C) Esqueleto de carbonos a de los dominios a, y a,
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tamafo (58-84), dispuestas con un 4ngulo de 110°. En a, también hay una hélice de menor
tamaifio (138-148) que precede a la mayor (151-173), formando un 4ngulo de 130°. La hélice
principal esta girada en el residuo 162. Este dominio posee, ademds, otra hélice corta (177-
180) en la zona de conexi6n con a, (Fig.2B). El residuo 101, localizado en la cadena B N-
terminal de a,, estd conectado por un puente disulfuro con el residuo 164, situado en la hélice
@ de mayor tamaio. Las 8 cadenas B de los dominios e, y a, estdn agrupadas simétricamente
formando una Gnica ldmina B antiparalela. Las dos hélices a atraviesan esta plataforma por su
parte superior y estin separadas en su parte central por una distancia de 18 A (Fig. 2C y D).
Estos dos dominios estdn conectados por puentes de hidrégeno entre las cadenas B N-
terminales, situadas en el centro de la ldmina, y por contactos entre la regién C-terminal de
cada hélice a y residuos de la ldmina B del otro dominio. @, y @, estdn dispuestos en la regién
distal a la membrana celular, por encima de a, y 8,m. La B,m interacciona con los tres dominios
de la cadena pesada, estableciendo contactos con las cadenas B centrales de a, y a, y con los
segmentos que conectan la ldmina B. Esto explica ¢l papel esencial de la B,m en la estabilizacion
de la conformacidén de la cadena pesada. La Asng, a la que estd unido el carbohidrato, estd
situada en un bucle que conecta @, y a,, en uno de los extremos de la cavidad existente entre
las dos hélice a.

Una de las caracteristicas mds importantes de la estructura tridimensional de HLA-A2 es
la presencia de una hendidura entre las dos hélices a, cuyas paredes estdn constituidas por las
cadenas laterales de algunos de los residuos que componen dichas hélices y su base por las
pertenecientes a las cadenas B centrales. Las caracteristicas de esta cavidad, junto con su
localizacién en la superficie de la molécula, sugieren que es la estructura encargada de unir el
antigeno extrafio para su posterior reconocimiento por el receptor de la célula T (TCR). Sus
dimensiones, aproximadamente 25 A de largo, 10 A de ancho y 11 A de profundidad, son
compatibles con la presentaci6n de una forma procesada del antigeno, probablemente un
péptido. Esta hipétesis estd corroborada por la presencia en este sitio de un material denso a
los electrones, que no pertenece a la cadena peptidica de HLA-A2. La densidad de este
material sugiere que es de naturaleza proteica, probablemente un péptido o mezcla de péptidos,

pero el nivel de resolucién y su probable heterogeneidad, no permiten determinar su estructura.



1.3.2. HLA-Aw68

Posteriormente se determind la estructura de HLA-Aw68 por cristalografia de rayos X, con
una resolucién de 2,6 A (43). Este antigeno difiere de HLLA-A2 en 13 posiciones, 10 de las
cuales se hallan en el sitio de reconocimiento del antigeno. A pesar de estas diferencias la
estructura general de las dos moléculas es similar, aunque ambas moléculas difieren
significativamente en la estructura fina y en la carga del sitio de unién. La caracteristica més
sobresaliente de Aw68 es la presencia de una cavidad cargada negativamente, que se extiende
por debajo de la hélice & del dominio a,, originada por la sustitucién de un residuo de His por
uno de Asp en posicién 74. Esta cavidad podria ser un subsitio para el reconocimiento de una
cadena cargada positivamente o del extremo N-terminal del péptido. La hendidura entre las dos
hélices a de HLA-Aw68 estd ocupada, como en HLA-A2, por un material denso a los
electrones que en este caso se extiende hasta la cavidad cargada negativamente. Los datos de
secuencia de otros antigenos HLA indican la probabie existencia de una cavidad similar en otras
moléculas HLA-A y B. Otras caracteristicas diferenciales de HLA-Aw68 son la presencia de
otra cavidad en la ldmina B del dominio a,, provocada por un cambio de Asp a Tyr en posicion
116, y de una elevacién que atraviesa la base del sitio en su parte central. HLA-AW68 y HLA-
A2 tienen en comiin la presencia de una cavidad prominente, de naturaleza hidrof6bica, que

se extiende debajo de la hélice a del dominio a, y tiene por base el residuo M45.

Brown et al (44) determinaron el patrén de residuos conservados y polimérficos de 26
secuencias de antigenos de Clase I y 54 de Clase II. Mediante esta comparacién, y basdndose
en la estructura tridimensional del antigeno HLA-A2, construyeron un modelo hipotético del
plegamiento de los antigenos de Clase II. Este modelo proponia la existencia de un sitio de
unién del antigeno con caracteristicas estructurales similares, en general, al sitio de unién
presente en los antigenos de clase I. Los dominios e, y B, podrian adoptar una estructura

similar a @, y B,m en los antigenos de Clase 1.

1.4. POLIMORFISMO DE LOS ANTIGENOS DE CLASE I

Los antigenos HLLA de Clase I presentan un gran polimorfismo, cuyo patrén es complejo y
difiere considerablemente del que muestran otras familias de proteinas polimérficas. Estas
familias presentan habitualmente un limitado ndmero de variantes que difieren de un subtipo

predominante en uno o dos amino4cidos. Sin embargo, los loci HLA-A, By C no presentan, en
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general, alelos predominantes, con la excepcién de HLLA-A2, y sus secuencias difieren unas de
otras en miltiples diferencias. Hasta el momento se han detectado 20 antigenos HLA-A, 40
HLA-B y 10 HLA-C, expresados a frecuencias significativas en la poblacién humana (45). Sin
embargo, estas cifras subestiman probablemente el némero total de antigenos HLA presentes
en la poblacién, ya que continuamente se detectan nuevos alelos a medida que se aplican
métodos mdés sensibles para el tipaje HLA. Las primeras secuencias se determinaron por
secuenciacién proteica de la cadena pesada, obtenida tras la solubilizacién de las moléculas con
papaina. Asi, se obtuvo la secuencia de los dominios a,, a, y a, de B7 (6), B27 (46), A2 (47),
A28 (48) y Bw60 (49). Posteriormente, se determinaron las secuencias de otros antigenos
utilizando técnicas bioquimicas diferentes o por la secuenciacién del DNA que las codifica.
Hasta el momento se conocen 25 secuencias de antigenos HLA-A, 35 HLA-By 18 HLA-C (Fig.
3), cuya comparacién ha permitido asociar algunas de sus caracteristicas estructurales y
funcionales.

La comparacién de las secuencias de los antigenos MHC ha mostrado la existencia de 31
residuos especificos de locus, 22 de los cuales se hallan en los dominios transmembrana e
intracitopldsmico. Los antigenos HLA-A, B y C difieren también en el tamafo de estos
dominios. Un anélisis de las diferencias de amino4cidos entre pares de secuencias HLA ha
mostrado una mayor semejanza entre productos de un mismo locus que entre los
correspondientes a loci distintos. El loci C presenta un mayor parecido al B que al A (50).

El polimorfismo se extiende a lo largo de toda la molécula pero se concentra principalmente
en los dominios a@; y o, La variabilidad en el dominio a, es menor, especialmente el los
productos del locus B, de forma que 26 de las 35 secuencias conocidas son idénticas en este
dominio. Las moléculas A y C poseen un grado de variacién mayor. Un aniélisis de la
variabilidad por el método de Wu & Kabat ha permitido detectar algunos residuos con un alto
indice de variabilidad (50). Estos residuos exhiben de 3 a 6 amino4cidos distintos y
corresponden generalmente a cambios drésticos, mientras que, en la mayor parte de los de baja
variabilidad solo se han detectado dos amino4cidos y los cambios son més conservativos. Se han
detectado regiones de alta variabilidad en secuencias pertenecientes a los tres loci aunque su
ndmero y distribucién es diferente (Fig. 4). Las 20 posiciones con mayor grado de diversidad
se encuentran en el sitio de unién del antigeno y, por su disposicién, 16 de ellas podrian

interaccionar con el péptido, dos con el TCR y dos se hallan en posiciones intermedias, de
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Figura 4.. Comparacién de la variabilidad en la secuencia de aminoacidos de los dominios
extracelulares de los antigenos HLA de clase | . Los pardmetros de variabilidad se
calcularon, segin el método de Wu y Kabat, en tres grupos de secuencias: 25 HLA-A, 35
HLA-By 18 HLA-C. Los sombreados representan: ssmposiciones de alta variabilidad (V 2
4,0); =mm posiciones de variabilidad intermedia (3,0 € V < 4,0);mmw posiciones con baja
variabilidad (1,0 < V < 3,0). Las regiones que no muestran variabilidad (V=1) estdn sin
sombrear. En la parte superior estd representada la estructura secundaria de cada dominio.
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Tabla L. Posiciones de alta variabilidad de las moléculas HLA-A, By C

Variabilidad®
Posicién HLA-A HLA-B HLA-C Contacto Potencial’
Q,
9 91 4,8 10,0 Péptido
24 7,0 Péptido
45 10,0 Péptido
62 13,9 TCR + Péptido
63 4,2 Péptido
67 13,5 Péptido
69 4.8 TCR
70 6,4 Péptido
77 6,2 Péptido
80 7,0 Péptido
81 5,0 Péptido
82 55 TCR
Q,
95 5.4 50 Péptido
97 58 14,0 Péptido
99 52 Péptido
114 83 6,2 Péptido
116 6,3 15,9 10,2 Péptido
152 5.9 55 Péptido
156 8.3 5,6 10,3 Péptido
163 8.1 TCR + Péptido

* Variabilidad determinada por Bjorkman y Parham mediante el método de Wu y Kabat (50).

Se han considerado como posiciones de alta variabilidad aquellas que tienen un indice mayor
de 4,0.

® Contacto potencial de acuerdo con su localizacién en la estructura tridimensional (41,42)
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forma que pueden ser relevantes en los dos sentidos (Tabla I). La posicion 45, que es altamente
polimérfica, constituye la base de una cavidad que es una continuacién del sitio de uni6n del
péptido y podria ser importante para que éste tenga lugar. La comparacion de las secuencias
HLA indica la conservacién de esta cavidad en todos los antigenos HLA-A, con excepci6n de
A1, mientras que en los B habria sufrido una diversificacién considerable (43). Las estructuras
de Aw68 y A2 demuestran el efecto del polimorfismo en la forma y en la distribuci6n de las
cargas en el sitio de unién del antigeno (41-43). De esta forma, se crearian o alterarfan
subsitios que podrian servir para la uni6n de cadenas laterales del péptido. Esto sugiere que
los cambios estructurales son los responsables de la especificidad de los antigenos HLA por
péptidos antigénicos.

Aunque muchos residuos del sitio de unién del antigeno muestran algin grado de
diversidad, una serie de residuos (M3, F22, G26 en todos los antigenos € Y7 y A24 en los A),
localizados en las ldminas B del dominio «, estdn completamente conservados. Esto contrasta
con que los residuos pertenecientes a @, que forman parte de la base del sitio se encuentran
entre los de mayor variabilidad. También se han detectado diferencias significativas entre los
productos de los tres loci HLA en cuanto a la distribucién de la diversidad en las hélices a. La
hélice a del dominio @, presenta una gran diversidad en los productos del locus B, pero estd
altamente conservada en los antigenos C, y en los A presenta una variabilidad intermedia. Sin
embargo, la hélice a del dominio «, es m4s variable en las moléculas A que en las By C.

Destaca la conservacién de varios residuos arométicos, entre los que se incluyen un grupo
de tirosinas, cuya situacién permitiria su interaccién con péptidos antigénicos. Otra peculiaridad
del sitio de uni6én del antigeno de las moléculas de Clase I es un puente salino que enlaza el
extremo N-terminal de la hélice a, y el extremo C-terminal de la hélice «,. Los residuos que
forman este enlace (E55 y R170) estan conservadas en todas las secuencias de Clase I, con
excepcion de Cw3, E y G. Ademds, este extremo se encuentra relativamente cerrado por la
presencia de una serie de residuos aromaéticos, conservados en su mayoria. El extremo opuesto
del sitio se halla parcialmente bloqueado por una Tyr conservada en posicién 84.

Las sustituciones de los antigenos de Clase [ pueden alterar el repertorio de péptidos y de
TCR que interaccionan funcionalmente con estas moléculas. Muchas de las posiciones de a,,
@, y @, que no estdn en el sitio de unién del péptido muestran baja variabilidad. Este

polimorfismo podria afectar, mediante influencias indirectas sobre el sitio de unién, la afinidad
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por péptidos y/o TCR. El hecho de que el polimorfismo de los antigenos HLA-A, By C sea

diferente sugiere la existencia de una posible diversificacién funcional entre los productos de

estos loci.

1.5. SUBTIPOS NATURALES DE LOS ANTIGENOS HLA

Los distintos antigenos HLA se han detectado principalmente por su reactividad diferencial
con los antisueros de serologia cldsica, procedentes de mujeres multiparas y de sujetos
politransfundidos. Mediante estos antisueros se han definido un gran nimero de especificidades
HLA. Sin embargo, el andlisis de la reactividad de estos antigenos con CTL alogénicos o
restringidos, con Acm, asi como la utilizacién de técnicas bioquimicas, tales como el
electroenfoque, ha revelado la existencia de una diversidad adicional. Por ejemplo, se han
detectado variantes de los antigenos HLA-A2, A3, A11, Aw68, B7, B13, B27, B44, B51, Cw2y
Cw6 (50). La mayoria de ellos difieren en un ndmero reducido de sustituciones que
generalmente se encuentran localizadas en el sitio de unidn del antigeno. El anélisis molecular
de estos subtipos ha permitido establecer una correlacién entre algunos cambios de amino4cido
y el comportamiento funcional de determinados antigenos.

Entre los subtipos mejor estudiados se encuentran los del antigeno HI.A-A2. Hasta el
momento se han caracterizado, por secuenciacién proteica o de DNA, 10 subtipos del antigeno
HLA-A2, que difieren entre si en 1 a 6 residuos (51 y R. Castaiio, manuscrito en preparacion).

El antigeno HL.A-B27 presenta 6 subtipos y en el resto de los antigenos sélo se han detectado

dos subtipos.

1.6. DETERMINANTES SEROLOGICOS DE LOS ANTIGENOS HLA

La comparacién de secuencias de antigenos HLA que son reconocidos por un Acm
determinado ha permitido correlacionar algunos patrones de posiciones polimérficas con la
distribucién de un epitopo particular (52). No obstante, este andlisis presenta una serie de
limitaciones debido a que la mayoria de las especificidades HLA difieren en moltiples
sustituciones, repartidas en distintos segmentos de la molécula y que posiblemente no
contribuyen de la misma forma al reconocimiento. Ademas, un epitopo dado puede resultar de
una combinacién Gnica de residuos variables, cada uno de ellos comtn a otros antigenos. Esto
ha conducido a la aplicacién de otras aproximaciones experimentales, encaminadas a delimitar

las 4reas de la molécula involucradas en los epitopos serol6gicos, entre las que se encuentran
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la utilizacién de péptidos sintéticos y el andlisis de la reactividad de variantes y mutantes.

1.6.1. Caracterizacién de determinantes serolégicos mediante péptidos sintéticos

Otra aproximacién utilizada para definir las regiones implicadas en el reconocimiento
serol6gico ha sido la generacién de anticuerpos contra péptidos sintéticos, derivados de la
secuencia de una proteina. La principal limitacién de esta técnica es que la mayoria de los
anticuerpos reconocen epitopos formados por regiones que, a pesar de su proximidad
conformacional, pueden ser discontinuas en la secuencia lineal. Aunque no se conocen con
precision las bases del reconocimiento de proteinas nativas por este tipo de anticuerpos (53),
esta aproximacion ha sido 1til para la obtencién de antisueros de especificidad predeterminada
y para el mapeo de epitopos de relevancia funcional en algunas antigenos MHC (54-59).

Asi, se generaron anticuerpos contra un péptido, que comprendia los residuos 39-50 de
HILA-B7, capaces de reaccionar con las cadenas pesadas de antigenos HLA-A y B en ensayos
de transferencia a membranas de nitrocelulosa. Sin embargo, no inmunoprecipitaban el
complejo HLA/B,m de lisados celulares (55). Posteriormente, se detectd que un péptido
derivado de la secuencia 61-83 de B7 inducia anticuerpos que reconocian especificamente la
cadena pesada de HLA-B7 s6la o acoplada con la 8,m (56). Estas observaciones sugerian que
el péptido mimetizaba un sitio aloantigénico expresado en B7 que era independiente de B,m.
Un Acm generado contra el péptido que reproducia la secuencia de un antigeno de Clase I de
conejo en el segmento 61-73, reaccionaba especificamente con células que expresaban dicho
antigeno (57). Recientemente, Bouillot et al.(58) han generado 9 antisueros especificos de
péptidos sintéticos que mimetizan las regiones con mayor indice de polimorfismo e hidrofilia
de los antigenos HLLA-A2 y B7. Determinaron la especifidad de estos antisueros frente a las
moléculas HLA-A1, A2, A3, B7 y B27 purificadas, en ensayos de ELISA. Dos de ellos (A2.170-
185 y B7.99-118) reconocian al péptido inmunizante pero no a la molécula HLA. Los péptidos
A2.139-159 y B7.65-82 eran los que mostraban mayor especificidad frente a las moléculas HLA
de las que procedia su secuencia. El dltimo habia sido obtenido con anterioridad y mostraba
reaccién cruzada con Bw60 (59). El péptido B7.164-187 aunque reaccionaba preferencialmente
con B7, reconocia parcialmente a B27 y A3. Los antisueros generados contra el resto de los
péptidos (A2.56-69, A2.68-85, A2.98-113 y B7.138-157) reaccionaban cruzadamente con varias
moléculas HLA.
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1.6.2. Reactividad de anticuerpos anti-HLA con variantes naturales y mutantes
E! anilisis de la reactividad de Acm con variantes naturales ha permitido delimitar con
mayor precisién algunas regiones de la molécula que intervienen en los determinantes
serolégicos, debido al limitado nimero de sustituciones que presentan.

La contribucién de segmentos cortos de la molécula y de posiciones individuales a los
epitopos reconocidos por Acm se ha definido mediante la construccién de mutantes, generados
por mutagénesis dirigida, y de moléculas recombinantes de distintos antigenos HLA. En la
mayoria de estos estudios Ias mutaciones se han introducido en posiciones polimérficas, algunas
de las cuales varian en diferentes subtipos. Mediante esta aproximacion se han identificado tres
epitopos serol6gicos no solapantes en HLLA-A2, uno de los cuales estd localizado entre los
residuos 62 y 67, el segundo implicaria al residuo 107 y el tercero no se altera por sustituciones
en las posiciones anteriores (60). Esta Gltima regién podria incluir el segmento 140-150,
previamente definida por comparacién de secuencias (52). El examen de mutantes en posiciones
individuales ha revelado que la posicién 149 de HLLA-A2 estd implicada en los determinantes
reconocidos por algunos Acm, mientras que la contribucién de las posiciones 152 y 156 de este
antigeno seria considerablemente menor (61,62). La regién 70-80 también posee relevancia
serologica, ya que la sustitucién de los residuos de A2 en este segmento por los que presenta
B7, genera el determinante serolégico supertipico Bw6 (60). Aunque la regién 62-80 estd
implicada en los determinantes reconocidos por algunos Acm, la mayoria de las sustituciones
en este segmento no ejercen un gran efecto en la especificidad serolégica de la molécula.

El estudio de las posiciones involucradas en los epitopos serolégicos, mediante la
construccién de moléculas hibridas A2/A3 (63), ha mostrado que las posiciones 142 y/6 145 y
la 152 contribuyen a los determinantes serolégicos reconocidos por algunos Acm especificos de
A2. Los residuos 127, 152y 161 forman parte los epitopos reconocidos por Acm especificos de
A3. La utilizaci6n de moléculas hibridas B7/B27 mostré que la mayoria de los determinantes
antigénicos de B7 estaban localizados en el dominio @, de la molécula. En este estudio se
. definieron 4 dreas importantes: residuos 82 y 83, asociados con el determinante Bw6; posiciones
63, 67 y 70; segmento 177-180 y posicién 9, definida mediante un aloantisuero humano (64).

La comparacién de secuencias y los estudios realizados con variantes y mutantes, han
mostrado que la mayoria de los residuos implicados en el reconocimiento por Acm estdn

localizados en las hélices a de los dominios @, y a,. En cada epitopo, al menos uno de los
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residuos que lo constituyen se encuentra expuesto hacia el solvente, lo que explica su
accesibilidad. No obstante, no se puede excluir que algunas sustituciones provoguen cambios
conformacionales en otros residuos que afecten a la unién del Ac. Generalemente, los residuos
localizados en la base del sitio de reconocimiento del antigeno no parecen ser criticos para el
reconocimiento de las moléculas de Clase I por Ac (42). La mayor parte de los determinantes
serol6gicos implican posiciones de un solo dominio, a, o a,, o que contrasta con los epitopos

reconocidos por CTL, que generalmente requieren aminoacidos de los dos dominios (65,60).

1.7. RESIDUOS IMPLICADOS EN EL RECONOCIMIENTO POR CTL
1.7.1. Variantes naturales

La mayoria de los cambios ocurridos en los subtipos se encuentran localizados en el sitio
de unién del antigeno, lo que explica su reconocimiento diferencial por CTL y muestra su
relevancia funcional. En algunos casos un tnico cambio puede alterar criticamente el epitopo
reconocido por la célula T, variando la especificidad antigéncia del subtipo. Las sustituciones
de los subtipos se pueden englobar en tres categorias por su localizaci6én en la estructura
tridimensional (41,42): 1) residuos orientados hacia el sitio de unién del antigeno, situados en
las hélices a y en las ldminas 8. Estos residuos estarian parcial o totalmente tapados,
especialmente los que se encuentran en las l4minas B, por 1a unién del antigeno. Su efecto en
el reconocimiento por CTL se deberia, fundamentalmente, a su efecto sobre la unién de
péptidos antigénicos; 2) residuos localizados en el sitio de reconocimiento que apuntan hacia
su exterior. La sustitucién de estas posiciones podria afectar, principalmente, la interaccién con
el TCR; 3) residuos situados fuera del sitio. Algunos de ellos podrian interaccionar con el TCR
y otros, por €l contrario, podrian no ser relevantes para el reconocimiento. La mayoria de las
variantes que poseen este tipo de sustituciones, presentan generalemente al menos otro cambio
en el sitio de unidn.

La mayor parte de los datos de reconocimiento de vartantes por CTL provienen de los
estudios realizados en A2, A3, B7 y B27. Todos los subtipos del antigeno HLLA-A?2, incluyendo
aquellos que presentan una Unica sustitucién, como la variante A2-OZB cuyo tinico cambio se
encuentra en el domino a,, son reconocidos de forma diferencial por CTL alorreactivos. El
polimorfismo en los subtipos de A2 altera también los determinantes de restriccién de antigenos

virales o antigenos menores de histocompatibilidad (rev. en 51). Del mismo modo, los dos
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subtipos del antigeno HLA-A3, que difieren en las posiciones 152 y 156, tienen un
comportamiento distinto frente a CTL alogénicos (67) y restringidos (68).
El andlisis de la reactividad de subtipos con CTL ha mostrado que los residuos incluidos en
los segmentos 77-80 y 146-160 se encuentran entre los de mayor relevancia en el reconocimiento

por CTL. Estos resultados concuerdan con los obtenidos con los mutantes de H-2 (69).

1.72. Mutantes
Mediante la construccién de mutantes se obtuvo una informacién més precisa acerca de la

relevancia de posiciones polimérficas en los epitopos reconocidos por CTL alorreactivos. Un

gran nimero de estos estudios se han centrado en el antigeno HLA-A2. Las principales
caracteristicas del reconocimiento por CTL alorreactivos, determinadas mediante mutantes de
este antigeno HLA, son:

1.- La contribucién de las posiciones localizadas en las hélices a del sitio de reconocimiento
del antigeno. Entre éstas destacan la 152 y la 156 (61,62,70). Aunque el efecto ocasionado
por una sustitucién depende del aminodcido introducido, la posicién 152 parece critica en
todos los casos, mientras que la 156 tiene efectos variables (61). La construccién de mutantes
de HLLA-A3 ha mostrado, también, que el residuo 152 es esencial para el reconocimiento de
este antigeno por CTL alogénicas y restringidas (71,72). Las posiciones del segmento 62-
83, en a,, juegan también un papel importante (66). Algunas posiciones, como la 66 y 62-
63, son m4s relevantes que otras, como la 70 y 74.

2.- El TCR no reconoce necesariamente la superficie total de las dos hélices a, segiin sugiere
el que ciertas posiciones que apuntan hacia el TCR, como la 65 y 76, no afecten a la
reactividad de todos los CTL (66).

3.-La importancia de posiciones situadas en la lamina B8 que forma la base del sitio de
reconocimiento del antigeno, entre las que se encuentran la 9 y la 95 (66,70). Esto se debe
probablemente a la modulacién de la unién de péptidos antigénicos. Las sustituciones
individuales en los residuos 43 y 107, que se encuentran en un bucle fuera del sitio de unién
del antigeno, no tienen ningin efecto en el reconocimiento por CTL alogénicos o
restringidos (66,71,72)

4.- Los CTL pueden reconocer una gran diversidad de epitopos, muchos de los cuales implican

posiciones distantes en la molécula (66,70).
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5.- Los determinantes serolégicos y los reconocidos por CTL no implican necesariamente los
mismos residuos. Asi, la posicién 149, que es importante en los determinantes serol6gicos,
tiene una contribucién menor en los epitopos reconocidos por CTL (61,62). La mayor
transcendencia de las posiciones 152 y 156 puede deberse a que se hallan orientadas hacia
el interior del sitio, mientras que la 149 se extiende fuera de é] (42).

Existe un claro paralelismo entre las posiciones relevantes en el reconocimiento alogénico

y en el restringido, ya que ambos involucran posiciones que estdn orientadas hacia el interior

del sitio de unién (73-76). El reconocimiento por CTL especificas de determinados péptidos

virales, en el contexto de mutantes de HLA-A2, ha destacado la importancia de las posiciones

152 y 156 y la intrascendencia del residuo 149 (75). Estos estudios han mostrado también una

contribucién diferencial de distintos residuos, dependiendo del péptido contra el que va dirigida

la respuesta (74,76). Esto sugiere que la localizacién exacta de distintos péptidos en el sitio de
unién del antigeno no es la misma en todos los casos.

El anilisis de los epitopos reconocidos por células T mediante mutagénesis dirigida de
antigenos de clase II humanos (77,78), asi como de antigenos H-2 (65,79-81), han conducido

a unas conclusiones similares a las obtenidas con los mutantes de HLA-A2,

1.8. EVOLUCION DE LOS ANTIGENOS MHC

La relacién estructural y funcional de los antigenos MHC de Clase I y II sugiere su origen
por duplicacién de una secuencia ancestral comiin. El antecesor comtn estaria constituido por
una sola cadena polipeptidica, semejante a las de los antigenos de Clase II actuales (82). Los
distintos loci habrian surgido por duplicaciones posteriores.

El polimorfismo MHC es peculiar ya que la variabilidad no estd repartida de forma
homogénea a lo largo de la molécula, concentrdndose principalmente en los dominios ¢, y a,
{83). La mayor parte de las sustituciones en los exones codificantes de estos dominios suponen
un cambio de amino4cido, lo que contrasta con la situacién en el otro extremo del gen, en el
que predominan las mutaciones silenciosas (84). El extremo 5’ del gen posee, ademds, una alta
frecuencia del dinucleétido CpG, mientras que en el extremo 3’ este se encuentra en la misma
proporcién que en el resto de los genes eucariotas (85). Se ha sugerido que los fen6menos de
conversion génica podrian ocurrir esencialmente en esta regién rica en CpG (86), contribuyendo

este dinucleétido a la delimitacién de los eventos de conversi6n (84). Estas caracteristicas
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sugieren la actuacién de un proceso de selecci6n positiva en la generacién de la variabilidad de
los antigenos de Clase I, probablemente correlacionado con la funcién de estas moléculas. Los
dominios a, y a, constituyen el sitio de unién de péptidos antigénicos (42), por lo que un alto
grado de diversidad en esta regién seria ventajoso para hacer frente a la gran variedad de
patégenos existentes. El mantenimiento del polimorfismo en una poblacién podria deberse a
una ventaja de la heterocigosis (87). Dada la funcién de los antigenos MHC, los individuos
heterocigotos serian ventajosos debido a que la expresién de diferentes moléculas multiplicaria
su capacidad presentadora de péptidos (82). La seleccidén de un nuevo alelo tendria lugar si
supusiera una mejora de la respuesta inmune frente a un antigeno o patégeno prevaleciente en
ese momento en la poblacién.

Una de las principales cuestiones sin resolver en la evolucién de los antigenos MHC es la
tasa en la que el polimorfismo entra en la poblacién. El punto de vista tradicional sostiene que
el polimorfismo se adquiere por divergencia de la proteina original, durante el periodo de
tiempo en el que existe la especie (88). Las especies nuevas se originarian a partir de un
pequefio nimero de individuos que expresan una determinada variante que posteriormente se
convertiria en mayoritaria en la poblaci6n. La extension de esta teoria a los antigenos MHC
supondria los siguientes puntos: 1) la mayoria de la variabilidad encontrada en una especie se
habria generado en individuos de esa especie; 2) distintas especies no compartirian
generalmente el mismo polimorfismo; 3) la actuacién de mecanismos mutacionales especificos
sobre los genes MHC.

Klein et al. (88,89) han propuesto un modelo de evolucién transespecies que contradice
muchos de los puntos asumidos en el punto de vista tradicional. Este modelo se basa en las
siguientes consideraciones: 1) una especie nueva heredaria de sus antecesores un conjunto de
alelos MHC; 2) diferentes especies compartirian muchos de los elementos de variabilidad
encontrados en las moléculas MHC; 3) la acumulacién de nueva diversidad en los alelos MHC
serfa lenta y no se deberia a mecanismos hipermutacionales dirigidos especificamente contra
ellos.

Una de las evidencias mas fuertes a favor de la evolucién transespecies es la homologia
existente entre algunos antigenos de Clase I humanos y de chimpancés. La secuenciacién de 9
c¢DNA, correspondientes a cadenas pesadas de antigenos de Clase I de chimpancé (Pan

troglodites) (ChLA), mostré un patrén de sustituciones especificas de locus, semejante al que
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presentan los loci HLA (90,91). Asi, 5 de ellas se podian encuadrar en el locus ChLA-B, tres
en €l ChLA-A, una en el ChLA-C y una en el ChLA-F. No se han detectado secuencias
caracteristicas de especie que permitan distinguir los antigenos HLA de los ChLA; sin embargo,
ambos se pueden diferenciar de alelos de otras especies m4s alejadas evolutivamente. Estos
resultados, junto con los obtenidos en ensayos de "Southern blot", sugieren una organizacion y
un nimero de genes MHC similar en las dos especies. El hecho de que determinados alelos
humanos estén m4s relacionados con algunos de chimpancé que con otros de la misma especie,
sugiere que las bases estructurales de esta familia de alelos se establecieron en un antecesor
comdn a humanos y chimpancés, de forma que la evolucién posterior s6lo anadiria pequefias
modificaciones (84,90,91). En este sentido, mediante comparacién de secuencias, se ha estimado,
asumiendo un origen comiin de sustituciones idénticas, que menos del 20% de las sustituciones
que presentan los antigenos de Clase I contempordneos son posteriores a la divergencia entre
ambas especies (84).

En primates menos evolucionados, como los del Nuevo Mundo (Sanguinus oedipus), los
antigenos MHC presentan un escaso polimorfismo, detectindose 11 genes de Clase I en un
panel de 79 individuos no relacionados. La secuenciacién de estos genes revel6 su estrecha
relacién con antigenos de Clase 1 no cl4sicos, 10 de ellos con HLA-G, y el restante con HLA-
F (92).

La comparacion de alelos de clase II de primates y de roedores sugiere que }a evoluci6n es
lenta y que el polimorfismo se ha acumulado por diversificacién dentro de cada especie y
transmisién a la siguiente durante la especiacién (93,94).

Se han propuesto diferentes mecanismos para la generacién de diversidad en los antigenos
MHC. La conversi6n génica es el mecanismo que ha operarado, probablemente, en la
generacién de la mayoria de los mutantes de H-2K" (69). La comparacién de la secuencia de
nucleétidos de estos mutantes sugiere la transferencia no reciproca de fragmentos cortos de
DNA de otros genes de clase I, incluyendo algunos no cldsicos, al gen de H-2K". En la especie
humana también actuan estos mecanismos, pero la transferencia entre alelos del mismo locus
es mas frecuente que entre loci distintos (84,95), como ocurre en ratén.

Entre los mecanismos que pueden contribuir a la generacién del polimorfismo de los
antigenos de Clase I se encuentran (82):

1.- Recombinacién homéloga. Por ejemplo, la generacién del antigeno HLA-Bw42, detectado
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en Negros africanos, ha podido ocurrir por un proceso de recombinacién entre B7 y B8 ya
que es idéntico al primero en los exones 1y 2 y al segundo en los exones 3-8. Una situacién
similar se da en HLA-Aw69, proviniendo sus exones 1y 2 de HLA-Aw68.1 y 3-8 de HLA-
A2.1.

2.- Conversion génica entre alelos. Asi se habria originado, por ejemplo, el subtipo mongoloide
HLA-B13.1 que difiere en 3 residuos (94, 95 y 97) del subtipo caucasoide B13.2, provocados
por 6 sustituciones de nucledtidos. Las secuencias de estos subtipos son similares a otros
alelos del locus B en esta regién, lo que sugiere su generacién por conversién alélica. Del
mismo modo el subtipo mongoloide HLLA-A2.3 se habria originado por una donacién de los
codones 149 a 156 de HLA-A10 a HLA-A2.1.

3.- Conversi6n génica entre loci. Un mecanismo de este tipo explicaria que ciertos alelos HLA-
Ay B compartan la secuencia 79-83, que determina el epitopo serol6gico Bw4. Del mismo
modo, se ha detectado que el segmento que codifica los residuos 53-96 del dominio ¢, de
HLA-Bw46 deriva claramente de HLA-Cw11.

4.- Mutacién puntual. Por ejemplo, HLLA-B14 presenta una tnica sustitucién en el codén 11
respecto de Bw65, probablemente provocada por un mecanismo de este tipo. En el caso de
los subtipos de A2, las sustituciones en las posiciones 43, 95 y 156 de los subtipos A2.2F,
A2.2Y y A2.4C, respectivamente, podrian haberse generado por mutaciones puntuales. Este
podria ser el caso también de los cambios en la posicicién 99 de A2.4b, 66 de A2,4cy 236
de A2-OZB.

5.- La generacién de la mayoria de los antigenos probablemente requiere una combinacién de
varios eventos genéticos. Por ejemplo, HLA-Bw41 es idéntico a Bw60 en el dominio «a,,
mientras que en el dominio a, difiere de B8 en dos sustituciones contiguas en los residuos
95 y 97. Su origen se explicaria por una recombinacién entre Bw60 y B8, seguida por una

transferencia de un segmento corto de DNA o por una doble mutacién puntual.

1.9. HLA-B27

La especificidad serolégica HLA-B27 posee una relevancia especial debido a su fuerte
asociacién con la espondilitis anquilosante, el sindrome de Reiter y otras espondiloartropatias
(96,97), una de las mayores detectadas entre un antigeno HLA y una enfermedad. El andlisis

de la reactividad de este antigeno con Acm, de su movilidad en electoenfoque y de su
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reconocimiento por CTL alogénicos y restringidos, puso de manifiesto la existencia de un
conjunto de moléculas diferentes englobadas dentro de lo que anteriormente se habia

considerado como una especificidad HLA dnica.

1.9.1. Deteccion de los subtipos de HLA-B27
1.9.1.1. Subdivisién de B27 conp Acm

Grumet et al generaron un Acm frente a B27 denominado B27M2 (98), cuyo determinante
sélo estaba presente en un 87% de los individuos B27+. Mediante estudios de familia se
cornprbb(’) que las moléculas B27M2+ y B27M2- constituian variantes de este antigeno, ya que
su reactividad no estaba asociada a ningtin otro antigeno HLA. Posteriormente, se detect6 la
existencia de un tercer grupo de células B27 que presentaban una reactividad intermedia con
este Acm (99,100).
1.9.1.2 Reactividad de B27 con CTL alogénicos

La generacién de CTL alogénicos en sistemas en los que las células estimuladoras y
respondedoras eran ambas B27+, pero pertenecientes a distintos individuos, puso de manifiesto
la existencia de dos variantes de este antigeno: W y K (101). Un estudio posterior mostré que
los CTL generados frente a estos subtipos se dirigian contra dos tipos de determinantes, uno
comiin a ambos y otro especifico de subtipo (102). Con un panel de individuos més amplio se
demostré la existencia de un tercer subtipo al que se denominé C y que se encontraba
predominantemente en individuos orientales (103). Algunas células B27+ no eran lisadas por
CTL especificos de cada uno de estos tres subtipos, permitiendo definir una cuarta variante de
este antigeno, B27D (104).

Otros estudios mostraron también el comportamiento diferencial de estos subtipos frente
a clones de CTL. Asi, un clon de CTL especifico de B7 presentaba capacidad litica frente a
dianas B27K pero no frente a las B27W (105). También se describi6 un clon anti-B27 que séio
reconocia a las células B27+ M2+ (106).
1.9.1.3. Comportamiento de B27 en sistemas de restriccién

Varios estudios han analizado el comportamiento de B27 en respuestas antivirales. Toubert
et al (100) generaron CTL, restringidas por B27, especificas del virus A de la influenza y del
virus de Epstein-Barr (EBV). De acuerdo con la reactividad de los CTL anti-EBV, definieron
tres subgrupos de B27. El subgrupo 1 estaba constituido por las moléculas B27 que reaccionaban

con el Acm M2 y parecia correlacionarse con la variante W, definida por CTL alogénicos. El
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subgrupo 2 incluia las células B27+M2- y era equivalente al K. El subgrupo 3 correspondia a
las células B27+ con reactividad intermedia con el Acm M2, hallandose predominantemente
en individuos orientales, lo que hacia suponer que equivalia al C. S6lo pudieron generar
respuestas anti-influenza A restringidas por B27 en el 35% de los individuos y, debido a este
bajo nivel de respuesta, Ginicamente se obtuvieron CTL frente a los grupos 1y 2, pero no frente
al 3.

1.9.14 Patrén de los subtipos de B27 en electroenfogue

Malders et al (107) analizaron la movilidad de los subtipos W y K en geles bidimensionales,
observando que el pl del subtipo K era mas bésico que el de! W, Un estudio posterior mostré
que los subtipos W, K, C y D eran distinguibles por electroenfoque (108), siendo el pl de C
semejante al de W, mientras que el D posefa un pI mds 4cido.

El examen por electroenfoque de las moléculas HLLA-B27 de 68 individuos no relacionados
(109) revel6 la existencia de seis variantes de B27. Estos subtipos se denominaron: a, b, ¢, d,
ey f. Tres de ellos (a, b y c) tenian un pl semejante, mientras que el resto eran mas bésicos.
Los subtipos e y d diferian aproximadamente en una unidad de carga respecto dela, y f en dos.
Mediante estudios de familia se establecié que los subtipos b, e y f estaban determinados
genéticamente. Estos subtipos tenian una reactividad distinta frente a un panel de antisueros
y Acm que reconocian epitopos asociados a B27, y presentaban una distribucién étnica distinta
(Tabla IT). La reactividad con el Acm M2, la frecuencia y el patrén de movilidad en IEF
sugerian que el subtipo a correspondia al W, e al K y b y ¢ al C, constituyendo el d y el f dos
nuevos subtipos.

Posteriormente se unificé la nomenclatura de los subtipos de B27 denomindndose como

B*2701 a B*2706 segtin su pl (110) (Tabla III). Esta nomenclatura es la que utilizaremos en la

exposicién de este trabajo.

1.9.2. Frecuencia de los subtipos de B27 y distribucién étnica

La frecuencia del antigeno HLA-B27 es aproximadamente del 3,4% en caucasoides, del 1,9%
en negros americanos y del 1,6% en orientales. En algunas poblaciones como negros africanos
su proporcién es muy baja, mientras que en otras, como indios americanos y esquimales, es muy
alta (111). Existe, ademds, una distribucién diferencial de los subtipos de B27 en distintos

grupos étnicos (103,104,109). En la poblacién caucasiana, el 90% de los individuos B27+
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Tabla II. Reactividad serologica de los subtipos de B27

Subtipo® Patrén en IEF Acm Aloantisuero
P7.1 B27TM1P56.1 B27M2 KC-MJA
B27a o + + + + +
B27b 0 + + _ +/- +
B27c 0 + + _ + /- +
B27d +1 + + + + _
B27e +2 + + + - _
B27f +2 + + + +

* Los datos de esta Tabla se han extraido de Choo et al (109).
° Para nomenclatura actual de los subtipos de HLA-B27 ver Tabla IV
¢ El nimero de cargas estd referido al subtipo B27a.
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Tabla III. Nomenclaturas de los subtipos de HLA-B27

Acm M2 CTL alogénicos CTL restringidos IEF
B*2701* _ _ _ B27f
B*2702 B27M2- B27K B27.2 B27e
B*2703 _ _ _ B27d
B*2705 B27TM2+ B27W B27.1 B27a
B*2704 B27TM2+ /- B27C B27.3 B27b,c
B*2706 — B27D

' Nomenclatura adoptada en el 109 "Workshop" de Histocompatibilidad (110).
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pertenecen al subtipo B*2705. Los subtipos B*2701 y B*2702 parecen exclusivos de esta
poblaci6n, el primero de los cuales s6lo se ha detectado en dos individuos, mientras que el
segundo se presenta con una frecuencia del 10% entre los B27+. B*2704 es un subtipo
minoritario en caucasianos, siendo su frecuencia menor del 1%. Sin embargo, en la poblacién
oriental predomina el subtipo B*2704 (55%) aunque B*2705 estd presente en una alta
proporci6n (45%). B*2706 parece un subtipo minoritario, detectado inicamente en individuos
orientales, pero no hay estudios de poblacién fiables. Los dos tnicos representantes del subtipo
B*2703 pertenecen a Negros americanos. Recientemente, mediante la técnica de PCR
("polymerase chain reaction"), utilizando una sonda especifica de B27 que incluia los
nucledtidos codificantes de los aminodcidos 66-71, se ha detectado que 11 de 18 individuos
B27+ de una poblacién del Oeste de Africa (Gambia) pertenecian la subtipo B*2703. Estos
resultados indican que este subtipo, extremadamente raro o ausente en otros grupos étnicos,

es comin en los individuos B27+ del Oeste de Africa (112).

1.9.3. Andlisis estructural de los subtipos de B27

Mediante secuenciacién proteica se determiné la secuencia de aminoécidos de la porcién
extracelular de HLA-B*2705, subtipo mayoritario en la poblacién (46). Posteriomente se
determiné la secuencia de nucleétidos del gen codificante de esta molécula (31,113,114). La
secuencia de los subtipos B*2702 (115), B*2704 (116) y B*2706 (117) se determiné mediante
la realizacién de mapas peptidicos comparativos con B*2705 y andlisis de secuencia
radioquimica. B*2702 difiere en tres amino4cidos de B*2705 que corresponden a un cambio de
Asp por Asn en posicién 77, uno de Thr por Ile en el residuo 80 y uno de Leu por Ala en el
residuo 81. Posteriormente la secuencia de nucleétidos del gen de B*2702 confirmé que no
existia ninguna sustitucién adicional (31). B*2704 difiere de B*2705 en los residuos 77y 152 en
los que se ha reemplazado un Asp por una Ser y una Val por Glu, respectivamente. B*2706
posee los mismos cambios que B*2704 y dos sustituciones adicionales en los residuos 114 y 116.
La primera corresponde a un cambio de His a Asp y la segunda a uno de Asp por Tyr. Por
comparacién con la estructura tridimensional de HILA-A2, todos los residuos en que varfan
estos subtipos estdn situados en el sitio de unién del péptido, con sus cadenas laterales
orientadas hacia la cavidad (41,42). Los residuos 77, 80 y 81 se encuentran en la hélice o del

dominio a,, 152 se encuentra en la de a, y 114 y 116 estan situadas en las ldminas B del
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dominio a, que constituyen la base del sitio.

1.9.4. Localizacion de los determinantes serolégicos de HLA-B27

Se han descrito ciertos aloantisueros que distinguen algunos de los subtipos de B27, aunque
la mayoria de ellos no poseen esta capacidad discriminatoria. Uno de ellos, el KC-MJA (109)
puede distinguir a B*2702 y B*2703 del resto de los subtipos. El estudio de una serie de
aloantisueros, procedentes de mujeres embarazadas, ha mostrado la existencia de multiples
epitopos serol6gicos en el segmento 77-81 (118). La reactividad de algunos de ellos depende
del polimorfismo en el residuo 77, mientras que en otros casos son criticas las posiciones 80 y
81. Mediante ensayos de absorcién de un aloantisuero humano, especifico de B27, con
transfectantes que expresaban moléculas hibridas B7/B27, se ha determinado que el dominio
a, seria el responsable de la aloespecificidad seroligica de B27 (64). Estos estudios han
permitido distinguir dos epitopos en este dominio, uno asociado a los residuos 82 y 83 y otro
al residuo 9.

Se han utilizado varias aproximaciones para establecer la localizacién de los determinantes
de B27 reconocidos por Acm. La correlacién de la estructura de los subtipos B*2702 y B*2704
con la reactividad del Acm M2 ha sugerido que el residuo 77 es critico para el reconocimiento
por este Acm (115,116). El anélisis de la reactividad de hibridos B7/B27 con el Acm TM1 ha
demostrado la contribuci6n de los residuos 77 y 80 en el determinante reconocido por dicho
Acm (64). Este tipo de ensayos han permitido definir también una asociacién del determinante
Bw4/Bw6 con los residuos R82 y/o G83. La reactividad de una serie de mutantes, en los que
se reemplazé el residuo de Cys en posicién 67, con los Acm ME1, GS145.2 y GSP5.3 guardaba
una relacién directa con el tamaiio de la cadena lateral del amino4cido introducido (119). Estos
Acm reaccionan con B27 y con otras especificidades B que no comparten el mismo aminoécido
en esta posicion, por lo que no parece que la Cys 67 participe en los epitopos reconocidos por
estos Acm, aunque es probable su poximidad espacial a ellos. La comparacién de las secuencias
de las especificidades HLA reconocidas por el Acm ME1 (B27, B7, Bw42 y Bw22) sugiere la

participacién de los residuos 69 y 71 en el determinante reconocido por este Acm (52).

1.9.5. Epitopos de HLA-B27 reconocides por CTL
La primera evidencia del reconocimiento diferencial de los subtipos de B27 por CTL

alogénicos procede de los trabajos iniciales en los que se distinguieron estos subtipos por lineas
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policlonales de CTL (100,104,105). Mediante estos estudios se detect6 la existencia de varias
moléculas B27 diferentes incluidas dentro de lo que se habia considerado una especificidad
serolégica Gnica. Sin embargo, no permitian definir la heterogenidad ni la especificidad fina de
las respuestas alorreactivas anti-B27. Poteriormente, varios trabajos realizados en nuestro
laboratorio han analizado la reactividad frente a estos subtipos de un conjunto de CTL
monoclonales, obtenidos por estimulacion de linfocitos de sangre periférica (PBL) B27-, con
células B*2705+. En un primer estudio se aislé un clon que diferenciaba los subtipos B*2702,
B*2704 y B*2705 y presentaba una reactividad débil con Bw60 (120). La correlacién de su
patrén de reaccion con la estructura de los subtipos reveld las principales caracteristicas de los
epitopos de CTL especificos de B27: 1) la complejidad estructural; 2) el efecto modulador del
polimorfismo en el segmento 74-81 y 3) la importancia critica del residuo 152. Estudios
posteriores de la reactividad de 18 clones, generados contra B*2705 en un mismo respondedor,
pusieron de manifiesto una considerable heterogeneidad clonal, detectindose al menos 7
patrones de reaccién diferentes frente a los subtipos de B27 (121,122). Las caracteristicas
generales de estos clones fueron: 1) algunos epitopos eran particulares de B*2705; 2)
inesperadamente, algunos clones presentaban reaccién cruzada con un subgrupo de antigenos
HLA-DR2. También, se detectaron algunos clones que reconocian a B40* (B*4002); 3) algunos
clones presentaban una reactividad diferencial con los subtipos B*2701 y B*2703, indicando por
primera vez la relevancia funcional de estos subtipos; 4) B*2702 era reconocido por todos los
clones con menor eficiencia que B*2705; 5) ninguno de los clones generados tenia capacidad
litica frente a dianas que expresaban los subtipos B*2704 o B*2706, que comparten las
sustituciones en los residuos 77 y 152, Esto sugeria que estos residuos formaban parte de una
estructura inmunodominante en el antigeno HLLA-B*2705. La baja respuesta de CTL obtenida
cuando se utiliz6 el subtipo B*2704 como estimulador apoyaba esta observacién (123). En estos
ensayos, sdlo se pudo obtener un clon frente a B*2704, que se caracterizaba por reconocer a
todos los subtipos de B27, con excepcién de B*2703.

Existen pocos datos referentes al comportamiento de B27 como elemento de restriccion,
aunque se ha descrito que este antigeno actia como un elemento de restriccién especialmente
eficiente en respuestas antivirales (124). B*2702, B*2704 y B*2705 tienen un comportamiento
diferencial en las respuestas citotéxicas frente al virus de la influenza y de EBV (100). Ademds,

B*2702 y B*2705 son distinguibles por CTL anti-virales (influenza A y Sendai), restringidas por
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B27, procedentes de ratones transgénicos (125). No se ha examinado el papel como elemento
de restriccién de los subtipos B*2701, B*2703 y B*2706. Se han identificado dos péptidos virales
que pueden ser presentados por HLA-B27, siendo reconocida esta combinacién por CTL
especificos. Uno corresponde a los residuos 265-279 de la proteina gag del virus HIV-1 (126)

y otro que incluye los residuos 384-394 de la nucleoproteina del virus A de la gripe (127).

1.9.6. Asociacion entre HLA-B27 y la espondilitis anquilosante

El 96% de los individuos que padecen espondilitis anquilosante (AS) en la poblacién
caucasiana son B27+. Sin embargo, sélo un 2% de los B27, aproximadamente, padecen la
enfermedad cuando no existe un historial familiar. En estos casos, la incidencia de la
enfermedad puede ser superior al 20% (96). Existe una variabilidad en la susceptibilidad a esta
enfermedad en distintas poblaciones, de forma que en negros norteamericanos sélo el 50% de
los individuos espondiliticos poseen el gen de B27 (128). No se conocen las causas de esta
asociacién, aunque se descarta que sea debida a cambios estructurales entre las moléculas B27
de individuos sanos y enfermos, puesto que éstas no presentan ninguna diferencia a este nivel
(114,129). Se han sugerido varias hip6tesis para explicar esta asociacién.

Se ha propuesto que la susceptibilidad a la enfermedad podria estar ocasionada por un gen
en desequilibrio de ligamiento con el de B27 (128). Sin embargo, no se ha detectado ningiin gen
de susceptibilidad distinto a B27 en diversos estudios genéticos (130) y en estudios de
polimorfismo de fragmentos de restriccibn (RFLP)(131). Ademés, esta hip6tesis parece
improbable a la vista de resultados recientes que han mostrado una relacién directa entre la
expresién de HLLA-B27 en ratas transgénicas y el desarrollo de transtornos inflamatorios con
caracteristicas semejantes a las enfermedades asociadas a HLA B27 (132).

Geczy et al propusieron que la AS podria estar determinada por un factor proteico de
origen bacteriano que modificara especificamente a B27 {133). Entre las principales evidencias
experimentales que sustentan esta hipétesis se encuentran: 1) la reactividad cruzada que
presentan algunos Acm generados frente a bacterias entéricas, como Klebsiella, con células
B27+ de individuos enfermos; 2) la adquisicién de las caracteristicas de las células de individuos
con AS, tras la incubacién de células de individuos sanos con filtrados procedentes de cultivos
bacterianos; 3) la generacién de una respuesta de CTL por estimulacién de células B27+ de

individuos sanos con células procedentes de espondiliticos, HLA idénticos (134). No obstante,
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estos hallazgos son polémicos ya que no han podido reproducirse en otros laboratorios.

La hipétesis del mimetismo molecular propone que determinados antigenos bacterianos
compartirfan alguna caracteristica estructural con B27, de forma que la respuesta generada
frente a una infecci6n bacteriana podria dirigirse contra B27, causando dafio tisular. Esta
hipétesis se basa en la reactividad de algunos antisueros generados contra Klebsiella
pneumoniae, Yersinia pseudotuberculosis o Shigella psudotuberculosis con B27 (135-137).
Mediante comparacién de secuencias se ha detectado la existencia de regiones de homologia
entre algunos antigenos bacterianos y varios segmentos comprendidos entre los residuos 61-
84 de B27, situados en la regién de hélice a del dominio a, (138). El hecho de que antisueros
generados contra péptidos sintéticos, que reproducen determinadas secuencias bacterianas,
reaccionen con B27 sugiere la existencia de epitopos comunes en ambos tipos de proteinas.
Toubert et al (139) han detectado que el Acm Ye-3, que reconoce un determinante en la region
77-81 de B27, reacciona con una proteina de Y. pseudotuberculosis. Recientemente, Ewing et al
(140) han descrito la existencia de anticuerpos en sueros procedentes de individuos
espondiliticos B27+ que se unen a péptidos procedentes de HLA-B27 y de la nitrogenasa de
K. pneumoniae. Estos Ac reconocen dos epitopos (I y II) en el segmento 68-82 de B27. Los
autores sugieren que la reaccién cruzada entre B27 y Klebsiella podria deberse al segmento que
define el epitopo I (residuos 68-75).

Los subtipos mayoritarios de B27 (B*2702, 04, 05 y 06) se correlacionan de forma similar
con la AS (141), lo que sugiere que la asociacién con esta enfermedad podria estar determinada
por una caracteristica estructural comin a todos ellos y especifica de B27. Benjamin y Parham
(142) proponen que la susceptibilidad a la enfermedad podria ser el resultado de una reaccién
de células T dirigida contra un péptido especifico, generado en el transcurso de la enfermedad,
con capacidad de unién a B27. Proponen que una cavidad proxima al residuo 45 ("pocket 45"),
descrito en las estructuras tridimensionales de los antigenos HLA (43), jugaria un papel
importante en la unién de este péptido, ya que presenta una combinacién de residuos
caracteristica de B27, que estd conservada en todos los subtipos. Ademds, uno de los residuos
que lo componen, la Cys 67, podria proporcionar un punto de contacto con el péptido, por la
formaci6n de un enlace covalente a través de su grupo -SH. El hecho de que la enfermedad se

restrinja a unos 6rganos determinados podria explicarse por la unién a B27 de un péptido
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especifico de tejido.

1.10. PAPEL DE LOS ANTIGENOS MHC EN EL RECONOCIMIENTO POR LA CELULA T
1.10.1. Receptor del antigeno de la célula T

El TCR es la estructura encargada del reconocimiento del complejo MHC/péptido. Se han
descrito dos tipos de receptores, cada uno de ellos formados por dos cadenas unidas por un
puente disulfuro: @/B y 7/6 (143,144). Estas cadenas poseen regiones constantes y variables
como las inmunoglobulinas y su regién citoplasmética esta cargada positivamente. Ambos
receptores estdn asociados no covalentemente con el complejo CD3 que consta al menos de
cuatro cadenas no polimérficas: 7, &, € y , cargadas negativamente en su regién
intracitoplasmdtica. Recientemente, se ha descrito que dos cadenas més coprecipitan con CD3
en células tratadas con digoxina (145). Todas las cadenas de CD3 pertenecen a la superfamilia
de las inmunoglobulinas, presentan una alta homologia y contienen puentes disulfuro
intracatenarios. Las cargas positivas de las cadenas del TCR podrian ser importantes para la
interaccién con CD3. Las cadenas o y B (o 7 y §) forman la estructura de reconocimiento del
antigeno, mientras que el complejo CD3 estd implicado en la transmisién de sefales
intracelulares.

El tipo de receptor més estudiado, y del que mejor se conoce su funcién, es el constituido
por las cadenas a y B. Estas contienen secuencias V, D (cadena B) y J, homélogas a las que
constituyen el dominio variable de las Ig. Estos segmentos se reordenan en el proceso de
maduracién formando la regién V, adyacente a una regién constante (C) particular. Los genes
que codifican el receptor 1/§, cuya funcién es desconocida, poseen también secuencias V, D
(en el caso de §), J y C (144). En las Ig los puntos principales de contacto con el antigeno
{regiones determinantes de la complementariedad o CDR) estdn constituidas por las tres
regiones hipervariables (146). El TCR presenta una alta variabilidad en las tres regiones
equivalentes a las de Ig, pero se concentra sobre todo en la correspondiente a CDR3 (147). En
€l TCR, como en Ig, las regiones equivalentes a CDR1y CDR2 estédn codificadas por el gen V,
mientras que CDR3 esta formado por la asociaciSn de VyJ (enayr)yde V,DyJ(en By
§). Dada la similitud entre ambos grupos de moléculas, es probable que las regiones constantes
de las cadenas de TCR estén plegadas en dominios como las de Ig. No obstante, existen

caracteristicas diferenciales entre estos dos receptores. El TCR generalmente utiliza un niimero
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menor de segmentos V que las Ig, aunque presenta una mayor diversidad en la regién V-J. La
diversidad en esta regién del TCR es debida a varios factores: diversificacién en las regiones
N, mayor nimero de segmentos J, flexibilidad en el punto de unién en el extremo 3’ de las
cadenas V y traduccién de las regiones D en las tres fases de lectura posibles. Sin embargo, los

efectos de hipermutacién somdtica parecen ser especificos de Ig (147).

1.102. Reconocimiento del complejo MHC/péptido por el TCR

En las Ig las regiones variables de las cadenas pesada y ligera estdn apareadas de forma
que las tres regiones CDR de cada dominio estdn agrupadas en los extremos de los brazos Fab
de la molécula, generando el sitio de unién del antigeno {146). El sitio combinante de las Ig,
visto desde la direccién del antigeno, est4 dispuesto de forma que las regiones CDR1y CDR2
de V, estan separadas de las de V,, alojandose las regiones CDR3 de los dos dominios en el
espacio central (147). El andlisis de complejos Fab/antigeno ha mostrado que las cadenas
laterales de las seis regiones CDR interaccionarian con el antigeno, consistiendo la interfase
de uni6n en una superficie plana con depresiones y protuberancias que se acoplarian a la
superficie del antigeno (148). Los datos de secuencia, la prediccién de la estructura del TCR
y la conservacion de algunos residuos clave, sugieren que los dominios V del TCR y de las Ig
estdn plegadas de forma semejante. Asi, los sitios combinantes de Va/VBy V1/V§ del TCR
serian similares a los de V,,/V, en Ig (149). En base a esto, se ha propuesto un modelo de
reconocimiento del complejo MHC/péptido por el TCR (147,149,150). La estructura del
complejo MHC con un péptido unido en su superficie seria relativamente plana. Las hélices a
de MHC estdn separadas por una distancia equivalente (18 A) a la existente entre las regiones
CDR1y CDR2 de V, y V.. Asi, si las estructuras del TCR e Ig fueran similares, las regiones
equivalentes a CDR1 y CDR2 de Ve y VB interaccionarian con las cadenas laterales de las
hélices @ de MHC, permitiendo que la regi6n central del TCR, equivalente a CDR3, contactara
con ¢l péptido. Esta regi6n estd constituida por los segmentos de mayor variabilidad de la
molécula (V/J y V/D/J), lo que explicaria la capacidad de reconocimiento por parte del TCR
de una gran variedad de péptidos, incluidos en una estructura de mayor tamafio y menor
diversidad, como es el MHC. Podrian existir otras formas de interaccién alternativas, pero esta
parece la mas probable a la vista de la correlacién detectada, en algunos sistemas, entre

secuencias V y determinados antigenos MHC (151). No obstante, no es esperable que en todos
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los casos haya una correlacién entre los residuos J y la restriccién de un péptido particular, ya
que los cambios de residuos del MHC pueden afectar la conformacién del péptido unido y,
posiblemente, su orientacién en el sitio. Ademds, la superficie del complejo MHC es
suficientemente grande para permitir la interaccién del TCR con una disposicién diferente a
lo largo de las hélices a. Asi, los segmentos Va y VB utilizados por las células T restringidas

por la misma molécula MHC podrian ser diferentes.

1.10.3. Reconocimiento restringido: presentacion de péptidos

Las células T reconocen a los antigenos extrafios en el contexto de moléculas MHC propias,
fenémeno que se denomina restriccion (152). En general, aunque hay excepciones, las moléculas
de Clase II actian como elemento de restriccién en las respuestas de linfocitos T cooperadores
(153), mientras que las de Clase I restringen las respuestas de linfocitos T citoliticos (154).

Las proteinas antigénicas son degradadas en el interior de la célula, presentando las
moléculas MHC los péptidos resultantes a las células T (154). El procesamiento de antigenos
puede ser suplantado por incubacién de las células diana con péptidos sintéticos o fragmentos
de proteinas obtenidos por digestién con CNBr. Mediante ensayos in vitro, se ha demostrado
la unién directa de péptidos sintéticos a moléculas de Clase II solubilizadas (155, 156) y se ha
detectado una correlacién entre dicha unién y la especificidad de las células T frente al
complejo. No obstante, se ha observado unién de algunos péptidos a determinadas
especificidades MHC, aunque su combinacién no era reconocida por CTL (157).

Las primeras evidencias directas de unién de péptidos a antigenos de Clase I in vitro fueron
proporcionadas por Chen y Parham (158) y Bouillot et al. (159). Como en el caso de Clase II,
los péptidos se unjan con mayor afinidad a sus elementos de restriccién correspondientes,
aunque puedan unirse a otras especificidades HLLA. El estudio de Chen estimaba que menos
del 0,3% de las moléculas HLA expresadas en la membrana podian asociarse a péptidos.
Recientemente, mediante la aplicacién del sitema descrito por Bouillot {159), se ha analizado
la capacidad de unién de varias series de péptidos a distintos antigenos de Clase 1 (160-162).
En estos ensayos, se ha estimado que del 10 al 25% de las moléculas HLA unirian péptidos.
Los resultados han mostrado que la mayoria de los péptidos pueden unirse a varios antigenos
HLA de Clase I, aunque la combinacién resultante no sea reconocida por CTL especificos.

Estos datos sugieren que la unién de péptidos seria permisiva y que la restriccién en el
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reconocimiento por CTL se deberia, probablemente, a que algunos de estos péptidos no se
generarfan por los mecanismos de procesamiento naturales de la célula o a los procesos de
seleccién del repertorio de células T.

La constante de asociacién de péptidos a antigenos MHC, tanto de Clase I como de Clase
1I, es baja, pero una vez que se ha formado el complejo MHC/péptido este se disocia con
dificultad. Esto contrasta con la capacidad de presentacién de un gran nimero de péptidos
distintos por las moléculas MHC. Se ha estimado (163) que es suficiente con 210-240 complejos
Clase I1/péptido en la superficie de una célula presentadora de antigeno (APC), para que tenga
lugar la activacién de células T, lo que supone un 0,1% de las moléculas de Clase II que
restringen la respuesta. Esto indica que una célula puede presentar un gran nimero de péptidos
distintos simuiltanéamente.

Numerosos estudios han mostrado que la longitud minima de los péptidos reconocidos por
CTL estaria en un rango de 5-20 amino4cidos (155,156,164-166). Las dimensiones del sitio de
unién podrian acomodar un péptido en a-hélice de 20 residuos, o uno de 8 si su conformacién
fuera extendida (42). Uno de los extremos del surco (cerca del residuo 77) estd abierto, lo que
permitiria que péptidos de mayor tamafo se extendieran fuera de él. Probablemente es
necesario que el péptido tenga una longitud minima que proporcione la conformacién requerida
para la interaccién. Recientemente, se han aislado los péptidos asociados a antigenos de Clase
I murinos en células infectadas con virus {167,168). Estos péptidos naturales se corresponden
con los definidos previamente como mayoritarios por andlisis con péptidos sintéticos, aunque
su tamafo es menor, 8 residuos en un caso (167) y 9 en otro (168). La longitud similar de estos
dos péptidos podria reflejar las dimensiones del sitio de unién del antigeno y sugiere que su
conformaci6n seria extendida. Ademas, dichos péptidos eran especificos de aleio, de forma que
s6lo se aislaron en células que expresan el elemento de restriccién correspondiente. Dado que
un antigeno MHC puede acomodar péptidos distintos en el mismo sitio de uni6n, es posible
que la mayoria de ellos compartan algunas caracteristicas estructurales. Se han propuesto
distintos métodos de prediccién de determinantes antigénicos, asocidndose en algunos casos con
motivos estructurales en la secuencia (169) y en otros con la capacidad de los péptidos para
adquirir una conformacién de a-hélice anfipatica (170). Sin embargo, las caracteristicas del sitio
de reconocimiento indican que no se requiere una estructura anfipética, ya que contiene

residuos polares y cargados, asi como aminodcidos no polares, y su forma permitiria la
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interaccién del péptido tanto con las hélices a, como con las ldminas B de la base y no con una
sola superficie (42). La aplicacién de modelos informdticos ha mostrado que es dificil acoplar
péptidos con una conformacién helicoidal en el sitio de unién del antigeno (150). En cuanto a
los motivos lineales propuestos, se ha observado que péptidos que no los contienen pueden ser
reconocidos por células T (171).

El repertorio de las células T frente a muchas proteinas va dirigido contra un niimero
limitado de sitios dominantes y no contra todos los segmentos de la cadena polipeptidica. En
general, el niimero de epitopos reconocidos en el contexto de Clase I es menor gue en el caso
de Clase II. La homologia estructural entre los antigenos de Clase Iy IT (44), y el hecho de que
son reconocidos por TCR similares (147), sugiere que los mecanismos de presentacién de
antigeno son equivalentes en ambos sistemas. Ademads, se han identificado motivos estructurales
comunes en péptidos restringidos por Clase 1y IT (172).

Otros estudios se han encaminado a definir las posiciones del péptido que interaccionan con
el MHC y con el TCR, mediante la sustitucién sistemdtica de aminod4cidos a lo largo de un
péptido determinado. Los efectos de las sustituciones son variables y en muchos casos dependen
del aminodcido introducido y de la especificidad fina del clon de CTL particular (154). En
algunas ocasiones se ha analizado la presentaci6én de estas series de péptidos andlogos por
moléculas MHC con sustituciones concretas en los dominios a, y @,. Generalmente los residuos
localizados en el sitio de unién del antigeno, o que son accesibles al TCR, resultan en una
pérdida o alteracion del reconocimiento del péptido. Muchos de estos cambios tienen efectos
diferenciales en clones de CTL individuales (74,76).

Otra cuestién sin resolver es donde y cuando se forman los complejos MHC/péptido.
Generalmente los péptidos procedentes de proteinas solubles extracelulares se unen a antigenos
de Clase II, mientras que los procedentes de proteinas sintetizadas en el interior de la célula,
como las expresadas en la infeccién por virus o las codificadas por antigenos menores de
histocompatibilidad, se unen a los de Clase I (154). No parece necesaria la expresién de las
proteinas antigénicas, reconocidas en el contexto de Clase I, en la superficie celular (173),
existiendo sin embargo, una correlacién entre su tasa de degradacién en el citoplasma de la
célula infectada y el reconocimiento de epitopos por células T (174). Las vias de procesamiento
y presentacién de los antigenos reconocidos en el contexto de Clase I y II son distintas. Las

proteinas extracelulares serian captadas por la célula y transportadas a un compartimento
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endosomal periférico, donde tendria lugar su procesamiento (175,176). Los antigenos de Clase
II alcanzarian este compartimento desde el reticulo endopldsmico (RE) (176), y se unirian a
los péptidos generados en el procesamiento. Durante el trayecto desde el RE hasta la
membrana celular, las moléculas MHC est4dn asociadas transitoriamente con una proteina
denominada cadena invariante (177). La cadena invariante previene la asosciacién de péptidos
en el RE y el Golgi y dirige el transporte intracelular de los antigenos de clase II hasta el
compartimento endosémico, donde se disocia y degrada, posibilitando la unién de péptidos a
clase II (178,179). No obstante, en situaciones excepcionales podria haber una unién de péptidos
a Clase II en el RE (180). Los péptidos que se asocian con moléculas de Clase I procederian
de proteinas procesadas en el citoplasma celular, aunque en algunos casos la degradacién
podria ocurrir en el RE (181). Los péptidos serian transportados hasta el RE, donde se unirian
a las moléculas de Clase I, siendo transportados los complejos resultantes a la superficie celular.
Recientemente se han secuenciado una serie de genes, localizados en la regién MHC de ratén
(182,183), rata (184) y humanos (185) que podrian ser los responsables del transporte de
péptidos desde el citoplasma hasta el RE. Estos genes parecen codificar proteinas
pertenecientes a la superfamilia "ABC" (ATP-binding-cassette), que incluye una serie de
proteinas encargadas del transporte de iones, moléculas de pequeno tamaiio y péptidos a través
de membranas. Se ha propuesto la existencia de una proteina en el RE con capacidad de unién
a moléculas de Clase 1, de forma semejante a la cadena invariante, cuya funcidn fuera retener
a dichas moléculas hasta que estuvieran asociadas con péptidos (186). Recientemente, se ha
observado que la asociacién con péptidos es necesaria para el plegamiento correcto de las
moléculas de Clase I, su asociacién con la B,m y su transporte a la membrana celular (187).
El ensamblaje de moléculas MHC de Clase I en lisados de células solubilizadas por detergentes
depende de las concentraciones de péptido y de B,m (188). Ademds, se ha demostrado que la
asociacién del antigeno HLA-B27 con la 8,m, en sistemas de traduccién de mRNA libres de
células, depende de un péptido especifico, siendo necesaria la presencia de vesiculas
microsomales que mimeticen las membranas del RE (189). No obstante, podria haber un
transporte de moléculas de Clase I, libres de péptido, hasta la superficie celular, si bin estas
son degradadas rdpidamente a la temperatura fisiolégica (190). Estas moléculas pueden

estabilizarse por la adicién de péptidos exégenos.
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1.10.4. Reconocimiento alorreactivo
La estimulacién de linfocitos con células que expresan antigenos MHC diferentes provoca

una respuesta de células T, tanto cooperadoras como citotéxicas, dirigida contra estos antigenos

extrafos, que se denomina alorreactividad. No se conocen las bases moleculares que determinan
estas respuestas, aunque se ha propuesto que podrian implicar el reconocimiento de motivos
polimérficos en el aloantigeno intacto. En este caso el reconocimiento podria ser independiente
de los péptidos unidos, o podria implicar moléculas MHC "vacias" (191). Otra hipétesis sugiere
que las respuestas alorreactivas estarian mediadas, andlogamente a las restringidas, por péptidos
unidos al aloantigeno (192,193). Estos péptidos procederian de proteinas degradadas en €l
metabolismo celular. La presencia de una gran variedad de péptidos diferentes, asociados con
el aloantigeno, explicaria la alta frecuencia de precursores de células T activados en las
respuestas alorreactivas (194), en contraposicién con lo que ocurre en las restringidas, en las
que la frecuencia de precursores contra un antigeno dado es menor. La teoria alternativa
propone que la alta frecuencia de precursores alorreactivos se deberia a que un gran nimero
de clones de CTL poseerian TCR con capacidad para unirse débilmente a todas las moléculas
de Clase I, independientemente de si estdn o no asociadas con péptidos. Estos CTL lisarian
eficientemente a las células diana debido a que la alta densidad del ligando compensaria la baja

afinidad del TCR (195).

Existe evidencia de uni6n de péptidos propios a moléculas MHC (196), lo que indica que,
probablemente, no existen mecanismos para distinguir lo propio de lo no propio a nivel de
unién de péptidos a moléculas MHC. Esta discriminacién ocurriria en el timo mediante la
seleccién del repertorio de TCR mediada por los antigenos MHC, con péptidos endégenos
unidos constitutivamente a ellos.

Un gran niimero de estudios sugieren que el reconocimiento alogénico estd mediado por
péptidos:

1.- La preincubacién de CTL especificos de A2 con péptidos derivados de la secuencia de este
antigeno, correspondientes a los residuos 98-113 del dominio e, (197} y del segmento 56-
59 en el domino a, (198), inhibian el reconocimiento de dianas A2+. Ademds, células diana
Aw69+ se sensibilizaban a la lisis por uno de los clones cuando se incubaban con el péptido
A2, sugeriendo que la combinacién Aw69-péptido reconstituia el epitopo reconocido por

el clon en A2. El péptido incluia tres de los seis residuos de diferencia entre A2 y Aw69,
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todos ellos localizados en el dominio a,. El péptido podria adoptar una estructura en a-
hélice, semejante a la adoptada por dicha secuencia en la proteina nativa, resultando su
unién con Aw69 en la yuxtaposicién de dos hélices a equivalentes a los dominios a, y a, de
A2. Los trabajos de Song et al. (199) y Olson et al. (200) en ratén llegan a unas conclusiones
semejantes. Este conjunto de datos puede interpretarse como evidencias de que péptidos
derivados de antigenos HLA mimetizarfan la regién del antigeno HLA intacto que es
reconocida por el TCR. Sin embargo, la interpretacién alternativa a estos resultados seria
que, al menos en algunos casos, el reconocimiento por CTL alorreactivos podria constituir
un caso especial de restriccién por MHC en el que las moléculas degradadas de antigenos
de Clase I asumirian el papel de antigeno extrafio y las intactas el de elemento de
restriccion. |
2.- Maryanski et al. (201) generaron respuestas especificas de HLA-Cw3 y A24, restringidas
por el antigeno murino H-2K", por estimulacién con células P815 transfectadas con estos
antigenos. Estos CTL tenian capacidad litita frente a células P815 sin transfectar, incubadas
con péptidos sintéticos, correspondientes al extremo C-terminal del dominio a, (202,203).
Aunque este sistemna constituye un caso de reconocimiento restringido, muestra que péptidos
derivados de antigenos MHC pueden ser presentados por otros antigenos MHC y sugieren
que en algunos casos estos péptidos podrian estar implicados en las respuestas alorreactivas.
3.- Algunos péptidos, derivados de antigenos de Clase II, tienen capacidad para unirse al mismo
antigeno MHC del que procede su secuercia y a otra molécula de Clase II distinta (204).
En ocasiones, se han detectado clones de células T alogénicos que reconocen péptidos
derivados de antigenos de Clase I en el contexto de Clase II (205).

4.- Arnold et al (206) realizaron una serie de pstudios en ratones transgénicos que expresaban

una molécula de H-2K* que era secretad%. Sus resultados implicaban la presencia de dos
poblaciones de CTL alorreactivas, una pequeiia fraccién reconocerian al aloantigeno como
un péptido antigénico presentado por otras moléculas de Clase I, mientras que la mayoria
de ellas requeririan la expresién del aloanLigeno intacto.

5.- Algunas células T alogénicas parecen reconocer péptidos especificos de tejido, derivados de
una proteina particular o de un procesamjento diferencial (207-209). Sherman et al (210)
proporcionaron una evidencia directa de que el reconocimiento por parte de algunos clones

de CTL alogénicos implicaria péptidos derivados de proteinas citoplasmaticas. Estos péptidos
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parecian especificos de ciertas lineas celulares y su tamafo aproximado era de 10-15
aminodcidos. Buus et al (211) aislaron un material de bajo peso molecular asociado a
complejos de Clase II murinos (Ia), que era de naturaleza peptidica y podia inhibir
especificamente la uni6én de péptidos a antigenos Ta. La gran heterogeneidad en el tamafio
e hidrofilia de estos péptidos end6genos sugeria su procedencia de miiltiples proteinas

diferentes.

1.11. MOLECULAS DE ADHESION

La interacci6n de los linfocitos T con las células diana requiere, ademds del reconocimiento
del complejo MHC /péptido por el TCR especifico, la participacién de una serie de moléculas
de adhesién. Los experimentos realizados por Spits et al (212) sugieren que en una etapa previa
a la interaccién del TCR se establecen contactos inespecificos entre CTL y diana. Dicha etapa
puede tener lugar en ausencia del antigeno relevante, es dependiente de Mg** y se inhibe por
Acm dirigidos contra una serie de moléculas expresadas en la superficie del CTL: LFA-1, HLA
de Clase I, CD8 y CD2 (212-214). La fuerza de esta adhesion inicial depende del niimero de
moléculas expresadas en la célula diana y del estado de activacién de las células T. En una
segunda etapa se estabilizan los conjugados mediante la interaccién del TCR con el complejo
MHC/péptido. Esta fase es dependiente de Ca y se inhibe por Acm dirigidos contra el TCR,
CD3, HLA de Clase 1, CD8 y CD4 (212,215216). La interaccién del TCR conduce a la
generacion de una serie de sefales que desencadenan la liberacién de los mediadores de la lisis
celular. La sefial litica requiere la ocupacidn con el antigeno especifico de un niimero suficiente
de receptores, aunque ésta no es la finica condicién necesaria para la activacién. Si la
concentracién de antigeno es limitante, se precisaria el estimulo adicional de otras interacciones
que podria ser proporcionado por las mismas moléculas que median el proceso de adhesién
(217).

Estudios posteriores identificaron los ligandos de estas moléculas de adhesién en la célula
diana. LFA-1 se puede unir a dos moléculas distintas: ICAM-1 e ICAM-2 (218,219), mientras
el tnico ligando descrito para CD2 es LFA-3 (220). El TCR se une al complejo MHC/péptido
y CD8 y CD4 se unen a zonas constantes de los antigenos MHC de Clase I y II,
respectivamente (221). Las moléculas de adhesién podrian jugar también un papel importante

en la transmisién de seiales, ya que los Acm dirigidos contra ellas pueden modular la funcién
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de los linfocitos T (217,221,222).

LFA-1 pertenece a la familia de las integrinas, mientras que el resto de las moléculas de
adhesi6n pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas (223). Consta de dos cadenas:
a (CD18), de 180 Kd y 8 (CD11a), de 95 Kd. CDl11a tiene un dominio de 200 aa que no
comparte con otras integrinas y posee tres sitios de unién para cationes divalentes. CDD18 posee
un dominio extracelular rico en Cys. LFA-1 se encuentra en leucocitos y parece jugar un papel
critico en la activacién de linfocitos T (224).

ICAM-1 (CD54) consta de cinco dominios y su PM oscila entre 90 a 114 Kd. Es una
proteina muy glicosilada (tiene 7 sitios de N-glicosilacién) y presenta una heterogeneidad de
glicosilacién en distintos tipos celulares. Se ha detectado en una amplia gama de tipos celulares
y su expresion es mayor en determinados estados de diferenciacién o después de la exposicién
de las células a mediadores de la inflamacién. Es inducible por IL-1, IFN-1 y TNF (224,225).
La expresién de ICAM-1 es de crucial importancia para la activacién de cé€lulas T, en
condiciones limitantes de expresién de antigenos MHC (226). ICAM-2 consta de dos dominios
homélogos a los dos dominios N-terminales de ICAM-1, que parecen ser los responsables de
su unién a LFA-1. Tiene un PM de 28 Kd y posee 6 sitios de N-glicosilacién. Se encuentra en
diversos tipos celulares y su expresién no es inducible por citoquinas. El modo de actuacién de
ICAM-1 e ICAM-2 es diferente en cuanto a sus sitios de accién y su forma de regulacién
(217,219).

CD2 tiene un PM de 40-45 Kd y presenta 3 sitios de N-glicosilacién. Su porcitn
intracitopldsmica es larga y contiene una regién rica en Pro y en residuos bdsicos, altamente
conservada entre distintas especies, lo que sugiere que podria ser importante para su funcién
(217,221,223). Se ha detectado en timocitos, linfocitos T y en la mayoria de las células NK
("natural killer"). CD2 puede transmitir una sefial que aumenta o actiia sinérgicamente con las
sefiales del TCR. Las combinaciones de algunos Acm dirigidos contra determinados epitopos
de esta molécula, o de uno de estos anticuerpos y LFA-3, provocan la activacién de células T.
Sin embargo la interaccién de CD2 y LFA-3 no parece ejercer este efecto (223,224).

LFA-3 (CD38) es una proteina muy glicosilada, de 55-70 Kd que se expresa pricticamente
en todas las células (221). Se han descrito dos formas de esta molécula, generadas por un
procesamiento alternativo de su mRNA. Una estd anclada a la célula por una regién

transmembrana convencional y posee un segmento citopldsmico de 12 aa, mientras que la otra
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estarfa unida mediante un enlace fosfatidil-inositol. Ambas formas median la adhesién
dependiente de CD2 y estdn implicadas en el funcionamiento de la célula T (223).

La interaccién entre LFA-1 e ICAM-1 es dependiente de la temperatura y de Mg y
requiere que el citoesqueleto este intacto, mientras que la de CD2 y LFA-3 no depende de
estos factores (217). Las caracteristicas diferenciales entre estos dos tipos de interacciones
sugiere que, aunque ambos pueden ocurrir simultanéamente, la contribucién de cada uno de
ellos puede variar seglin las circunstancias. Estas moléculas contribuyen a la formacién de
conjugados e incrementan la capacidad de las células activadas para interaccionar in vivo,
aunque también podrian contribuir a la generacién de una seial de transduccién para la
activacion celular.

Recientemente se ha descrito que la estimulacion de células T con ésteres de forbol, o con
Acm dirigidos contra el TCR (227), CD2 o CD3 (228) provoca la transformacién de LFA-1 a
un estado de alta avidez, que no implica un aumento de la densidad de esta molécula en la
superficie celular. Este estado de activacion de LFA-1 es transitorio, excepto cuando el estimulo
se debe a Acm anti-CD2, en cuyo caso es permanente. Esto sugiere que en ausencia de
antigeno, el equilibrio favorece que los linfocitos estén libres y méviles. El contacto del TCR
con el antigeno generaria sefiales intracelulares que inducirfan un estado de alta avidez en
LFA-1, incrementando especificamente su interaccién con ICAM-1. Asi, se desencadenaria un
mecanismo de amplificacion de la adhesién que podria incrementar la avidez de las
interacciones celulares, requiriéndose un nimero menor de interacciones TCR-antigeno. El
hecho de que este estado sea transitorio proporcionaria un mecanismo para regular la
deadhesién de los linfocitos. Como los ésteres de forbol, los Acm anti-CD2 y CD3 inducen la
activacién de la protein-quinasa C (PKC)(229,230), por lo que se ha propuesto que estas
moléculas podrian ser las responsables de la generacién de la sefal requerida para la activacién
de LFA-1, mediante la fosforilacién de la cadena B de LFA-1 (231) o de alguna proteina del
citoesqueleto, como Ia talina (232).

CD8 se describi6 inicialmente como un homomultimero de una subunidad de 34 Kd (cadena
@), identificindose posteriormente una segunda cadena (B) que parece expresarse
simultdneamente con la & en células de sangre periférica (233). No se conoce la proporcién de
homomultimeros o heteromultimeros de CD8 en la superficie celular, no obstante la

transfeccién de la cadena CD8a seria suficiente para la actividad biol6gica de la molécula (234).
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CD8 y CD4 poseen dominios N-terminales semejantes a las regiones variables (V) de las
cadenas ligeras de inmunoglobulinas y contienen un segmento citopldsmico basico. Estas
proteinas no son polimdrficas y su funcién parece similar, diferencidndose en que CD4
interacciona con moléculas MHC de Clase I1 y CD8 con MHC de Clase I (235). CD8 contacta
con el dominio @, de estos antigenos, siendo criticas las posiciones 227 (236) y 245 (237) de
este. Salter et al (238) han definido tres regiones.de a,, comprendidas entre los residuos 223-
229, 233.235, 245-247, relevantes en la uni6én CD8. La primera de ellas jugaria un papel
dominante y corresponde a un segmento altamente conservado en los antigenos HLA, que se
halla expuesto en la molécula y esté cargado negativamente.

Los Acm anti-CD8 bloquean la fase de adhesidn de la reaccién citolitica, pero sus efectos
son generalmente débiles y variables. Esto ha llevado a considerar a CD8, al igual que CD4,
como moléculas de adhesién menores en comparacién con CD2 y LFA-1. Se ha detectado que
la susceptibilidad a la inhibicién por Acm anti-CD8 depende inversamente de la densidad de
su ligando (MHC de Clase I) (239), y de la concentracién y estructura primaria del péptido
antigénico (240). Estos datos sugieren que CD8 contribuye a la avidez de la interaccién entre
el CTL y la célula diana en situaciones en las que la afinidad entre el TCR y el antigeno es baja
o en los casos en jos que hay una concentracién baja de antigeno. Ademds, esta capacidad
inhibitoria diferencial dependeria de la afinidad de unién de CD8 a la molécula MHC de Clase
I (238). Los Acm anti-CD8 inhiben también la fase litica del proceso de citotoxicidad, lo que
indica una posible participacién de esta molécula en la activacién del CTL (216). Numerosos
experimentos han sugerido que CD8 podria estar implicado en la transmisién de sefales
intracelulares que actuen, bien sinérgicamente con las proporcionadas por el complejo
TCR/CD3, o bien de forma negativa (221,222,235). Ademds, se ha observado que el tratamiento
de CTL con Acm anti-TCR solubles activa la adhesiéon de CD8 a antigenos de Clase I,
resultando en la generacién de una sefial necesaria para iniciar la respuesta cuando los niveles
de ocupacién del TCR son bajos (241). Estos procesos podrian estar regulados por la
fosforilacién de CD8 (242) y por su asociacién con la protein-quinasa P56** (243). Miltiples
evidencias sugieren que CD8 se une al mismo complejo MHC/péptido que el TCR formando
un complejo trimolecular que seria critico para la activaciéon de la célula T (244,245). CD8

podria proporcionar una sefial que contribuyera a la activacién o podria funcionar como



45

elemento de asociacién para estabilizar la interaccién del TCR y MHC/péptido.

1.12, RECONOCIMIENTO DE ANTIGENOS MHC EN TRANSFECTANTES MURINOS

En muchas ocasiones se han tratado de estudiar los requerimientos para el reconocimiento
de células diana por linfocitos T mediante la transfeccién de genes HLA en células murinas. Sin
embargo, en general, las lineas celulares empleadas en estos estudios no eran susceptibles a la
lisis por CTL humanos. Asi, en la mayoria de los casos los transfectantes en células L murinas
no son sensibles a lisis (246-248) o son lisados con una eficiencia baja (249), incluso cuando el
grado de expresién del antigeno HLA es alto o estin cotransfectados con 8,m humana
(247,248). Sélo se ha descrito un caso en el que la citotoxicidad era eficiente (67). La linea
celular P815-HTR, seleccionada a partir del mastocitoma murino P815, por su alta eficiencia
de transfecci6n (250), muestra una mayor sensibilidad a la lisis por CTL humanos. Asi, células
P8135 transfectadas con diferentes antigenos HLA son reconocidas eficientemente, tanto por
CTL alogénicos (249, 251) como restringidos (252). No obstante, se ha observado una
heterogeneidad considerable en la capacidad de clones de CTL alogénicos para lisar células
P815 transfectadas con HLA-A2 (253). La falta de reconocimiento de estos transfectantes se
ha correlacionado con una interaccién menos eficiente entre las moléculas de adhesién de
ambas especies o con la ausencia de alguna de ellas. Del mismo modo, se ha correiacionado la
incapacidad para lisar transfectantes en otros tipos celulares murinos con la avidez del clon
(254).

Varios estudios sugieren que la linea P815 expresa un ligando para LFA-1, como son la
inhibicién por Acm anti-LFA-1 de la formacién de conjugados inespecificos (212) o de la
citotoxicidad de transfectantes en P815 por CTL humanos (253). Este ligando podria ser el
homélogo murino de ICAM-1, ya que se ha observado reactividad de células P815 con un Acm
dirigido contra esta molécula (255). Adem4s, ICAM-1 murino puede interaccionar con LFA-
1 humano (256). No se ha detectado inhibicién de la lisis de transfectantes murinos por Acm
~ anti-CD2, lo que hace suponer que no existe un ligando para estas moléculas en las células de
ratén (253,254).

Bernhard et al (257) observaron una correlacién entre la capacidad litica de una serie de
clones de CTL anti-HLA-A2 o B7 frente a células EL-4, transfectadas con estos antigenos, y

la especificidad del clon. Los resultados sugerian que en algunos transfectantes se habrian
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alterado o perdido, tras su expresion en la célula murina, los epitopos reconocidos por el clon.
En algunos casos esta falta de reconocimiento xenogénico podria motivada por el

reconocimiento por parte del clon de un péptido especifico de tejido (210).



2.- OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

1.- Andlisis de la contribucién de la regién hipervariable 63-84 en la aloespecificidad serol6gica
del antigeno HLA-B27. Este segmento es uno de los de mayor hidrofilia de la molécula y
est4 expuesto en la superficie de ésta, formando parte de una de las hélices a. Este estudio
se realiz6 mediante la generacién de antisueros dirigidos contra el péptido 63-84, derivado
de la secuencia de B*2705, y ¢l examen posterior de su reactividad frente a un panel de

lineas celulares B27- y B27+, expresando los distintos subtipos de este antigeno.

2.- Caracterizacion estructural de los subtipos B*2701 (B27f) y B*2703 (B27d) mediante mapas
peptidicos comparativos y analisis de secuencia radioquimica. Estos subtipos se distinguen
funcionalmente de B*2705, ya que son reconocidos de forma diferencial por algunos
anticuerpos especificos de B27 y por CTL alogénicos. La determinacién de las posiciones en
que difieren los subtipos nos permite definir qué regiones de la molécula de B27 son
funcionalmente relevantes. Ademads, nos aporta informacién acerca de los mecanismos de
diversificacién que han actuado en su generacién, y sobre la importancia inmunolégica del

polimorfismo de subtipos.

3.- Andlisis de la contribucién de la avidez de CTL humanos en el reconocimiento y lisis de
células murinas que expresan el antigeno HLA-B*2705. Se realiz6 mediante ¢l anélisis de
la reactividad de siete CTL monoclonales anti-B*2705 frente a la linea murina P815,
cotransfectada con los genes de B*2705 y B,m humana, en funcién de la especificidad fina

y de la avidez de dichos CTL.

4.- Andlisis de la relevancia de cada una de las posiciones polimérficas de los subtipos de B27
en el reconocimiento por CTL. Para ello se analizé el patrén de reactividad de 21 clones de
CTL alorreactivos especificos de B27 frente a una serie de transfectantes en la linea humana
HMy2.CIR, que expresaban distintos mutantes de dicho antigeno. Los mutantes reproducian,
individualmente o en algunas combinaciones, los cambios de los subtipos de B27. Este
estudio se centré en determinar tres puntos concernientes a la respuesta alorreactiva anti-

B27. A) la diversidad de las especificidades clonotipicas; B) las caracteristicas estructurales
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de los epitopos reconocidos por dichos clones; C) el papel de las posiciones individuales en

el reconocimiento diferencial de los subtipos de B27.

5.- Examen de la conservacién y alteraci6n de los epitopos reconocidos por CTL especificos
de B27, tras la expresién de este antigeno en células murinas. Se levé a cabo mediante la
comparacién de la reactividad de cinco clones de CTL anti-B27 con dos series de
transfectantes, en la linea humana HMy2.CIR y en la murina P815, que expresaban distintos
mutantes de HLA-B27. El propésito de este estudio fue: A) determinar qué grado de
variacién en la estructura de los epitopos era compatible con el reconocimiento de antigenos
HLA expresados en células murinas y B) determinar si dichos epitopos implicaban la

presencia de péptidos unidos a HLA-B27.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. LINEAS CELULARES

Para la determinacion de la especificidad de antisueros generados contra un péptido sintético
se utilizé un amplio panel de lineas linfoblasticas (I.CL) que incluia lineas B27- y B27+ que
expresaban los distintos subtipos de este antigeno. El tipaje HLA de dichas LCL se detalla en
la Tabla IV.

Como fuente de material para la purificacién radioquimica de HLA-B*2701, B*2703 y
B*2705, se utilizaron las LCL. LH (A24,24; B*2701,8), CH (A31,32; B*2703,18) y LG2 (A2,2,
B*2705, *2705), respectivamente.

La lineas celulares empleadas para transfecciones fueron HMy2 CIR (258) y P815-HTR
(250). La primera es de origen humano y procede de la linea LICR.LON.HMy?2 tras irradiacién
gamma y seleccién con Acm anti-HLA de Clase 1 y complemento. Debido a esta seleccién,
presenta un bajo nivel de antigenos HLA de Clase 1 endégenos, motivo por el cual fue elegida
para nuestros ensayos. P815-HTR es una linea, seleccionada por su alta eficiencia de
transfeccién, procedente del mastocitoma murino P815.

Todas las LCL se cultivaron en RPMI 1640 conteniendo 10% (v/v) de suero de ternera
fetal, cuyo complemento habia sido inactivado por calentamiento a 56°C durante 30 min (STFi),
glutamina 2 mM, 5 UI/ml de Penicilina y 20 ug/ml de Estreptomicina (Flow Laboratories).
Tanto las lineas empleadas para la transfeccién, como los transfectantes posteriores, fueron
mantenidos en cultivo en "Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium" (DMEM) (Flow Lab.)
suplementado con 10% de STFi y Glutamina 2 mM. Durante el periodo de seleccién, el medio
de cultivo se suplement6 también con 1,5 mg/mi de G418 (Gibco). Los pocillos seleccionados
para los ensayos se mantuvieron un mes mds en medio selectivo, cultivindose posteriormente

en medio normal. Todas las lineas se mantuvieron en estufa a 37°C y 5% CO,.

32. LINFOCITOS T CITOLITICOS ANTI-HLA-B27

En este estudio se ha utilizado un conjunto de clones de linfocitos T citoliticos alorreactivos
anti-HLA-B27. Parte de ellos habian sido caracterizados con anterioridad y fueron generados
por estimulacién de células B27- con la linea linfobldstica LG 15, que expresa el subtipo B*2705
(121,122), o bien con la LCL KNE, que expresa el subtipo B*2704 (123). Otro grupo de clones,

recientemente caracterizado, fueron obtenidos por estimulacién de distintos respondedores B27-



Tabia IV. Panel de lineas celulares analizadas con el antisuero anti-péptido 63-84.

HLA-B27- HLA-B27+

Linea celular Fenotipo Linea celular Subtipo Fenotipo

JY (A2,2;B7,7) MT B*2705 (A2,2;B27,27)

MEIN (A1,3;B7,w57) LG-2 B*2705 (A2,2;B27,27)

oT {A2,24;B7,w60) LG15 B*2705 (A32,32;B27,27)

LB (A28,28,Bw60,w60) R15 B*2705 (A3,3;B27,35)

SWEIG (A29,29;B40,40) R16 B*2705 (A19.2,26;B17,27)

DK-1 (A2,33;B40,44) R69 B*2705 (A3,24;B7,27)

JAH (A2,2;Bw62,W62) WIT B*2705 (A2,11;B27,35)

CLA (A2,3;B8,w35) ZOE B*2705 (A2,3;B27,35)

B8N (A3,9;B8,15)

IDF {A26,28;B18,38) AP B*2702 (A24,26;B13,27)

K562 (No expresa HLA) R34 B*2702 (A2,9;B18,27)
R56 B*2702 (A2,11;B14,27)
389 B*2702 (A24,28;B27,40)
CHR B*2702 (A2,3;B27,35)
KRU B*2702 (A2,11;B27,35)
LH B*2701 (A24,24;27,8)
WEWAK-1 B*2704 (A11,24;27 w62)
SIA B*2704 (A2,24;27,w60)
LIE B*2706 (A2,11;B5,27)

Y
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con las lineas B*2705+, LG15 y R69 (D. Lépez, resultados no publicados). La especificidad
de los clones estd detallada en las Tablas V y V1. Los clones se crecieron en RPMI 1640
suplementado con 10% de suero humano del grupo AB y 20 Ul/ml de interleukina-2
recombinante (Hoffman-La Roche). Se mantuvieron en estufa a 37°C y 5% de CO, y se
reestimularon periédicamente con LCL B*2705+ y PBL B27- (como células "feeder") irradiadas

a 6000 y 4000 Rads, respectivamente.

3.3. ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los Acm empleados fueron: W6/32, dirigido contra un determinante monomédrfico de los
antigenos HLA de Clase I (259), ME1 (anti-HLA-B7+B27+B22) (260), PA2.1 (anti HLA-A2)
(261), B2.62.2 (262) y BBM.1 (263) (anti-B,m humana), SPV-T3b (anti-CD3) (264), Bear-1 (anti-
CD11b) (265) y B9/4 (anti-CD8) (266). Se utilizé también un antisuero de conejo anti-cadena
pesada de HLA de Clase [ (anti-H) (267).

Los Acm W6/32 y BBM.1, utilizados en los ensayos de citotoxicidad mediada por
complemento y en citometria de flujo, respectivamente, procedian de sobrenandantes de cultivo
de las células del hibridoma. En el resto de los ensayos todos los Acm se usaron a diluciones
apropiadas de liquido ascitico. El Acm PA2.1 se purificé por precipitacién de la fraccién
gamma-globulina del liquido ascitico con (NH,),SO, 2M. Su concentraci6n, determinada

espectrofotométricamente, era de 14,6 mg/ml. El antisuero anti-H se empleé sin diluir.

34. CITOTOXICIDAD MEDIADA POR COMPLEMENTOQO

Para la realizacién de estos ensayos, se marcaron las distintas LCL, a una concentracién
de de 2-3 x 10° células en 100 ul de STFi, con 100 uCi de cromato sédico ('Cr) (Amersham).
Después de 1h, las células marcadas se lavaron 4 veces con RPMI 1640 suplementado con 5%
de STFi y una con medio solo, resuspendiéndose posteriormente en medio de cultivo + 10%
STFi a una concentracion de 3 x 10* células en 40 ul. Los ensayos se realizaron en placas de 96
pocillos de fondo plano (Sterilin), afladiendo en cada pocillo 40 il de la suspensién celular junto
con 20 ul de distintas diluciones de los antisueros, cuyo complemento habia sido inactivado
previamente (56°C, 30 min). Tras una incubacién de 30 min a temperatura ambiente (TA) con
el antisuero, se afiadieron 20 il de complemento de conejo (Behring) diluido 1/2 (v/v), que se
dej6 actuar durante 1 h a TA. Transcurrido este tiempo se afiadieron 120 ul de RPMI en cada

pocillo y se centrifugaron las placas a 120 x g durante 5 min. El nivel de lisis se determiné por



Tabla V. Especificidad fina de los clones de CTL anti-B*2705, utilizados en el andlisis de transfectantes P§15-B27 +

Antigeno expresado en la célula diana

CTL B*2705 B*2701 B*2702 B*2703 B*2704 B*2706 B40*

1 + 4+ + _ ++ +++ ” — _
26 +++ _ ++ +++ _ _ _
29 +++ - ++ + 4+ _ _ _

2 +++ +++ _ _ _ _ +
15 ++ + +++ _ _ - _ +
48 +++ +++ + + _ _ ++ 4+
40 +++

Los datos de esta Tabla se han extraido de Aparicio et al (126).

s



Tabla V1. Patron de reaccion de los clones de CTL anti-B*2705, utilizados en el andlisis de mutantes, con los subtipos de B27 *

Patrén CTL B*2705 B*2701 B*2702 B*2703 B*2704 B*2706
A 23° ++ 4+ - - _ _ —
40 +++ _ _ _ _ _
04DRF ++ _ - — — —
102DRF* + _ - _ _ _
212DRD + — _ - - —
17A2 ++ _ _ _ _ _
B54 + + _ _ - — -
G36 + _ _ _ _ _
B 46 ++ _ _ ++ _ _
GM7 +++ i _ ++ _ —
SA2 + + _ - + - —_
2¢ ++ ++ _ _ _ -
D 28 ++ - + - — -
172DRF + _ + - — -
139DRD ++ _ ++ _ - —
202DRD + _ ++ —_ — —
E 7 +++ _ ++ +++ - -
26 ++ - + + _ _
29 +++ _ ++ +++ _ —
F 72DRF +++ ++ ++ + _ _
64.8P +++ + +++ _ + +

* Se ha incluido para su comparacién el patrén de clon anti-B*2704, CTL 64.8P (123).

* CTL 23 presenta reactividad cruzada con HLA-DR2.

* Los clones CTL 2 y 102DRF presentan reactividad cruzada con HLA-B40* (B*4002).

? La Tabla representa el % de citotoxicidad del clon frente a LCL que expresan los distintos subtipos: - (0-10%); + (11-30%); + +
(31-50%); +++ (51-100).

139



54
contaje de la radiactividad liberada en 100 ul del sobrenadante, correspondiente a cada pocillo,
en un contador mini gamma 1275 de Packard Instruments Co, Inc. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado, incluyéndose siempre como controles negativo y positivo la reactividad
de las células con un suero de conejo no inmune y con el Acm W6/32, respectivamente. El
porcentaje de lisis mediada por complemento se determiné como:

LE (cpm) - CC (cpm)
% de lisis especifica = x 100

LM (cpm) - CC (cpm)

donde LE es la liberacién experimental de *'Cr; CC representa la radiactividad liberada en
presencia de complemento Gnicamente y LM es la liberacién médxima obtenida por tratamiento
de las células con HC] 10 mM.

La lisis de las células diana por suero no inmune y por W6/32 fue siempre menor del 10%

y mayor del 75%, respectivamente.

3.4.1. Inhibicién de 1a citotoxicidad por péptidos libres o conjugados péptido-proteina portadora

Previamente a los ensayos de citotoxicidad, se incubaron varias preparaciones del antisuero
con distintas cantidades de los conjugados pépido-proteina portadora, de péptido libre o de
proteina portadora. El factor de dilucién del antisuero al aitadir el competidor era de 1/10
(v/v). Estas soluciones se incubaron 2h a 37°C y 1h a 4°C. Transcurrido este tiempo se
realizaron los ensayos de citotoxicidad con 20 ul del antisuero tratado. La concentracién final

de los distintos competidores estaba incluida en un rango de 10° y 10% M.

3.4.2. Inhibicién de la citotoxicidad por Acm

Las células diana marcadas se incubaron antes del ensayo de citotoxicidad con distintas
diluciones (1/5 a 1/500) de liquido ascitico del Acm ME-1 (anti-B27) y de una preparaci6n
purificada del Acm PAZ2.1 {como control negativo). Esta preincubacién era de 30 min a TA,
realizdndose a continuacién el ensayo de citotoxicidad. La concentracién de Acm ME-1 en la

" ascitis se estimé en 9,5 mg/ml y la de PA2.1 en la preparacién purificada de 14,6 mg/ml.

3.5. CITOTOXICIDAD MEDIADA POR CTL
Para su realizacién se marcaron 5x10° células diana con 50 gCi de *'Cr, en 100 ul de STFi,

durante 1 h a 37°C. Tras 5 lavados con RPMI 1640 + 5% de STFi, las células se resuspendieron
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a una concentracién de 2-3x10° células en 50 ul de RPMI+ 10% STFi. El niimero de células por
pocillo estaba siempre en este rango y dependia de la eficiencia de marcaje de las células en
cada experimento, de forma que siempre hubiera como minimo 500 cpm en cada pocillo. Los
ensayos se realizaron por duplicado en placas de 96 pocillos de fondo en "V" (Costar) en un
volumen de 150 ul, por incubacién de las células efectoras con las dianas marcadas, a las
relaciones efector:diana de 0,5:1, 1:1 y 2:1. Las placas se incubaron a 37°C durante 4 h y, tras
una centrifugacién de 5 min a 120 x g, se recogieron 100 ul del sobrenadante, contdndose su
radioactividad en un contador gamma. E} porcentaje de lisis especifica se obtuvo por:

LEx - LEs
% de citotoxicidad = x 100

IM - LEs

donde LEx es la radiactividad liberada por las células diana incubadas con las efectoras; LEs
es la liberacién espontdnea en presencia de medio de cultivo y LM son las cpm totales al

incubar las dianas con 100 ul de HCI 10 mM. La LEs nunca fue superior al 20% de la LM.

3.5.1. Inhibicién de la citotoxicidad por Acm
Se efectuaron por una incubaci6n, previa al ensayo de citotoxicidad, de las células efectoras
con una dilucién 1/250 de liquido ascitico de los Acm anti-CD3, -CD8 y -CD11b. Después de

30 min a TA, el ensayo continué normalmente por la adicién de las células diana.

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

3.6.1. Sintesis de péptidos

Los péptidos se sintetizaron manualmente en nuestro laboratorio segfin el método de

Merrifield (268). Después de la sintesis, los péptidos se purificaron por filtracién en una

columna de Sephadex G-25 (100 x 2,5 cm), equilibrada con NHHCO, 10mM. Mediante HPLC

y andlisis de amino4cidos se determind su pureza, presentando todos ellos una composicién de

aminodcidos que se ajustaba a al esperada (* 5%). En algunos casos, durante el proceso de

sintesis, se acopl6 al péptido 4cido p-amino-fenil-acético (PAPA).

3.6.2. Acoplamiento péptido-proteina portadora

El acoplamiento a la proteina portadora se realiz6 siguiendo tres procedimientos distintos:
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1.- Los péptidos a los que se habia acoplado PAPA se disolvieron en HCI 2N frio y, tras la
adicién de una mezcla acuosa de NaNQ, 0,1M, mantenida en hielo, se afiadieron sobre una
solucién de hemocianina de lapa (KLH-Keyhole limpet hemocianin) o de alblimina de suero
bovino {BSA) disueltas en NaHCO, 0,5M. El pH se mantuvo a 8,5 a lo largo del proceso
mediante la adicién de Na,CO, 0,1M. La relacién molar péptido:proteina estaba incluida
en el rango de 20:1 a 140:1 para BSA y de 2500:1 a 5000:1 para KLH. Tras una incubacién
durante toda la noche a 4°C, la muestra se dializé frente a NH,HCO, 10 mM y se liofilizé.

2.- Se mezclaron 6 mg de KLH, disueltos en 375 ul de tamp6n Na,HPO, 10 mM, pH 7,2, con
1 mg de éster maleimido-benzoyl-N-hydroxy-succinimida (MBS) en dimetil formamida
(DMF). Esta operacién se realizé por adicién del MBS gota a gota, para evitar que la
concentracién local de DMF fuera demasiado alta, ya que la KLH es insoluble a una
concentracién de este compuesto superior al 30%. La mezcla se agitd durante 30 min a TA.
Para eliminar el MBS libre, el producto de reaccién KLH-MB se pas6 a través de una
columna de Sephadex G-25, equilibrada con tampén Na,HPO, 50 mM, pH 6. Al complejo
KLH-MB purificado se le acoplaron 7,5 mg de péptido disueltos en 1ml de PBS, ajustando
el pH a 7-7,5 y agitando la mezcla durante 3h a TA. Posteriormente, los conjugados se
dializaron frente a NH.HCOQ, 10 mM vy se liofilizaron.

3.- La KLH se resuspendi6 en PBS y se mezclé con un exceso molar de péptido disuelto en
agua destilada. La reaccién de acoplamiento comenz6 por la adicién de 1-etil-3 (3-dimetil-
aminopropil) carbodiimida a una concentracién molar 5 veces superior a la del péptido. La
mezcla de reaccién se agit6 durante toda la noche a TA, se dializ6 frente a NH,HCO, 10
mMy se liofilizé.

El rendimiento de los acoplamientos fue generalmente del 80%, y la cantidad de péptido

presente en los conjugados, determinada por andlisis de aminodcidos, fué generalmente de 25

moles de péptido (en un rango de 17 a 35) por mol de BSA y de 1600 a 2700 por mol de KLLH.

3.63. Andlisis de aminodcidos
Para su realizacion el péptido se liofilizé y se hidrolizé durante 24 h a 110°C en HCI 5,7 N
(Pierce), en presencia de 2% de 2-mercaptoetanol y 0,1 % de fenol. Los andlisis se realizaron

en un analizador Durrum D50.
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3.6.4. Inmunizaciéon de animales

Con el fin de generar anticuerpos dirigidos contra el péptide sintético se inmunizaron
conejos por inyeccion intradérmica, en distintos puntos del lomo del animal, de Img de
conjugado en adyuvante completo de Freund. Los animales se inmunizaron mensualmente,
sangrandose por primera vez dos semanas después de la segunda inyeccién y, posteriormente,

a intervalos de un mes.

3.6.5. Deteccion de anticuerpos

La deteccién de anticuerpos en el suero de los animales inmunizados se realizé mediante
enzimoinmunoensayo (ELISA). Este se realiz6 en placas de poliestireno de 96 pocillos (Costar),
incubadas previamente con 100 pl/pocillo de Na,CO, 0,1 M, pH 9,5, conteniendo 0,05% de
glutaraldehido, durante 2h a 56°C. La presencia de glutaraldehido facilitaba la unién del péptido
a la placa, dificultada por el pequeiio tamafo del mismo. Después de tres lavados con agua
destilada, las placas se mantuvieron toda la noche a 4°C con 1 ug de péptido, disuelto en 100
pl de Na,CO, 0,1M, pH 9,5, por pocillo. El péptido no unido a la placa se elimin6 mediante tres
lavados con PBS (Na,HPO, 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,2) conteniendo 0,075% de Tween 20
(v/v)y un lavado adicional con agua destilada. Posteriormente, se afiadieron 200 ul de gelatina
al 0,2% en cada pocillo, con el fin de bloquear los sitios libres de la placa y evitar la adsorcién
inespecifica. Tras una incubacién de 1h a 37°C las placas se sometieron a tres lavados con PBS
conteniendo gelatina al 0,05% y una con agua destilada. A continuacidn, se analizaron los
antisueros mediante la adicidén de 100 ul/pocillo de varias diluciones seriadas de cada uno de
ellos. Los anticuerpos se dejaron reaccionar con el péptido acoplado a la placa, durante 90 min
a 37°C, elimindndose el exceso de anticuerpo mediante un nuevo ciclo de lavados (3x
PBS+Tween 20, 1x H,O destilada). Los complejos péptido-anticuerpo, unidos a la placa, se
detectaron por incubacién, durante 90 min a TA, con 100 ul/pocillo de una dilucién 1/500 de
Proteina A (Prot A) conjugada con Peroxidasa de rdbano. El conjugado no ligado se lavé como
en el caso anterior y se procedié al revelado del ensayo mediante la adicién de 100 ul/pocillo
del sustrato de la enzima, que consistia en una disolucién de 40 mg de o-fenil-diamina y 40 ul
de H,O, al 30%, en 100 ml de un tampén Na,HPO, 50 mM/4cido citrico 25 mM, pH 5,0. La
reaccion enzimatica se pard por adicién de 100 ul de H,SO, 3N, cuantificindose, a continuacién,

por medida de la absorbancia a 492 nm en los espectrofotémetros "Titertek Multiskan" (Flow
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Laboratories) o "SLT 210 Kontron analytical" (Kontron).
3.7. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS SUBTIPOS DE B27

El procedimiento seguido para la purificacién de las cadenas pesadas de HLA y para la

realizacién de los mapas peptidicos comparativos se halla esquematizado en Ia Fig, 5.

3.7.1. Marcaje metabélico

Se incubaron 107 células con un determinado aminodcido marcado con 1 mCi de °H o 250
pCi de “C (Amersham), en medic minimo esencial deficiente en dicho aminoédcido (Flow
laboratories y Gibco), durante toda la noche en estufa a 37°C y 5% de CO, (269).

Los aminoécidos radiactivos utilizados fueron: L-[2,3-*H]-Ala, L-[U-"C}-Ala, 1-[2,3-"H]-Asp,
L-(G-H)-Gln, L-[G-*H}-Glu, L-[U-*-C}-Asn, L-{2,5-"H]-His, L-[U-“C]-His, L-[4,5-*H]-Ile, L-
[(U-*C]-lle, L-[4,5-“C]-lle, L-[4,5-°H}-Leu, L-[U-“C]-Leu, L-{4,5-°H]-Lys, L-{U-"C]-Lys, L-
{2,3,4,5°H]-Pro, L-[U-"C}-Pro, L-[3-’H]-Ser, L-[U-"C)-Ser, L-[3-'H]-Thr, L-[U-*C]-Thr, L-[5-
*H}-Trp, L-[2,3,5,6-*H}-Tyr, L-[U-“C}-Tyr.

Los is6topos de “C y *H-Trp se liofilizaron antes de su uso.

3.72. Purificacién de las cadenas pesada de HLA-B27

Después del cultivo, las células se lavaron dos veces con tampé6n Tris/HCI 10 mM, NaCl 0,15
M, pH 74, conteniendo 0,1 mM de fluoruro de feniimetil-sulfonilo (PMSF) (Sigma).
Posteriormente se solubilizaron por incubacién en hielo, durante 1h, en 1ml del mismo tamp6n
conteniendo 1% (v/v) de Triton X-114 (Sigma) y PMSF 0,1 mM. El material insoluble se
precipité por centrifugacién a 7900 x g, durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se dividi6 en dos
alicuotas que se trataron de forma semejante, independientemente. Cada una ellas se afiadié
sobre 0,25 ml del tamp6n anterior conteniendo un 1% de Triton X-114 y 10% de sacarosa. La
incubacién de esta mezcla a 37°C durante 3 min permiti6 separar, tras una centrifugacién de
3 min a 4000 x g en una microfuga Beckman, la fase del detergente, conteniendo las proteinas
de membrana, de la acuosa, debido a que a esa temperatura precipita el Triton X-114 (270).
La fase del detergente se resuspendi6 en 0,2 ml de tamp6n NET (Tris/HCI 0,05 M, NaCl 0,15
M, EDTA 5 mM, 0.02% de NaN,, pH 7,4). A la fase acuosa del sobrenadante se le afiadieron
50 ul de Triton X-114 al 109% (v/v) y después de una incubacién de 3 min a 0°C y otra de 3 min

a 37°C, la preparacién se centrifugé como en el caso anterior, resuspendiéndose la fase del
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Figura S. Estrategia utilizada para el aislamiento de las cadenas pesadas de HLA B27.
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detergente en 0,2 ml de NET. Posteriormente, se juntaron las dos fases de detergente
resuspendidas en NET y se desprecié la fase acuosa. En esta fase de detergente se recogio,
generaimente, el 20% de la radiactividad total presente en el lisado celular.

Esta preparacién se sometié a una serie de preincubaciones con el fin de limpiar la
preparacion y evitar las uniones inespecificas. La primera de ellas consisti6 en la adicién de 100
11 de un preparado de Prot A de Staphilococcus aureus al 10% (Laboratorios Llorente) (271).
Después de 20 min a 0°C, las muestras se centrifugaron a 4000 x g, recogiéndose el
sobrenadante, que era nuevamente incubado durante 1h a 0°C con 10 ul de suero de conejo
normal (SCN). A continuacién se afiadié6 Prot A por segunda vez y tras centrifugacion se
recogié el sobrenadante. Las proteinas solubilizadas en cada una de las alicuotas se
inmunoprecipitaron con 1 ul del Acm ME1. Pasada 1 h a 0°C, los complejos HLA-B27-ME1
se precipitaron por la adicién de 40 ul de un antisuero de conejo anti-IgG de ratén, seguida por
una incubacién con 200 ul de Prot A. Esta segunda inmunoprecipitacién era necesaria, ya que
el Acm ME1 no es capaz de unir Prot A. Los inmunoprecipitados se sometieron a cinco
lavados, para eliminar uniones inespecificas, con varias soluciones de distinta fuerza iénica (2
x NET + 0,5 Nonidet P-40 (NP-40)+ 1/10 de NaCl saturado; 2 X NET + 0,5 NP-40 + 1/20
de NaCl saturado y 1 x NET + 0,5 NP-40). Las moléculas de HLA-B27 se separaron de la Prot
A por ebullicién, durante 5 min, en 100 ul de dodecil sulfato sédico (SDS) al 1% {p/v),
descartando el material insoluble por centrifugacién a 11600 x g. Posteriormente se aislé la
cadena pesada de B27 de esta preparacién por incubacién con 5 ul del antisuero anti-H, al
menos durante 4h a 0°C, seguida por la adicién de 200 ul de Prot A. El precipitado de prot A

se someti6 a un ciclo de lavados semejante al descrito anteriormente.

3.7.3. Mapas peptidicos

Las cadenas pesadas de HLA, incluidas en los inmunoprecipitados, se extrajeron mediante
ebullicién, durante 5 min, en 200 pl de SDS al 2% (p/v) conteniendo 0,25 mg de Ovoalbumina
(OVA), descartindose la fraccién insoluble por centrifugacién a 11600 x g. Las cadenas pesadas
de HILA marcadas con *H y “C se mezclaron y se precipitaron con cinco volumenes de acetona,
siendo posteriormente reducidas con Ditiotreitol (DTT) (Bio Rad) 10 mM en tampén Tris/HCl
350 mM, EDTA 5 mM, SDS al 2% (p/v), pH 8 (2 h a 37°C) y alquiladas con Iodoacetamida

(Bio Rad) 25 mM en el mismo tampén (30 min en oscuridad a TA). Tras una precipitacién con
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cinco volumenes de acetona y medio volumen de 4cido tricloroacético al 45% (p/v) en H,0,
se procedi6 a la digestién con TPCK-tripsina (Worthington) en tamp6én NH.HCO, 50 mM, pH
8,5. En primer lugar se realizé una incubacién de 1h a 37°C a una relaci6n enzima:sustrato de
1:20 (p/p), sobre la cantidad de OVA afadida; seguidamente se efectué una segunda adicién
de enzima a una relacién de 1:40, incubando en esta ocasién durante 3h, también a 37°C.
Después de la digestién las muestras se liofilizaron inmediatamente. Para la realizacién de
algunos mapas se utilizaron condiciones de digestién més exhaustivas, empleando relaciones de
enzima:sustrato de 1:10 y 1:20, y 1:5y 1:10.

Los péptidos tripticos se separaron mediante cromatografia liquida de alta presién (HPLC)
en un cromatdgrafo Waters equipado con una columna pBondaPak C18 (0,39 x 30 cm). La
muestra se cargé en esta columna, equilibrada en un tampén acetato aménico 10 mM, pH 6,5,
¥ se sometié a un gradiente lineal de 0 a 30% de acetonitrilo (Scharlau) en el mismo tamp6n.
La duracién de este gradiente fue de 55 min a un flujo de 1,5 ml/min, recogiéndose fracciones
de 0,6 ml. 20 fracciones se recogieron en las condiciones iniciales y otras 20 en las finales,
inmediatamente antes y después del gradiente. Al finalizar la cromatografia, la columna se
sometié a un lavado con acetonitrilo al 1009, recolectindose otras 20 fracciones en este
periodo. El nimero total de fracciones en cada mapa fue de 220.

En algunas ocasiones, con el fin de purificar mezclas de péptidos no resueltas en las
condiciones cromatograficas detalladas anteriormente, se utilizaron dos procedimientos
alternativos. Uno de ellos consistia en una cromatografia en HPLC utilizando la misma
columna que en otras ocasiones, equilibrada con una solucién acuosa de 4cido trifluoroicetico
al 0,16% (v/v). Se emple6 un gradiente lineal de 0 a 40% de una solucién de acetonitrilo
conteniendo 0,10% (v/v) de 4cido trifluoroacético, pH 2,1. El gradiente transcurrié en un
tiempo de 55 min con un flujo constante de 1 ml/min. Se recogieron fracciones de 0,6 ml
Inmediatamente antes y después del gradiente se recogieron 12 fracciones, en las condiciones
iniciales y finales, respectivamente.

El otro método de repurificacién consistié en una cromatografia de intercambio iénico. Se
utiliz6 una resina intercambiadora de cationes Tipo AA-20 (Beckman) en columna de 0,3 x 25
cm, termostatizada a 56°C, y un gradiente de piridina y 4cido acético con un flujo constante
de 1ml cada 7 min. La columna se equilibré inicialmente con un tamp6n de piridina 0,05 M /

dcido acético, pH 1,8. La muestra se resuspendié en esta solucidn y tras pasar por la columna
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20 ml de ella (recogiéndose 20 fracciones de 1 ml), se comenz6 el gradiente. Este se formé en
un sistema de cuatro vasos comunicantes, conteniendo cada uno de ellos 50 ml de los siguientes
tampones: vaso 1 - piridina 0,05 M, 4c. acético, pH 2,45; vasos 11 y HI - piridina 0,3 M, 4c.
acético, pH 3,75; vaso IV - piridina 1,2 M, 4c. acético, pH S. Finalmente la columna se lavé con
20 m! de piridina 2 M, recogiéndose en esta etapa otras 20 fracciones de 1 ml.
En ambos procedimientos antes de cromatografiar los péptidos radiactivos, se afiadieron 0,5-
1 mg de un digerido triptico de OVA, para evitar la unién inespecifica de péptidos a la
columna.
La deteccién de péptidos se realizé por contaje de alicuotas de 1/3 6 1/2 de cada fraccién,
a las que se afiadieron 4 ml de Aquasol (New England Nuclear). Para ello se utilizé un contador
de centelleo liquido Beckman LS-2800, usando un doble canal para *H y C, con un corrector

automdtico de fondo. Las fracciones incluidas en cada pico fueron recogidas y liofilizadas.

3.74. Digestiones adicionales de los péptidos: proteasa V8 y quimotripsina

Algunos péptidos tripticos de gran longitud se sometieron a una segunda digestion
enzimética con la proteasa V8 de Staphilococcus aureus (Miles Laboratories). Para ello se
resuspendieron los péptidos en 350 ul de tampén acetato aménico 50 mM, pH 4, junto con 100
g de un digerido triptico de OVA. La enzima se afiadi6 a una relacién enzima:sustrato (sobre
la cantidad de proteina afiadida) de 1:2,5 (p/p) y se incubé durante 20 h a 37°C. Transcurrido
este tiempo se realizé una segunda adicién de la misma cantidad de enzima y la reacci6n
continué 20 h més a 37°C. Estas condiciones permitian una rotura selectiva en el extremo C-
terminal de la mayoria de los residuos de 4c. glutdmico, aunque no de todos (272). Después
de la digesti6n, se afadieron 400 pg de un digerido triptico de OVA en un volumen de 150 ul.
La mezcla se liofiliz6 y se cromatografi6 utilizando las mismas condiciones que en el caso de
los péptidos tripticos.

En otras ocasiones los péptidos se sometieron a la accién de la quimotripsina (Worthington).
Para ello, el péptido se resuspendi6 en 200 u! de tampén NH,HCO, 50 mM, pH 8,5, junto con
Img de OVA previamente reducida y alquilada. La digestién tuvo lugar durante 30 min a TA,
a una relacién enzima:sustrato de 1:200 (p/p). Finalizado el proceso, la muestra se Hofilizé y

cromatografié en las condiciones habituales.
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3.7.5. Andlisis de secuencia de los péptidos

Las determinaciones de secuencia se realizaron siempre en péptidos radiactivos purificados.
Se utilizaron, bien un secuenciador de fase liguida Beckman 890C (en presencia de polibreno
en un programa de Quadrol 0,1M), o bien uno de fase gaseosa 470A de Applied Biosystems
(programa MAC de secuenciacién). Los péptidos se disolvieron en 0,25 a 0,5 ml de trietilamina
al 2%, en presencia de 10 nM de apomioglobina. Las fracciones, tal como se liberaban en el
secuenciador, se secaron, se disolvieron en 100 ul de acetato de etilo, y se contaron con 4 mi
de Aquasol en un contador Beckman L.S-255 o en un contador Beckman LS-2800, programados
para el contaje simultdneo de *H y “C. En ambos casos se realizaron correcciones de fondo de

acuerdo con los valores obtenidos con controles apropiados de *H y “C.

3.7.6. Electroenfoque de HLA-B27

Para su realizacién, las células se marcaron metabélicamente con 0,5-1 mCi de *S-Met. El
procedimiento de lisis celular e inmunoprecipitacién seguido fue el descrito anteriormente en
3.7.2. Las cadenas pesadas de B27 se extrajeron de los precipitados con anti-H, mediante
ebullicién en 100 gl de tamp6n de muestra, conteniendo urea 8 M, 1% de NP-40, 10% de 2-
mercaptoetanol y 4% (p/v) de una mezcla de anfolinas (L KB) de distintos pH: 3,52 10;4a 6
y 6 a 8, en una relacién de 1: 4: 4. La muestra se centrifugé a 11600 x g, durante 3 min,
elimindndose el material insoluble por centrifugacién. Posteriormente se realizé el
electroenfoque (273) a una intensidad constante de 10 mA y un voltaje maximo de 400 V,
durante 18h. Los geles estaban compuestos por 4,5% de acrilamida /bisacrilamida a una relacién
de 29,4% (p/v)/0,6% (p/v), 1,7% de NP-40, 8 M de urea, 2% de la mezcla de anfolinas (a la
misma relacién que en el tampdn de muestra). Finalizado el electroenfoque los geles se fijaron
en una mezcla de H,O: metanol: 4c. acético (10:4:1) y se analizaron por autorradiografia con

una pelicula Kodak X-OMAT GRS.

3.8. MUTAGENESIS DIRIGIDA DE HLA-B27
3.8.1. Endonucleasas de restriccién

En la estrategia de mﬁtagénesis seguida se usaron las endonucleasas Eco RI, Hind I, Kpn
I, Sma 1, Bgl II, Bam HI'y Sac I. Todas ellas eran de Boehringer Mannheim y se utilizaron

seglin las especificaciones del fabricante, generalmente a una dosis de 2 u/ug de DNA.



64

3.8.2. Preparacion de oligonucledtidos mutagénicos

Los oligonucleotidos se sintetizaron en un sintetizador automético (Applied Biosystems).
Después de la sintesis, se desprendieron de su soporte sélido mediante incubacién con NH,OH
concentrado a 55-60°C durante 14-16 h y se liofilizaron. Antes de su utilizacién se purificaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 20 %, a 600 V, durante 2-3 h. El
oligonucleétido se detecté por proyeccién de la banda correspondiente sobre una placa de gel
de silice (cromatografia en capa fina TLC, Sigma), al hacer incidir sobre el gel luz ultravioleta.
Tras cortar la banda, se eluy6 el oligonucleétido por incubacién con 1,5 ml de NaAc 0,3 M,
EDTA 1 mM, durante 14-16 h a 37°C. Posteriormente, se precipité a -20°C con 2 volumenes
de etanol, determindndose espectrofotométricamente su concentracién y pureza.

La secuencia de los oligonucleétidos utilizados se muestra en la Tabla VII. Previamente a
la realizaci6én de la mutagénesis, se sometieron 200 pmoles del oligonucie6tido a la accién de
10 u de la enzima polinucle6tido kinasa en 30 ul de tampén Tris HCI 100 mM, pH 8, MgCl,
133 mM, DTT 6,6 mM y ATP 1mM, durante 30-45 min a 37°C, con el fin de fosforilar su

extremo 5. La enzima se inactivé posteriormente por incubacién a 65°C, durante 10 min.

3.83. Construccién de mutantes

El material de partida para ia construccién de los mutantes fue el gen de B*2705 (114), que
estaba incluido en un fragmento de DNA de 6,5 Kb, clonado en el sitio Eco RJ del vector
pBR322. Para los mutantes en el dominio @, se extrajo este fragmento del vector mediante
digestién con Eco RI y tras rellenar sus extremos protuberantes por la accién del fragmento
Klenow de la DNA pol | de E. coli, se insertS en el sitio Sma I del vector pUC18. Las
mutaciones se introdujeron en el gen de B27 por hibridacién de éste con un oligonucleétido
sintético, portador de la mutacién. Todos los mutantes, con excepcién del Y74N77, habian sido
construidos previamente en nuestro laboratorio.

El procedimiento seguido para la realizacién de la mutagénesis (274) estd esquematizado en
la Fig. 6 y se detalla a continuacién. En primer lugar se procedi6 a la digestién del pldmido que
contenia el gen de B27 con Sma I, en el caso de los mutantes en el dominio a, y con Kpn [ en
el mutante de @, (ver mapa de restriccién en la Fig. 7). De este modo se cortaba el gen de
B*2705 s6lo en el dominio en el que se queria introducir la mutacién. Paralelamente se

linearizé otra preparacién del plasmido correspondiente con la enzima Hind IIl. Ambos



Tabla VIL. Cambios introducidos en los mutantes de B27 y oligonucleétidos utilizados

Posicién Sustitucién Oligonucleétido
63 Glu  Asn ‘GG GAC CGG AAC ACA CAG AT
74 Asp  Tyr *CA CAG ACT TAC CGA GAG*
77 Asp  Asn YAC CGA GAG AAC CTG CGG A”
77 Asp  Ser *CT GAC CGA GAG AGC CTG CGG ACC C*
80 Thr Ile AC CTG CGG ATC CTG CTC CG*
81 Leu Ala AC CTG CGG ACC GCG CTC CGC TAC T*

152

Val

Glu

*G GCC CGT GAG GCG GAG C*

g9
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Figura 6. Estrategia de mutagenésis dirigida utilizada para la generacién de mutantes de HLA-
B27.
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Figura 7. A) Mapa de restriccién del gen codificante de HLA-B27. B) Estrategia utilizada para
la secuenciacién de los mutantes por el método de Maxam y Gilbert (279).
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digeridos se mezclaron en cantidades equimolares (generalmente 1 pM) junto con un exceso
molar 20 veces superior del oligonucle6tido sintético fosforilado, en un volumen final de 20 ul
de tampén HB (Tris HCl 50 mM, pH 7,4, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM). Posteriormente, se
procedio a la desnaturalizacién de la preparacién a 100°C y a su posterior renaturalizacion a
10°C por debajo de la Tm del oligonucleétido. De esta forma se permitié la hibridacién de éste
con la zona correspondiente del gen de B27. A continuacién, se realizaron las reacciones de
polimerizacién por extension con 5-10 u del fragmento Klenow de la DNA pol I de E. coli
(Boehringer), y ligamiento por la accién de 7u de la ligasa del fago T4 (Boehringer). Ambas se
levaron a cabo conjuntamente a 14°C durante 15 h, en un volumen final de 80 ul! de tamp6n
Tris HCI 50 mM, pH 7,8, MgCl, 10 mM, DTT 20 mM, ATP 1 mM, 50 ug/ml de BSA, junto con
una mezcla de dNTPs (,6 mM. De esta forma se obtuvieron moléculas de pldsmido con el gen

de B*2705 en una de sus cadenas y el mutado en la otra.

3.8.4. Transformaciones bacterianas y deteccion de colonias portadoras de la mutacion

La mezcla de ligamiento se utilizé para transformar bacterias E. coli DH-5, en estado
competente por tratamiento con CaCl, 50 mM (275). La transformacién se llevé a cabo por
incubacién, a 0°C durante 30 min, de 200 ul de la suspensidn bacteriana con distintas cantidades
(habitualmente 5, 10 y 20 ul) de la mezcla de ligamiento. Posteriormente, la preparacion se
someti6é a un choque térmico a 42°C durante 2 min y tras afiadir 1ml de medio LB (1% de
Bactotriptona, 0,5% de Extracto de levadura y 1% de NaCl), se incubé a 37°C durante 45 min.
Pasado este tiempo las bacterias se centrifugaron, se resuspendieron en 100 ul de medio LB
y se extendieron sobre placas Petri, conteniendo medio LB, 1,4% de Agar y 150 ug/ml de
ampicilina. Las placas se incubaron durante 14-16 h a 37°C.

Las colonias portadoras del gen mutado se detectaron mediante hibridacién con el mismo
oligonuclestido utilizado para introducir la mutacién, marcado con *P-71 ATP {276). Para ello,
las bacterias crecidas en las placas, se transfirieron simétricamente a dos placas Petri, una de
las cuales contenia en su superficie una membrana de nylon Biodine (Pall BioSupport Division).
Tras permitir el crecimiento bacteriano durante 14-16 h a 37°C, se procedi6 al tratamiento de
las bacterias crecidas en la membrana, almacenando la otra placa a 4°C, para crecer
posteriormente la colonia seleccionada a partir de ella. El tratamiento de las bacterias consistié

en una etapa de lisado con NaOH 0,5 M durante 15 min, seguida por dos lavados con Tris/HCl
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1M, pH 7.6, y una etapa de neutralizacién con Tris/HCI 0,5 M, pH 7,6, NaCl 1,5 M, durante
5 min. El DNA bacteriano se fi}6 a la membrana por una incubacién de 1-2 h a B0°C
procediéndose a continuacién, a la prehibridacién de la misma durante 2-3 h y a su posterior
hibridacién con el oligonucleétido marcado con *P-1 ATP, durante 14-16 h, a una temperatura
de 10°C por debajo de la Tm del oligonucle6tido. La solucién de hibridacién consistié en 6xXNET
(1x=Tris HCl 15 mM, pH 8,3, NaCl 1,15 M, EDTA 1 mM), conteniendo 0,1% de SDSy 10%
de la solucién de Denhardt (1x=0,02% de BSA, 0,02% de PvP-40 y 0,02% de Ficoll). Las
membranas hibridadas se lavaron con 6xSSC (1x=NaCl 0,15 M, citrato s6dico 15 mM, pH 7,2)
y 0.05% de pirofosfato s6dico. En primer lugar, se lievaron a cabo tres lavados de 10 min a TA
realizdndose, posteriormente, lavados sucesivos incrementando la temperatura hasta un valor
igual o superior a la Tm. Después de cada lavado, las membranas se expusieron a una pelicula
Kodak X-OMAT §, utilizando dos pantallas intensificadoras.

Las colonias que hibridaron con el oligonucledtido después del lavado a la temperatura
superior se crecieron, obteniéndose posteriormente DNA del pldsmido contenido en ellas, que
era utilizado para un nuevo ciclo de transformacién. Este proceso se repiti6 sucesivamente hasta
conseguir una colonia conteniendo moléculas de plasmido con el gen de B27 mutado en sus dos
cadenas. La localizacién correcta de la mutacién se confirmé mediante anélisis por “Southern

blot" (277).

3.8.5. Obtenciin del DNA del plismido

Las colonias positivas se sembraron en 3 m! de medio LB conteniendo 150 ug/ml de
ampicilina. Después de 14-16 h en un bafio a 37°C, las bacterias se centrifugaron y se lisaron
con 5 mg/ml de lisozima en 200 ul de TE-sacarosa (Tris/HCl 25 mM, pH 8 EDTA 10 mM,
sacarosa 25 mM), durante 15 min a TA y 5 min a 4°C. Posteriormente, se afiadieron 400 ul de
la solucién de lisis (NaOH 0,2 N y 1% de SDS) que se dej6 actuar 5 min a 4°C. A continuacion,
tras afiadir 300 ul de KAc 3M, pH 4,8 frio y de incubar 15 min a 4°C, la preparacion se
centrifugé a 17400 x g durante 30 min a 4°C. El DNA contenido en el sobrenadante se precipité
por incubacién con 400 ul de isopropanol durante 15 min a TA y posterior centrifugacién a
17400 x g, 15 min a TA. Tras eliminar el sobrenadante, el precipitado se lavé con etanol y se
sec6 a vacio. Seguidamente, se resuspendié en 50 ul de tampdn y se traté con 10 u/ul de

RNAasa T1y 10 ug/ul de RNAasa A. Con el fin de eliminar las proteinas, la preparacién se
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traté dos veces con Fenol-Sevag (fenol saturado en TE:cloroformo:alcohol isoamilico en una
relacién 25:24:1) y una vez con cloroformo (278). Posteriormente, se realizé una segunda
precipitacién del DNA, esta vez con 1/10 del volumen de NaAc 3M, pH 7,2 y 2 volumenes de
etanol, y se resuspendié en 20 ul de 0,1 x TE.

3.8.6. Southern blot

Se realiz6 digiriendo tres preparaciones de DNA, procedente de cada colonia positiva en la
hibridacién, con Kpn I, Sma I'y Bgl II, respectivamente. Los fragmentos de DNA se separaron
por electroforesis en geles de agarosa al 1% en tampén TAE (Tris-acetato 0,04M y EDTA
0,002M) durante 2-3 h, con una corriente constante de 100 mA y se transfirieron a una
membrana de Biodine. Previamente a la transferencia, el gel se someti6 a un tratamiento de
30 min con la mezcla de desnaturalizacién: NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M, seguido por una
incubacién de 30 min con la solucién: NaCl 3 M, Tris/HCl 0,5 M, pH 6,8). Posteriormente el
gel se sumergié en HCI 0,25 M durante 10 min y se realizé la transferencia, durante 14-16 h,
en tampén 20xSSC (NaCl 3 M, citrato sédico 0,3 M, pH 7,2). La fijacién del DNA a la
membrana se llevé a cabo a 80°C durante 2 h, sufriendo a continuacién un proceso de
prehibridacién, hibridacién y lavados, semejante al descrito anteriormente para las colonias. El
dltimo lavado tenia lugar cuando desaparecian las bandas correspondientes al gen de B27 sin

mutar (incluido como control), permaneciendo las correspondientes al mutado.

3.8.7. Secuenciacién del DNA

Todos los mutantes, exceptuando N63, fueron secuenciados por el método de Maxam y
Gilbert (279), para confirmar la presencia exclusiva de la mutaci6n pretendida. El mutante N63
se secuencid, tras ser subclonado en el vector M13mp19, por el método de "dideoxy chain
reaction”, usando "sequenase” (280). En el caso de los mutantes N77, $77, Y74, Y74N77 y
N77A8]1, se obtuvo la secuencia correspondiente a los dominios @, y a,, pero dado que el DNA
s6lo se abria en el dominio en ¢l que se queria introducir la mutacién, en los mutantes
generados posteriormente (N63, 180, N77180 y E152), se secuencié tinicamente el dominio
correspondiente a la mutacién.

La estrategia utilizada para la secuenciacién esti esquematizada en la Fig. 7. Tras la
digestién de tres preparaciones de DNA con las enzimas Sma I, Bgl IT y Kpn I, respectivamente,

las muestras se sometieron a electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de fusién al 1%
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en tampén TAE. Las bandas correspondientes a los fragmentos que nos interesaban (el que
contiene a, en la digestion con Sma I y los que contienen a, en las digestiones con Bgl Il y Kpn
I), se cortaron del gel y se extrajo el DNA de ellas (278). Los fragmentos se ligaron con los
vectores pUC12, en el caso de Sma I y Bgl II, y pUC18, en el caso de Kpn I, cortados
previamente con las enzimas correspondientes y tratados con fosfatasa para evitar su
religamiento. Después de una incubacién de 14-16 h a 14°C, se procedi6 a la transformacién
de bacterias JM83 con las distintas mezclas de ligamento, selecciondndose las colonias
portadoras del inserto (blancas) frente a las que carecen de €l (azules), en placas de agar con
2% de x-gal (278). La orientaci6n correcta del inserto se comprobé por medio de digestiones
con diversas enzimas de restriccién. El pldsmido conteniendo el fragmento Bgl 11, se digirié con
la enzima Sac I, reclondndose de nuevo el fragmento obtenido.

El proceso de secuenciacién se inici6 por digestién de dos alicuotas de los plismidos
portadores de los insertos, con las enzimas Eco RI y Hind III, respectivamente. Los digeridos
se trataron con ARNasas y fosfatasa, como se describié anteriormente, y seguidamente se
sometieron a un tratamiento para eliminar las proteinas con proteinasa K, fenolizando
posteriormente las preparaciones (278). A continuacién el DNA se purificé por una
minicolumna de Sephadex G-50. Tras precipitacién con etanol se procedi a su marcaje con “P-
7-ATP, elimindndose el exceso de is6topo mediante otra minicolumna. Posteriormente, la
preparacién tratada con Eco Rl anteriormente, se digirié con la enzima Hind I, y viceversa.
Los fragmentos de DNA se aislaron a partir de las bandas correspondientes, tras electroforesis
en gel de agarosa de bajo punto de fusién al 1%. A continuacién, se realizaron las reacciones
especificas para la determinacién de cada una de las bases (279). Estas consistieron en un
tratamiento con dimetilsulfato para las G, piridina para G + A, una soluci6n de hidrazina en H,O
para las T+C y de hidrazina en NaCl 5M para las C. Estas reacciones se pararon por
congelacién rdpida en N, liquido y tras precipitacién se trataron con piperidina. Las muestras
se liofilizaron y se resuspendieron en el tamp6n de muestra, compuesto por 80% de formamida
. desionizada, NaOH 10mM, EDTA 1mM vy los colorantes xilencianol al 0,1% (p/v) y azul de
bromofenol 0,1% (p/v). La electroforesis se realizé6 en geles de poliacrilamida al 8%,
conteniendo 44% de urea, y se llevé a cabo a 40 W. Después de la electroforesis, se secé el gel

y se expuso a una pelicula Kodak X-OMAT.
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3.9. TRANSFECCION Y EXPRESION DE GENES DE HLA-B27
3.9.1. Transfeccién en células humanas

Cada uno de los plasmidos conteniendo los genes de B*¥2705, B*2702 o los genes mutantes,
se transfectd, junto con el pldsmido de seleccién pSV2neo (281), en la linea celular HMy2 CIR
mediante electroporacién {282). Este pldsmido incluye el gen neo que confiere resistencia a
neomicina (G418). Previamente los pldsmidos se linearizaron por digestién con Eco Rl en el
caso de pUCI8 y con Hind III en el caso de pBR322. Las células se diluyeron en medio de
cultivo el dia anterior y 5 h antes de la transfeccién. Posteriormente se resuspendieron 10’
células en 1 ml de un tampén Hepes 20 mM conteniendo NaCl 137 mM, KCI 5 mM, Na,HPO,
0,7 mM, dextrosa 6 mM, pH 7,05, junto con 10 ug de DNA correspondiente al gen mutado y
1 g del plasmido de resistencia. La electroporacién se realiz6 a 300 V y 950 uF. Tras
permanecer la preparacién 10 min en reposo, se aiadieron 20 ml de medio de cultivo DMEM
que contenia 10% de STF y Glutamina 2 mM. Después de una incubacién de 72 h a 37°C, las
células se resuspendieron en el medio de cultivo suplementado con 1,5 mg/ml de G418 y se
sembraron en dos placas de 24 pocillos (Costar). Aproximadamente un mes después se analizé
la expresién de HLA-B27 en la superficie de las células, correspondientes a cada uno de los

pocillos que mostraron crecimiento celular.

3.9.2. Transfeccién en células murinas

Las células se diluyeron previamente como en el caso anterior. Los pldsmidos que incluian
los genes de HLA-B*2705, B*2702 o los distintos genes mutantes, se transfectaron junto con
el gen de la B,m humana y el pldsmido de resistencia pSV2neo en la linea murina P§15-HTR.
El método utilizado en este caso fue el del fosfato célcico de Wigler et al. (283), modificado por
Van Pel et al. (250). Para su realizaci6n se procedi6 a la formacién de un precipitado de DNA-
fosfato célcico que contenia 10-15 ug de la mezcla de pldsmidos, en un volumen de 0,5 ml. En
algunos casos se transfectaron Gnicamente los pldsmidos de B*2705 y pSV2neo, utilizando una
relacién molar de 20:1; sin embargo, en general, se incluy6, junto con los anteriores, ¢l pldsmido
de la B,m humana, siendo la relacién en este caso de 20:20:1. Esta misma relacién se mantuvo
para el resto de los genes de B27. La transfeccién se lievé a cabo diluyendo los DNA en una
solucién de CaCl, 250 mM, procediéndose a continuacién a la formacién del precipitado por

adicién de 250 pl de esta preparacién, gota a gota y con agitacién, sobre un volumen
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equivalente de 2xHBS (NaCl 280 mM, Hepes 50 mM, fosfato s6dico 1,5 mM, pH 7,1 = 0,05).
Después de 60 min a 20°C, el precipitado se disgregé por agitacion suave y se incubé con 10°
células, durante 30 min a 37°C. Transcurrido este tiempo se afiadieron 4,5 ml de DMEM + 10%
de STFi, permaneciendo la preparacién 48 h en una estufa a 37°C. Posteriormente, las células
se lavaron dos veces con medio de cultivo, con el fin de eliminar el CaCl,, y se sembraron en
dos placas de 24 pocillos, conteniendo cada uno de ellos 1 ml del medio de seleccién
(DMEM+10% STFi+1,5 mg/ml de G-418 sulfato). Aproximadamente 15 dias después se
analizé la expresién de B27 y B,m humana sobre la superficie de las células resistentes. En
algunas transfecciones las poblaciones obtenidas se clonaron por dilucién limite, selecciondndose
los transfectantes C10, 1-7E, 1-10E y 2-5A, por su nivel de expresion elevado y homogéneo.
Estos transfectantes se seleccionaron entre las placas sembradas a 0,3 células/pocillo y
correspondian a los clonajes de B*2705 (con y sin 8,m), B*2702 y N77 respectivamente. En el
resto de los mutantes se seleccionaron directamente los pocillos que crecieron después de la

transfeccién y que tenian una buena expresién, homogénea y estable, de HLA-B27.

3.9.3. Citometria de flujo

La expresion de HLA-B27 sobre la superficie de las células transfectadas se determiné por
citometria de flujo. Las células se incubaron con los Acm ME1, W6/32, B2.62.2 0o BMM.1. Este
proceso se realizé a 4°C durante 30 min, en un volumen de 100 gl de una dilucién 1/100 de
liquido ascitico y, en el caso de BMM.1, de una dilucién 1/2 del sobrenadante de cultivo del
hibridoma. Posteriormente, las células se sometieron a tres lavados para eliminar el exceso de
anticuerpo y se incubaron otros 30 min a 4°C con 100 ul de una dilucién 1/50 de una
preparacién F(ab’), de cabra anti-IgG de ratén flucresceinada (Kallestad). De nuevo se lavaron
las células tres veces y se determiné la fluorescencia incorporada sobre 5x10° células viables

mediante un citémetro de flujo EPICS C (Coulter Electronics Inc.).
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4. RESULTADOS

4.1. PAPEL DE LOS RESIDUOS 63-84 EN LA ALOESPECIFICIDAD SEROLOGICA DE HLA-
B27: GENERACION DE ANTICUERPOS CONTRA EL PEPTIDO 63-84

Con el fin de determinar la relevancia de la regién 63-84 en la aloespecificidad del antigeno
HLA-B27, construimos un péptido sintético que reproducia ia secuencia de B*2705 en dicho
segmento. La eleccién de este péptido para nuestro estudio se realizé en base a tres criterios:
1) Corresponde a una de las zonas de mayor variabilidad entre los antigenos HLA de Clase I;
2) En esta region se encuentra el grupo de diferencias mds significativo entre HLA-B27 y los
antigenos HLA-B7 y HLA-B40 (Bw60), serol6gicamente relacionados. Ademés, los subtipos de
B27, con excepcién de B*2703, presentan una o mds sustituciones en esta regién; 3) El
segmento 63-84 posee el valor local de hidrofilia mayor de toda la molécula (284) (Fig. 8A). En
general, existe una mayor probabilidad de que las regiones con mayor hidrofilia estén expuestas
en la superficie de la molécula y formen parte de determinantes antigénicos. La localizacién de
este segmento en la superficie de la molécula fue confirmada posteriormente por la estructura

tridimensional de los antigenos HLA.

4.1.1. Especificidad de los anticuerpos generados contra el péptido 63-84

El péptido se acopls a la proteina KLH, por los tres procedimientos descritos en 3.6.2,
inmunizdndose dos conejos con cada una de las preparaciones. La presencia de anticuerpos
especificos en los sueros de estos animales se detect6 por ELISA, utilizando placas previamente
recubiertas con el péptido. Los resultados, representados en la Fig. 9, muestran que todos los
antisueros reaccionaron de forma semejante con el péptido inmunizante e indican que la

cantidad de anticuerpos dirigidos contra éste era comparable en todos ellos.

4.1.2. Reconocimiento de B27 por el antisuero anti-péptido

La presencia de anticuerpos reactivos con la molécula nativa de HLA-B27 en estos sueros
se detect6 por ensayos de citotoxicidad mediada por complemento. Aunque todos los antisueros
contenfan anticuerpos anti-péptido, tinicamente tres de ellos (S2, S4 y $6) reconocieron a B27
expresado sobre la superficie de las células LG2. Estos tres antisueros se obtuvieron por
inmunizacién con los complejos KLH-MBS-péptido, KLH-PAPA-péptido y KLH-carbodiimida-
péptido, respectivamente, lo que indica una eficacia similar de los tres tipos de conjugados en

la generacién de anticuerpos.



&1 12 LI ] 84

A HLA-B*2705  cLu-THR-GLN-ILE-CYS-LY5-ALA-LYS-ALA-GLN=THR-ASP-ARG-GLU-ASF~LEU-ARG-THR-LEU-LEU-ARG-TYR
HLA-B*2702 - e e e = e = e = w = = = ~ ASN - - ILEAA - - -
HLA-B*2704 - ~ ~ - - - - = — « = - - - BB - - - - - = -

——
2Dr o
~ | | ]

= 10} 4

=

£ 00 ]

x

T -10}b -

.

20 40 60 B0 100 120 40 160 180 200 220 240 260

Nt DE RESIDUO

B
ETQICKAKAQTDREDLRTLLR
2L .
o i
I y
x
E
> oL B
-1

65 10 15 80 8

N¢ DE RESIDUO

Figura 8, A) Perfil de hidrofilia de la porcién extracelular de HLLA-B27, determinado segln
el método de Hopp y Wood (284). La barra indica la localizacién del segmento 63-84. En la
parte superior estin representadas las secuencias de los subtipos B*2705 (46), B*2702 (115)
y B*2704 (116). El valor de méxima hidrofilia, centrado en el residuo 76, es de 2,2 en B*2705

y disminuye a 1,7 por Jos cambios ocurridos en los subtipos B*2702 y B*2704. B) Perfil de
hidrofilia del péptido 63-84.
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Posteriormente se determiné la reactividad del antisuero S2, que era el més eficiente en
citotoxicidad, con 28 lineas celulares, cuyos tipajes HLA se muestran en la Tabla IV. Una de
ellas, K562, procedente de un tumor eritroblastoide humano, no expresaba antigenos HLA en
su superficie, mientras que las restantes, de origen linfoblastoide, inclufan 10 lineas B27-y 18
B27+. Entre estas (ltimas una correspondia al subtipo B*2701, seis a B*2702, dos a B*2704,
ocho a B*2705 y una a B*2706. En la Fig. 10 estin representadas las curvas obtenidas al
analizar la capacidad citotéxica del antisuero a seis diluciones distintas. Los anticuerpos
contenidos en S2 reconocieron, tinicamente, a las células que expresaban el subtipo B*2705 (Fig.
10A) y no a las lineas B27- (Fig. 10D), ni a las que expresaban los restantes subtipos de B27
(Fig. 10B y C). No obstante, se detectaron dos excepciones constituidas por las lineas R16, que
no fue lisada a pesar de ser B*2705+, y R56 que, expresando el subtipo B*2702, fue lisada
parcialmente. El Acm W6/32, monomérfico de Clase I, indujo la citotoxicidad de todas la LCL
eficientemente, lo que descarté una mayor resistencia a la lisis de algunas de ellas.

Dos hechos sugieren que la resistencia a la lisis de R16 no es debida a la presencia de un
nuevo subtipo de HLLA-B27 en esta célula: 1) La movilidad en electroenfoque del antigeno
B27 inmunoprecipitado de esta linea celular y la del subtipo B*2705, obtenido a partir de la
linea LG2, fueron idénticas. 2) Se llevaron a cabo mapas peptidicos comparativos entre ambas
moléculas, tras el marcaje metabdélico de las lineas R16 y LG2 con Leu, Thr y Lys marcados con
*H y “C, respectivamente. Con estos aminoécidos se detectaban todos los péptidos tripticos
posibles de la region 63-84, ademds de cubrir el 77% de la molécula. Los mapas fueron
idénticos. No se puede descartar, sin embargo, la existencia de algiin cambio, fuera de la zona
examinada, que no provoque una alteracion de la carga de la molécula.

Asimismo, es improbable que la lisis residual de la linea R56 producida por el antisuero,
refleje la expresién en su superficie de un nuevo subtipo de B27, ya que la molécula B27
presente en esta linea celular se comporta como B*2702 frente a CTL alogénicos (120-122) y

restringidos (100) anti-B27.

4.13. Especificidad de los anticuerpos generados frente al péptido 63-84
Para comprobar que los anticuerpos anti-péptido estaban dirigidos contra el péptido y que
la citotoxicidad no era producto de una reaccién cruzada de los anticuerpos anti-proteina

portadora con B27, se realizaron ensayos de inhibicién de la lisis por el péptido inmunizante,
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tanto libre como acoplado a una proteina portadora distinta de la utilizada en la inmunizacién
(BSA). Como control se analiz6 la inhibicién por un péptido irrelevante (A2,,,,) y por BSA.
Los resultados (Fig 11) mostraron que Gnicamente se inhibia la citotoxicidad por el péptido 63-
84, y no por el irrelevante. Del mismo modo, el complejo BSA-PAPA-B27,,, bloqued la lisis,
mientras que no lo hicieron ni la BSA, ni el complejo BSA-PAPA-A2,;..,. Ademds, se observo
inhibicién por el péptido 73-84, de menor tamaiio que el inmunizante, pero que compartia su
secuencia en estos residuos. No obstante, se requeria una concentracién molar 10° a 10° veces
superior de este péptido para obtener un grado de inhibicién comparable a la del péptido 63-
84. La concentracién molar del complejo BSA-péptido a la que se obtenia inhibicién de la
citotoxicidad, fue de 50 a 100 veces menor que la necesaria para una inhibicién equivalente con
el péptido solo. No obstante, la cantidad de péptido en ambos casos es del mismo orden de
magnitud, debido a que hay acoplados, por término medio, alrededor de 25 moles de péptido
por mol de BSA.

4.14. Especificidad de los anticuerpos antipéptido frente a B27

Para demostrar que la citotoxicidad inducida por el antisuero anti-péptido 63-84 era debida
a su unién al antigeno HLA-B27 expresado en la superficie celular, se traté de inhibir a lisis
de la linea B27+, LG2, por el Acm ME], dirigido contra dicho antigeno. Como control negativo
se analiz6 la capacidad inhibitoria del Acm irrelevante PA2.1, especifico de HLA-A2. Ambos
anticuerpos eran adecuados para nuestros ensayos debido a que ninguno de ellos puede fijar
complemento, lo que les incapacita para inducir lisis celular. Los resultados mostraron (Fig
12) que sélo se producia inhibicién tras la adicién del Acm ME1 y no de PA2.1. No obstante,

las concentraciones de ME1 requeridas para la inhibici6n total fueron relativamente altas.

4.1.5. Discusién

El antisuero generado contra el péptido 63-84 de HLA-B27 es capaz de reconocer
exclusivamente al subtipo B*2705, lo que indica que dicho péptido mimetiza un sitio
aloantigénico de la molécula. El cardcter alorreactivo de estos antisueros queda establecido, al
menos, por tres criterios: 1) estos anticuerpos no provocan la lisis de células B27-, incluyendo
las que expresan B7 o B40; 2) la lisis de dianas B27+ se inhibe selectivamente por el péptido
63-84. La menor capacidad inhibitoria del péptido 73-84 podria deberse a que su menor

longitud no permitiria la estabilizacion en solucién de una conformacién semejante a la
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adoptada por la proteina nativa. 3) la citotoxicidad se inhibe especificamente por un Acm anti-
B27. Ademis, este resultado indica que los anticuerpos antipéptido se unen a ia molécula HLA-
B27 nativa, expresada en la superficie celular.

Los anticuerpos anti-péptido no son capaces de inmunoprecipitar la molécula de B27 en
lisados celulares, lo que sugiere que su unién a ella es débil y no resiste los lavados a que se
someten los inmunoprecipitados. Sin embargo, para conseguir la inhibicién de la citotoxicidad
provocada por el antisuero, se requieren concentraciones elevadas del Acm MEL, cuya unién
a B27 es mucho mis fuerte. Esto seria explicable si, en determinadas circunstancias, la unién
de los anticuerpos a un nimero de sitios relativamente bajo fuera suficiente para provocar la
citotoxicidad mediada por complemento, produciéndose la inhibicién sélo en el caso de que
todos los sitios de unién posibles estuvieran bloqueados. Esto ocurriria, por ejemplo, en el caso
de que cantidades no saturantes de Acm ocasionaran una alteracién de la distribucién de las
moléculas de B27 en la superficie celular, de forma que aumentara la eficiencia litica de los
anticuerpos antipéptido. La inhibicién podria deberse a un bloqueo del acceso de los
anticuerpos antipéptido a la molécula debida a la uni6n de ME1 a B27. Esta explicacién es la
mdés probable, ya que el residuo 67 parece estar espacialmente préximo al determinante
reconocido por este Acm (119), y se ha sugerido la participacién en €l de los residuos 69y 71
(52), todos ellos incluidos en la secuencia del péptido. Otra posible interpretacion es que la
unién de ME1 induzca cambios conformacionales que alteren los epitopos reconocidos por
dichos anticuerpos (285).

Los subtipos de B27 analizados en estos ensayos difieren en un nGmero variable de
sustituciones en la regién de la secuencia reproducida por el péptido. El cambio en el residuo
77 es comiin a todos ellos, e implica la perdida de una carga negativa. Ademds, esta sustitucién
reduce en los subtipos B*2702 y B*2704 el valor local de hidrofilia en ese segmento de la
molécula (Fig. 8A). El maximo valor local de hidrofilia del péptido 63-84 estd centrado en el
Asp 77 (Fig. 8B), lo que sugiere una inmunodominancia de este residuo (114). Asi, la respuesta
antipéptido irfa dirigida mayoritariamente contra el Asp 77, lo que explicaria el fallo del
antisuero para reconocer a los subtipos que varian en esta posicién. Se han descrito casos
semejantes a €ste, en los que anticuerpos generados contra un péptido sintético son capaces de

distinguir entre variantes alotipicas de una proteina que diferian tan solo en un aminoécido

(286).
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El Acm M2, dirigido contra B27, es capaz de distinguir los distintos subtipos, por lo que se
ha sugerido que la posicién 77 seria crucial para su reconocimiento. Este residuo parece critico
igualmente para la reactividad de un antisuero que reconoce finicamente al subtipo B*2705
(118). Estos datos, junto con los de nuestro antisuero, resaltan la importancia del residuo 77 en
la aloantigenicidad de HLA-B27. La mayoria de los antigenos HLA secuenciados difieren de
B27, bien por la pérdida del Asp en posicién 77, o bien por una sustitucién de Glu a Val en la
posicién 76 (50). Ambas sustituciones representan una pérdida local de carga negativa en esa
regién y podrian ejercer efectos similares, alterando la carga de aquellos epitopos en los que
participan.

Nuestros resultados, junto con los obtenidos en un estudio en el que obtienen anticuerpos
que reconocen especificamente a HLA-B7 por inmunizacién con el péptido 63-84 de éste (56),
confirman las hipétesis previas que proponian que la regién 63-84 constituiria uno de los sitios
aloantigénicos de mayor importancia de los antigenos HLA de Clase I (46-49). El hecho de que
el antisuero anti-péptido 63-84 reaccione exclusivamente con B*2705 sugiere que los
deteminantes responsables de la especificidad serolégica B27, que engloba a todos los subtipos
de B27, implicarian residuos localizados en otras dreas polimérficas de la molécula. No
obstante, el segmento 63-74, comiin a todos los subtipos, también podria contribuir a ellos.

Los estudios con antisueros generados contra péptidos sintéticos son informativos, pero
parecen estar limitados a algunas secuencias determinadas, ya que anticuerpos generados contra
las regiones 39-50, 99-118, 168-186 y 215-232 de HLA-B7 (55,56,59) no fueron capaces de
reconocer al antigeno HLA-B7 nativo. Del mismo modo, nosotros hemos obtenido anticuerpos
inmunizando con los péptidos que reproducian las secuencias 146-160 de HLA-B7, 175-187 de
HLA-Bw60 y HLA-B7 y 175-187 de HIA-A2 y HLA-A28, correspondientes a regiones
altamente polimdrficas de la molécula. Ninguno de los antisueros reconocia a los antigenos
HLA correspondientes. En algunos casos, se han obtenido anticuerpos antipéptido que
reaccionan con las proteinas intactas pero no son aloespecificos (59). Recientemente, se han
generado 9 antisueros frente a péptidos sintéticos correspondientes a distintas regiones
polimérficas de los antigenos HLA-A2 y B7, 3 de los cuales son aloespecificos (58). Los
antisueros frente a los péptidos A2.170-185 y B7.99-118 no roconocian a la molécula HLA
correspondiente, en concordancia con los resultados expuestos previamente. Otros péptidos de

este anilisis solapaban parcialmente con los utilizados en estudios anteriores y que no habian
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dado lugar a antisueros reactivos con la molécula HLA. Los autores proponen que, ademds del
grado de variabilidad e hidrofilia de la secuencia, la longitud del péptido seria critica, de forma
que los péptidos menores de 14 aminoécidos no inducirian eficientemente anticuerpos anti-
HLA, mientras que los de més de 20 generarian una buena respuesta. Adicionalmente, la falta
de reconocimiento de la proteina nativa por algunos anticuerpos anti-péptido puede deberse
al grado de exposicién o a la conformacién de la secuencia correspondiente dentro de la
molécula. Por otra parte, entre las diversas conformaciones que puede adoptar un péptido en
solucién (287), la mayoritaria no tendria por qué coincidir necesariamente con la adoptada

por esa secuencia en la proteina.

4.2. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS SUBTIPOS DE B27
4.2.1. Anilisis estructural del subtipo B*2701

Las cadenas pesadas de B27 correspondientes al subtipo B*2701, cuya secuencia se queria
determinar, y B*2705, de secuencia conocida y frente al que se realizé la comparacion, se
inmunoprecipitaron a partir de lisados celulares procedentes de las lineas LH y LG2,
respectivamente. Se emple6 la estrategia experimental utilizada con anterioridad para la
caracterizacién de otros subtipos (115-117). En primer lugar, se llevaron a cabo los mapas
tripticos comparativos correspondientes a los marcajes con Lys, Ser, Leu, Ala y Tyr. Con estos
aminodcidos se marcaron péptidos solapantes que cubrian el 97% de la molécula. Cualquier
diferencia entre las dos moléculas se debia reflejar en un pico de diferencia en los mapas
peptidicos, consistente en una variacién en la altura o la amplitud del pico, en su desaparicién
0 en un cambio en el tiempo de retencién en la columna. Los mapas de Lys y Ser (Fig. 13 y 14)
resultaron idénticos, indicando la ausencia de variaciones en los péptidos que contenian estos
amino4cidos. En el caso del marcaje con Ser se realizé, paralelamente al mapa comparativo
entre los dos subtipos, un mapa comparando la molécula de B*2705 marcada con *Hy “C. Con
este mapa control se identificaron los picos de diferencia debidos a la conversién metabélica
- de Ser a Gly.

El mapa de Leu presentd 5 picos de diferencia entre las dos moléculas, que se denominaron:
L1, 12, L3, 14 y L9, de acuerdo con su fraccién de elucién en el cromatograma (Fig 15A). L1
y L9 estaban marcados con *C y L2 con °H, mientras que en L3 y 14 se observé una diferencia

en la altura de los picos correspondientes a ambos is6topos. Estos Gltimos se recromatografiaron
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en un sistema de intercambio iénico (Fig. 16A y B), para separar la mezcla de péptidos incluida
en ellos. En ambos casos se aisl6 un péptido de diferencia, que estaba marcado con **C en L3
y con °H en L4. Las secuencias radioquimicas de los picos de diferencia de “C, pertenecientes
a B*2705, presentaron radiactividad en los ciclos: 3 en L1, 8 en L3y 2y 3 en L9 (Fig. 15B).
Estos resultados, junto con la posicién de elucién de los picos (115,116), sugerian que L1 era
el péptido 76-79 (EDLR), L3 el 71-79 (AQTDREDLR), generado por digestién parcial en
R75-E76, y L9 el 80-83 (TLLR). La secuenciacién de los picos L2 y L4, marcados con °H,
mostré radioactividad en el ciclo 3 en ambos casos, indicando la posibilidad (como se
comprobari en mapas posteriores) de que dichos péptidos fueran la contrapartida de L1y L9,
respectivamente. No obstante, la presencia de radiactividad en los ciclos 2 y 3 en L9 ¥
tinicamente en el ciclo 3 en L4, indicaba que, si realmente ambos picos correspondian al
péptido 80-83, en B*2703 habria desaparecido la Leu que B*2705 posee en el residuo 81.
Ademds, la ausencia del péptido de digestién parcial 71-79 en la molécula variante sugeria la
posibilidad de un cambio en este péptido que facilitara la digestién triptica.

En el mapa de Ala se detectaron tres picos de diferencia: A4, AS y All (Fig. 17A). A4 se
identific6 como el péptido 71-79 de B*2705, debido a su posicién en el cromatograma y a la
presencia de “C en el ciclo 1 de su secuencia (Fig. 17C). El pico A5 tuvo que ser purificado
por cromatografia de intercambio iénico, detectdndose dos péptidos de diferencia en el marcaje
de *H, denominados AS5.3 y A5.4, adem4s de algunos péptidos contaminantes idénticos (Fig.
17B). A5.3 contenia radiactividad en los ciclos 1y 2, mientras que A5.4 solo la presentaba en
el ciclo 1 (Fig. 17C). La radiactividad en el ciclo 1 en A5.3 se debia, como se verd en mapas
posteriores, a una separacién incompleta de los dos péptidos en las condiciones cromatograficas
utilizadas. El hecho de que AS5 eluyera en las mismas fracciones que L4, unido a su secuencia,
concordaba con que el péptido AS5.3 fuera el 80-83 en el que la Leu en posicién 2 habria
cambiado a Ala. La secuencia del pico A1l también exhibia radiactividad en el ciclo 2,
sugiriendo que este péptido podria ser un producto de degradacién intermedio que, tras
digestién completa, darfa lugar al A5.3. El péptido A5.4, que contenia Ala en posicién 1, podria
consistir en un péptido de B*2701 que comenzase en la posicién 71 (posiblemente €l equivalente
a AQTDR de B*2705).

El mapa de Tyr presenté dos picos de diferencia en el marcaje de *H: Y1 e Y6, no

observdndose sus contrapartidas de “C (Fig. 18A). La secuencia de Y1 (Fig.18B) mostrd
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radiactividad en el ciclo 4. Esto, unido a su posicién de elucién coincidente con la del pico AS,
indicé la presencia en dicho pico del mismo péptido que se habia denominado AS5.4 en el mapa
de Ala y que corresponderia al que comienza en posicién 71 de B*2701. Estos resultados
sugerian que en Y1 habria ocurrido una sustitucién del residuo de Asp en posicién 74, presente
en B*2705, por una Tyr. El pico de diferencia aparente Y6, revel6 radiactividad en los ciclos
1y 2 en los marcajes de *H y de *C (Fig. 18B). Tanto por su secuencia como por su posicién
de eluci6n, Y6 se identific6 como el glicopéptido, que se extiende entre los residuos 83-108 y
que contiene la molécula de carbohidrato unida a N86. Dicho péptido eluia, generalmente,
como dos péptidos consecutivos en el cromatograma (Y5 e Y6). Como se ha observado en otras
ocasiones (288), la discrepancia de altura en Y6, a pesar de ser un péptido idéntico entre ambas
moléculas, se deberia a diferencias entre lineas celulares en la proporcion relativa de especies
moleculares del antigeno con distinto grado de sializacion. No obstante, para descartar una
posible diferencia no detectada dada la considerable longitud del péptido, Y5 se someti6 a
digestion con quimotripsina (Fig. 18C). También, se digirié el pico correspondiente al
glicopéptido en el marcaje de Val. En ambos casos, no se pudo encontrar ninguna diferencia
adicional en los péptidos de menor tamaino generados.

La realizacion de los mapas peptidicos, anteriormente descritos, condujo a la deteccién de
tres péptidos de diferencia: 80-83 que habria sufrido un cambio en posicién 81 de Leu a Ala;
el que comenzaba en posicién 71, con una sustitucién del Asp en 74 por Tyr; y 76-79 cuyo
cambio estaba sin determinar. Con el fin de averiguar que cambio habia sucedido en este
péptido, y de completar la secuencia de los péptidos de diferencia por si hubiera algiin cambio
adicional en ellos, se realizaron nuevos marcajes con Thr, Gln y Asn.

Mediante el marcaje de Thr se estableci6 la presencia de este aminoécido en las posiciones
73 y 80 de B*2701 (Fig. 19). Se detectaron 4 picos de diferencia: T1 y T8, marcados con “Cy
T3 y T6, marcados con *H. El pico T1 tuvo que ser repurificado ya que presentaba
contaminacién por dos péptidos idénticos, que eluian en la misma posicién en el sistema de
purificacién empleado (Fig. 19A). Las condiciones de la segunda cromatografia, en HPLC,
consistieron en un gradiente lineal de TFA y acetonitrilo. La secuencia del pico de diferencia
obtenido, correspondiente a B*2705 dio como resultado radiactividad en el ciclo 3 (Fig. 19C).
Este péptido, por su posicién de elucién, andloga a la de los picos L3 y A4, se asigné como el

71-79 de B*2705. La secuencia de T8 mostr6 ““C en el ciclo 1 y, puesto que coincidia con L9
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en el cromatograma, se identificé como el péptido 80-83 de B*2705. El pico T3 que eluia en
la misma posicién que A3, se repurificé por cromatografia de intercambio iénico (Fig. 19B).
Dio lugar a un pico idéntico y a dos marcados con "H, denominados T3.3 y T3.4. Estos picos
coincidian con AS.3 y A54. La secuencia de T3.3 presentd radiactividad en 1 y 3. La
radiactividad en 3 era debida a una separacién incompleta de T3.3 y T3.4 (Fig. 19C). La
presencia de Thr en posicién 1, junto con la de Ala en 2 en A5.3 yla de Leu en 3 en L4, todos
ellos con una posicién de elucién idéntica, concordaba con que este péptido fuera el 80-83 de
B*2701, en el que el residuo 81 se habria sustituido por una Ala. La secuencia de T3.4 mostré
que el amino4cido marcado se hallaba en posicién 3, confirmando que este péptido era el que
tenfa su origen en la posicion 71, como se habia identificado previamente por secuenciacién de
AS5.4 e Y1. La posicién de T6 coincidia con la de Al1, y sus secuencias exhibfan marcaje de °H
en los ciclos 1y 2, respectivamente. Esto apoyaba la posibilidad de que este péptido comenzara
en el residuo 80 como consecuencia de una degradacién parcial.

A continuacién se marcaron metabdlicamente, tanto B*2705 como B*2701, con *H-Gln. Para
ello, se utilizé un medio carente en Gln y Glu, marcando de esta forma ambos residuos por
interconversién metabdlica. Con este mapa se detectaron los péptidos 18-21 y 45-48,
completando asi el mapeo de la porcién extracelular de B27. Los digeridos tripticos
correspondientes a las dos moléculas se cromatografiaron independientemente, debido a que
estaban marcadas con el mismo is6topo. En la Fig. 20A estdn representados ambos mapas
conjuntamente para facilitar su comparacién. Q4 era el Gnico pico de diferencia correspondiente
a B*2705. Su secuencia, con radiactividad en los ciclos 2 y 6, identificaba este péptido como el
71-79 (Fig. 20B). Los picos de diferencia de B*2701 fueron Q3 y Q5. La secuencia de Q3
present6 radiactividad en el ciclo 1, y su situacién en el cromatograma, idéntica a la de L2,
indicé que era el péptido 76-79. En QS5, el aminoédcido marcado estaba en posicién 2 y su
posicién de elucion, coincidente con la de los picos AS, Y1 y T3, sugirio que se trataba del
péptido cuyo comienzo era la posicién 71.

Faltaba por determinar una sustitucién en el péptido 76-79. La secuenciacién de L2 y Q3
(Fig. 15B y 20B) eliminaba la posibilidad de sustitucién en las posiciones 76 y 78 por lo que el
Ginico residuo susceptible a un cambio era el 77. Este residuo varia de Asp a Ser o Asn en otros
subtipos de B27. Ademis, la Asn es frecuente en otros antigenos HLA en esta posici6n. El

cambio a Ser quedaba descartado ya que este mapa mostré una identidad absoluta entre ambas
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moléculas. Por lo tanto, procedimos al marcaje de las moléculas normal y variante con “C-Asn.
Tras ser cromatografiadas independientemente, se realizé una representacién conjunta de los
mapas (Fig. 21A), detectdndose dos picos de diferencia pertenecientes al subtipo B*2701: N2
y N3. La Jocalizacién de N2 en el cromatograma correspondia al péptido 76-79 y la presencia
de radioactividad en el ciclo 2 confirmaba la existencia de un cambio en posicién 77 de Asp a
Asn (Fig. 21B). El pico N3 coincidia con los picos A1l y T6 y su secuencia, con radiactividad
en el ciclo 7, era compatible con que este péptido se hubiera generado en B*2701, como
consecuencia de una rotura parcial del péptido que comenzaba en posicién 80. Su secuencia
seria: TALRYYNQSE...., aunque no se sabe con exactitud su extensién. La rotura triptica
incompleta del enlace R,-Y, en B*2701 podria ser el resultado de la proximidad del
carbohidrato, unido a la Asn 86.

Para descartar un cambio adicional en el péptido 122-145, enmascarado debido a su gran
tamafio, realizamos digestiones quimotripticas de los picos A18 e Y13, correspondientes a dicho
péptido en los mapas de Ala y Tyr, respectivamente (Fig. 22A y B). No se detect6 ninguna
diferencia adicional en los péptidos generados.

La Fig. 23 resume la asignacién efectuada por secuenciacién de los aminodcidos de
diferencia entre B*2701 y B*2705. Todos los cambios se hallan localizados en tres péptidos
consecutivos: 71-75; 76-79 y 80-83. En B*2701 se obtiene con un alto rendimiento el péptido 71-
75 (al que se hace referencia a lo largo de la exposicién como el que comienza en posicién 71),
mientras que en B*2705 es précticamente indetectable (se genera el parcial 71-79). Esta
diferencia se debe a que la tripsina actuaria con menor eficiencia sobre la R75 de B*2705,
debido a la presencia de tres residuos 4cidos en su proximidad: D74, E76 y D77. Las
sustituciones de los residuos 74 y 77 en B*2701 por amino4cidos no cargados aumentaria la
susceptibilidad del residuo R75 a la accién de la enzima. Un efecto similar, aunque menos
acusado, se detect6 en B*2702, donde tinicamente D77 fue sustituido por un residuo no cargado
(115).

Mediante el mapeo llevado a cabo, se determinaron los péptidos de diferencia y se obtuvo
la secuencia de todos los residuos que los constituian, con excepcién de las Arg carboxi-
terminales. La Gnica sustitucién posible en estos residuos serfa por una Lys, ya que habia rotura

triptica en estas posiciones. Sin embargo, esta posibilidad queda descartada debido a que el
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mapa correspondiente al marcaje con Lys fue idéntico.

4.2.2. Andlisis estructural del subtipo B*2703

Para la caracterizacion estructural del subtipo B*2703 se sigui6 la misma estrategia utilizada
con B*2701, partiendo de la linea celular CH (B*2703+). Como en el caso anterior, B*2705 se
extrajo de la linea LG2. Los primeros mapas realizados: Leu, Tyr y Ala cubrieron el 91% de
la porcién extracelular de HLA-B27.

El mapa de Leu (Fig. 24) resulté idéntico, salvo por unas pequefias diferencias en los picos
L11, L13 y L23. Las fracciones en las que se detecté L11 coincidian con las habituales de
elucién del glicopéptido en HLA-B27. La purificacién de L13 y L23 por un sistema
cromatografico que consisitia en un gradiente de TFA y acetonitrilo, no puso de manifiesto
ningitin pico de diferencia.

Con el marcaje de Tyr se detectaron tres picos de diferencia: Y5, Y7 e Y8 (Fig. 25A). Y5
estaba marcado con *H y eluia en la posicién del glicopéptido. Los picos Y7 e Y8, marcados con
“C'y, por tanto, pertenecientes a B¥2705, mostraron radiactividad en el ciclo 11 (Fig. 25C). Y7
estaba contaminado con un pico idéntico entre ambas moléculas por lo que se sometié a una
repurificacién, previa a la secuenciacién, en el sistema de TFA y acetonitrilo (Fig. 25B). Un
examen de los péptidos tripticos de B27 revelé que el tinico con Tyr en posicién 11 era el 49-
62. El segundo de los picos de diferencia se habria generado por una digestién parcial en R62
que darfa lugar al péptido 49-68. Este residuo de Tyr estaba localizado en la posicién 59. El
hecho de que no se detectara la contrapartida de estos picos en el marcaje de *H sugeria una
pérdida de este residuo en el nuevo subtipo.

La His era un posible candidato para sustituir a la Tyr 59 en el subtipo B*2703, debido a
que en los antigenos HLA de Clase 1, los cambios de Tyr a His son relativamente frecuentes
¥y, ademas, la presencia de este residuo explicaria la movilidad de B*2703 en electroenfoque.
El mapa correspondiente present6 tres picos de diferencia: H3, H4 y H5 (Fig. 26A). Los picos
H4 y H5 fueron repurificados mediante un gradiente de TFA y acetonitrilo, obteniéndose en
ambos casos varios picos, marcados por igual con los dos is6topos, y un pico de *H (Fig. 26B
y C). Las secuencias de los picos de diferencia, denominados H4.3 y H5.2, respectivamente,
mostraron radioactividad en posicién 11 (Fig. 26B y C). Estos datos de secuencia, junto con

la ausencia de contrapartidas de estos péptidos en el marcaje de “C y con su situacién en el
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cromatograma, semejante a la de Y7 e Y8, indicaron una sustitucién de la Tyr que B*2705
posee en posicién 59, por una His en B*2703. Por tanto, los picos de *H en el mapa de His eran
la contrapartida de los de *C en el mapa de Tyr. La posici6n de H3, tercero de los picos de
diferencia detectados, coincidia con la de .11 e Y5, confirmando [a presecia de radiactividad
en el ciclo 10 en su secuencia que estos picos correspondian al glicopéptido (Fig. 26D).
Probablemente, la ausencia de C en esta secuencia sea debida al menor nivel de marcaje
obtenido con este isGtopo.

Posteriormente, con el fin de descartar cambios adicionales en el péptido se realizaron los
marcajes metab6licos necesarios para determinar su secuencia completa. El mapa de Ile generé
cuatro picos de diferencia: 12, 13, 14 e I5 (Fig. 27A). Los picos 12 e I3, marcados con *H y "C,
respectivamente, correspondian al péptido 49-62. Su secuenciacién mostré radiactividad en el
ciclo 4 en ambos casos, lo que excluia un cambio en este aminodcido (Fig. 27B). L.a secuencia
del pico 11 presenté radiactividad de ambos is6topos en el ciclo 4, identificindose como el
péptido 63-68 (ETQICK). La confirmacién de que los picos 14 e I5 contenian el producto
intermedio 49-68 de ambos subtipos, se realizé por digestién de ambos picos con tripsina en
condiciones enérgicas (ver 3.7.3), resultando dos péptidos de diferencia cuyas posiciones
coincidian con 12 e I3, y un pico idéntico que eluia en la posicién de I1 (Fig. 28A). La digestién
de los picos I2 e I3 (obtenidos a partir de un segundo mapa) con la proteasa V8 de
Sraphilococcus aureus (Fig. 28B), en condiciones de ruptura por residuos de Glu (272), dio lugar
a un pico idéntico mayoritario cuya secuencia exhibia radiactividad en el ciclo 4 y que
posteriormente se identific6 como el péptido 49-53 (APWIE). Este resultado excluia la
posibilidad de un cambio en ese segmento.

El marcaje con Lys aport6 una informacién semejante al de Ile, detectdndose en €l dos picos
de diferencia, K16 y K17, cuya posicién de eluci6n coincidia con la del producto de degradacién
parcial 49-68 (Fig. 29A). El péptido 49-62, originado por digestién total, no tenia Lys y por
tanto no se obsevd en el mapa. No se llev6 a cabo la secuenciacién de estos péptidos, debido
a que la presencia en ellos de Lys en el extremo C-terminal dificultaba el proceso. Los picos
K16 y K17 se sometieron a una segunda digestién con tripsina (ver 3.7.3), generdndose un pico
idéntico que correspondia al 63-68, por su situacién en el cromatograma (Fig. 29B).

El mapa de Ala era aparentemente idéntico, salvo por un pequeiio pico de *H denominado

A1l (Fig. 30A). Su secuencia revelé Ala en posicién 5 en el canal de*H y en 1y 7 en el canal
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de “C. Probablemente, el péptido 49-62, originado con bajo rendimiento, fuera el responsable
de la presencia de “C en el ciclo 1. La “C-Ala hallada en el ciclo 7 podfa deberse al
glicopéptido que, como se ha advertido en otras ocasiones, puede estar englobado en distintos
picos en esa zona del cromatograma. No se observaron en el mapa las contrapartidas de los
péptidos anteriores en el marcaje de *H. La considerable amplitud del pico A12 y su
localizacién, coincidente con la Y8, HS e 1S, apuntaban la posibilidad de que los picos de
diferencia estuvieran contenidos en su interior. La repurificacén de A12 descubri6 dos picos de
diferencia: A12.2 y A12.3, en los marcajes de *H y "“C, respectivamente (Fig. 30B). La secuencia
de A12.2 mostré radioactividad en el ciclo 1, sugiriendo que se trataba del péptido 49-68 (Fig.
30C). Sin embargo, la presencia de “C en los ciclos 1 y 5 en A12.3 indicaba que este pico
inclufa dos picos distintos, uno de los cuales serfa contrapartida de A12.2, mientras que el otro
lo seria de A11. Dado que no existe ningan péptido triptico de B27 con Ala en posicién 5, estos
péptidos derivaban, probablemente, de una digestién triptica incompleta en el residuo R48 que
ocasionaria la formacién del péptido EEPRAPWIE.... El hecho de que el péptido 49-62 se haya
generado con muy baja eficiencia en el mapa de Ala, apoya esta posibilidad de una rotura
triptica incompleta.

La presencia de Gln y de Glu, se determin6 mediante dos mapas, comparando en uno de
ellos las moléculas normal y variante y en el otro B*2705 consigo mismo, como control para la
localizacién de los picos de interconversién metabdlica (Fig. 31A y B). Se detectaron cuatro
picos de diferencia: Q13, Q14, Q15 y Q16 que, como en otros mapas, correspondian a los
péptidos 49-62 y 49-68 de ambos subtipos. Para facilitar la secuenciacién de los residuos de Glu,
previsiblemente marcados con poca eficiencia, se acort6 la longitud de los péptidos por digestion
con la proteasa V8 (Fig. 32A). La digesti6n conjunta de Q13 y Q14 gener6 varios picos
idénticos entre las dos moléculas y tres de diferencia: QV8.1, QV8.4 y QV8.5. La secuencia de
QV8.4 mostrs *H en el ciclo 1, mientras que, QV8.1y QV8.5 presentaron “C en el mismo ciclo
(Fig. 32B). Posiblemente QV8.4 y QV8.5 fueran péptidos equivalentes de los dos subtipos, cuyo
comienzo seria Q54 (probablemente, QEGPEYWDR). QV8.1, correspondiente al marcaje de
“C, empezaria en la misma posici6n pero tendria menor tamafo (QEGPE). Sin embargo, este
pico no tenia contrapartida de °H, lo que sugeria una interferencia del cambio ocurrido en
B*2703 en la accién de la enzima. A pesar de que los residuos de Gln se marcaron

eficientemente, los de Glu, marcados por conversién metabélica, eran indetectables por lo que
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se procedid a la realizacién del mapa en otras condiciones.

En el segundo mapa para la detecci6n de estos residuos, se llevé a cabo un marcaje con *H-
Gln y *H-Glu, conjuntamente, en ausencia de los amino4cidos frios correspondientes (Fig. 33).
Como en otras ocasiones, los mapas se representaron en la misma gréfica para facilitar su
comparacion. Se detectaron cuatro picos de diferencia: Q11, Q12, Q13 y Q14. La posicién de
Q11, semejante a la de YS y H3, indicaba que en este pico estaba incluido el glicopéptido (la
rescluci6n en esta zona del cromatograma fue mejor en este mapa que en el anterior en el que
coeluian el glicopéptido y el péptido 49-62). Q12 y Q13, pertenecientes a B*2703 y B*2705,
respectivamente, poseian la misma localizacién que el péptido 49-62 en otros cromatogramas.
Los picos Q12 y Q13 tenian una secuencia idéntica, con radioactividad en los ciclos 2, 5, 6, 7
y 10 (Fig 33). Este resuitado concordaba con la secuencia de B¥2705 que posee Gin en posicién
54 y Glu en los residuos 53, 55 y 58. La mayor parte de la radiactividad de *H se encontraba
en €l residuo de Gln, debido a que este aminoécido se incorpora en la célula con mayor
eficiencia que el Glu (269). La presencia de marcaje en posicion 2 se deberia a la conversién
metabdélica de *H-Glu a Pro (269). El hecho de que las secuencias de los dos subtipos fueran
idénticas exclufa un cambio en estos residuos. El pico Q14, que por su posicién debia englobar
los productos intermedios 49-68, no fue analizado puesto que ya se habian obtenido las
secuencias del péptido de diferencia.

A continuacion se realizé el marcaje con Pro, obteniéndose tres picos de diferencia: P7, P8
y P9 (Fig. 34A). P7 y P8 eran contrapartidas del péptido 49-62 en los marcajes de *H y “C,
respectivamente. La secuencia de ambos resulté idéntica, con radiactividad en los ciclos 2y 9.
Esto demostraba que los residuos de Pro se habian mantenido en B*2703 en las mismas
posiciones que en B*2705. P9, que por su posicién de elucién contenia los productos
intermedios de ambos subtipos, no fue analizado.

Los mapas de Trp de las dos moléculas se representaron conjuntamente, tras marcar ambas
con *H-Trp (Fig. 34B). Como en otras ocasiones, se obtuvieron 3 picos de diferencia: W3, W4
y W5. La secuencia de W3 correspondiente a B*2703, exhibié radiactividad en los ciclos 3 y 12,
lo que concordaba con la secuencia de B*2705. La secuencia del pico W4, contrapartida del pico
anterior en el subtipo B*2705, sélo se pudo determinar hasta el ciclo 10 y present6 radiactividad
en el ciclo 3.

A continuacién, se marcaron tanto el subtipo normal, como el variante con *H-Asp (Fig.
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35A). De nuevo, se obtuvieron 3 picos de diferencia: D7, D8 y D9. Los picos D7 y D8 se
digirieron independientemente con la proteasa V8, observindose en la comparacién conjunta
de los dos mapas, dos picos de diferencia mayoritarios: DV8.1 y DV8.2 (Fig. 35B). DV8.2
mostré radiactividad en el ciclo 3, tratdndose, probablemente, del péptido YWDR. DV8.1
presenté *H en el ciclo 8, lo que sugeria que era el péptido QEGPEYWDR. La susceptibilidad
diferencial de los dos subtipos a la accién de la V8, que ya se habia observado en el mapa de
Gin, podria deberse al cambio ocurrido en B*2703. La secuenciacién del pico D9,
correspondiente a B*2703, revel radiactividad en el ciclo 13 (Fig. 35A), lo que corroboraba el
resultado obtenido con DV8.1 y confirmaba la presencia de Asp en posicién 61 en dicho
subtipo.

El residuo de Gly en posicién 62 se marcé por conversién metabdlica a partir de “C-Ser.
Se efectuaron dos mapas peptidicos, comparando en uno de ellos las moléculas normal y
variante marcadas con *H-Ser y “C-Ser, respectivamente; y en el otro la molécula de B*2703
marcada con ambos is6topos (Fig. 36A y B). De esta forma, los picos de conversién de “C-
Ser, presentes en el segundo mapa y que no coincidieran con los del primero, corresponderian
a picos de diferencia entre ambas moléculas. Sin embargo, no se detecté ninguno de estos picos.
Dado que la incorporacién de radioactividad por interconversién metabdlica ocurre con baja
eficiencia, los picos de diferencia no serfan de gran tamano y podrian estar ocultos en el
interior de alguno de los que aparece como idéntico. La posicién habitual del péptido 49-62
coincidiria con la del pico $11 en el mapa que compara B*2703 marcado con los dos isotopos.
Este pico se digiri6 con la proteasa V8 para acortar la longitud del péptido y facilitar su
secuenciacién, generdndose un Gnico pico de diferencia en el marcaje de “C: GV8 (Fig. 36C).
Su posicicién de elucién coincidia con la de QV8.4 y DV8.1 y su secuencia, con radioactividad
en el ciclo 3 (Fig. 36D), indicaba que era el péptido QEGPEYWDR. Asi, se confirmé la
presencia de una Gly en posicién 56. Los picos de diferencia en el marcaje de *H detectados
en este mapa, se deben probablemente a contaminacién con el glicopéptido que eluye en esa
zona del cromatograma.

Como en el caso del subtipo B*2701, se realizé una digestién quimotriptica del pico Y12,
correspondiente al péptido 122-145, debido a que su gran tamano podria enmascarar la
presencia de una sutitucién en él (Fig. 37). No se encontr6 ninguna diferencia en los péptidos

generados.
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Figura 35. A) Mapa triptico comparativo entre los subtipos B*2703 (*H) y B*2705 (*C),
correspondiente al marcaje con Asp. El digerido triptico de cada una de las moléculas se
cromatografié independientemente, representandose los resultados conjuntamente. El pico D9
se someti6 a secuencia radioquimica. B) Fraccionamiento en HPLC de los péptidos D7 y D8
digeridos con la proteasa V8. Se incluyen las secuencias de Jos picos DV8.1 y DV8.2.
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Con esta serie de mapas se identificaron por secuenciacién directa todos los residuos que
componian el péptido 49-62, con excepcién de la Arg C-terminal. La generacién de un péptido
por rotura triptica en esa posicién indicaba que el finico cambio posible seria por una Lys. Este
cambio qued6 descartado debido a que el mapa de Lys era idéntico entre ambas moléculas. En
la Fig. 38, que resume las asignaciones hechas en este analisis, estdn representados los péptidos

secuenciados y la situacién del amino4cido marcado en cada uno de ellos.

4.2.3. Los subtipos B27b y B27¢ son indistinguibles entre si y de B*2704

En un estudio previo se detectaron 6 variantes de B27 por su movilidad diferencial en
electroenfoque (109). Cinco de los patrones detectados eran claramente distinguibles, pero la
diferencia entre las moléculas b y ¢ (Tabla II) era sutil. Por este motivo, se procedié al andlisis
de estas moléculas en nuestro sistema de electroenfoque. Como se habia predicho, el pl del
subtipo a coincidia con el de B*2705 y el de e con B*2702. Sin embargo, no se reprodujo la
diferencia entre b y c, siendo equivalente la movilidad de ambos a la de B*2704. No obstante,
se realizaron mapas peptidicos comparativos de Jas moléculas B27 procedentes de las lineas
celulares JSL (b) y ET (c), tras el marcaje con Leu, Lys, Alay Tyr. No se detecté ninguna
diferencia en estos mapas (Fig.39), que cubrian el 94% de la porcién extracelular de B27, lo que

apoyaba la identidad de las dos moléculas.

4.2.4. Discusién: Evolucion del polimorfismo de HLA-B27

El andlisis estructural mediante mapas peptidicos comparativos permite una deteccién
eficiente de las diferencias presentadas por un determinado subtipo. Formalmente, esta técnica
no permite excluir la presencia de un cambio extremadamente conservativo que no altere el
perfil de elucién de los péptidos. Ademds puede ser dificil la deteccion de un péptido generado
con un rendimiento muy bajo. No obstante, estas restricciones no invalidan la técnica como lo
corrobora el hecho de que la secuenciacién de DNA de algunos subtipos, como A3 (289) y
B*2702 (31), ha confirmado los resultados obtenidos previamente por mapas peptidicos
(290,115). Ademds, la secuenciacién posterior del DNA de B*2703 (291), confirmé nuestros
resultados obtenidos por mapas peptidicos.

B*2701 es el més basico de los subtipos de B27, difiriendo de B*2705 en dos unidades de
carga, como consecuencia de la pérdida de dos residuos 4cidos en las posiciones 74 y 77. B*2703

es una unidad de carga mds bésico que B*2705, igual que B*2702; sin embargo la naturaleza
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Figura 38. Secuencia de amino4cidos de los péptidos de diferencia entre HLA-B*2703 y HLA-B*2705, mostrando la asignacion de los péptidos
de diferencia. La secuencia de algunos residuos se obtuvo por duplicado debido a la rotura triptica parcial en la R62, en cuyo caso sélo se ha
representado la asignacién realizada con uno de los péptidos. Las flechas indican los residuos identificados por secuenciacién radioquimica.
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del cambio es distinta y ambos subtipos pueden distinguirse en electroenfoque. La diferencia
de carga en B*2703 se debe a su tUnica sustitucién, consistente en un cambio de la Tyr en
posicién 59 por una His. La diferencia de carga puede explicarse ya que el punto isoeléctrico
de B*2703, y en general de todos los subtipos de B27, es menor que el pK del grupo imidazol
de la His. Asf, cuando B27 alcanza su pl en electroenfoque, es de esperar que la cadena lateral
de la His esté protonada, resultando en un cambio de carga.

Algunos clones de CTL alogénicos generados contra B*2705 no reconocen, o lo hacen con
baja eficiencia, a los subtipos B*2701 y B*2703 (121,122), lo que indica que se comportan como
antigenos funcionalmente diferentes. Las posiciones en las que varian estos subtipos: 59, 74, 77
y 81 (Tabla VIII), estdn localizadas, en base al modelo tridimensional de los antigenos HLA-
A2 y HLA-Aw68 (41-43), en una de las hélices @ que componen el sitio de unién del péptido
antigénico y se hallan orientados, ademds, hacia el interior de dicho sitio (Fig. 40). Esta
localizacién critica explicaria el diferente comportamiento funcional de estos subtipos, a pesar
de que difieren de B*2705 en un ndmero muy bajo de sustituciones. No existen datos del
comportamiento de B*2701 y B*2703 en restriccién viral. Los restantes subtipos de B27
caracterizados también poseen sustituciones en posiciones que apuntan hacia el interior del
sitio. Las posiciones en las que difiere B*2702, 77, 80 y 81, estédn localizadas en en el dominio
a,, en la regién plegada en hélice a; las de B*2704, 77 y 152, se encuentran en las regiones en
hélices a de los dominios @, y a,, respectivamente; por Gltimo las dos sustituciones adicionales
que presenta B*2706 respecto de B*2704: 114 y 116, pertenecientes al dominio a,, se hallan en
una de las ldminas B que componen la base del sitio. Estas sustituciones podrian alterar la
unién de péptidos antigénicos. El residuo 59 se halla localizado en uno de los extremos de este
sitio y forma parte del grupo de residuos, orientados hacia su interior, que se hallan mds
conservados. Se ha propuesto que estos residuos podrian estar interaccionando con una
caracteristica constante de los antigenos procesados o del TCR (42,50). La sustitucién del
residuo 59 no parece alterar de forma absoluta el reconocimiento de B¥2703 por células T, ya
que este subtipo es reconocido eficientemente por algunos CTL alogénicos anti-B27.

Aunque la mayorfa de los antisueros utilizados como reactivos de tipaje en serologia cldsica
no distinguen entre los subtipos de B27, algunos anticuerpos reaccionan de forma diferencial
con ellos. Asi, el anticuerpo M2 no reconoce a los subtipos B*2702 y B*2701 y reacciona

parcialmente con los subtipos B*2704 y B*2706 (99,109). El residuo 77 debe estar formando



Tabla VIII. Aminodcidos de diferencia entre los subtipos de HLA-B27*

Posicién B*2705 B*2701 B*2702 B*2703 B*2704 B*2706
59 Tyr _ . His . _
74 Asp Tyr — — — —
77 Asp Asn Asn - Ser Ser
80 Thr - lie . _ _
81 Leu Ala Ala —_ _ —
114 His - — — — Asp
116 Asp _ — - — Tyr
152 Val Glu Glu

— indica identidad con B*2705 en esa posici6n.

£l
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parte del determinante antigénico reconocido por este anticuerpo, ya que es la tinica posicién
que varia en todos ellos. Las diferencias de reactividad vendrian dadas por el distinto
aminoécido que presentan en esa posicién (Asp en B*2705, Asn en B*2702 y B*2701 y Ser en
B*2704 y B*2706). B*2703, que tiene su nica sustitucién en el otro extremo del sitio, reacciona
eficientemente con este anticuerpo. Sin embargo, este subtipo pierde la reactividad con el
antisuero KC-MJA (109). Es dificil definir las posiciones que intervienen en el epitopo
reconocido por este antisuero, ya que los cambios ocurridos en B*2702 también alteran su
reconocimiento. El antisuero que generamos contra el péptido 63-84 de B*2705 es especifico
de este subtipo y no reconoce al resto de los subtipos con sustituciones en ese segmento de la
molécula. El Acm p56.1 no reconoce a los subtipos con una sustitucién en la posicién 152, lo
que indica que este residuo es critico en el determinante reconocido por este Acm. La mayor
parte de los anticuerpos generados contra B27 reaccionan con todos los subtipos, por lo que
deben estar dirigidos contra una regién polimérfica, caracteristica de este antigeno, comin a
todos ellos.

Las sustituciones del subtipo B*2701 se encuentran agrupadas en un segmento corto de la
molécula, uno de los de mayor variabilidad de los antigenos HLA. Esta concentracién de
sustituciones en una regién restringida de la molécula es semejante a la que presenta B*2702
(115), compartiendo ambos subtipos las sustituciones en las posiciones 77 y 80. Seria improbable
la generacién de esta diversidad por acumulacién de mutaciones puntuales, algunas de ellas
recurrentes, precisindose para ello al menos 4 cambios de base en un segmento de 24
nucledtidos. El origen de estos subtipos podria explicarse por un mecanismo de conversién
génica interalélica, existiendo un cierto niimero de secuencias potencialmente donadoras para
B*2701 y B*2702, pertenecientes a distintos antigenos HLA (Tabla 1X), ya que comparten su
secuencia con B27 en ese segmento. El iinico cambio sufrido por el subtipo B*2703, en la
posicién 59, requirirfa un cambio de base, por lo que se podria haber generado por una
mutacién puntual. Esto ha sido confirmado por la posterior secuenciacién del DNA de este
subtipo (112). No obstante, se detectaron 15 diferencias mas en regiones no codificantes. Este
subtipo es excepcional debido a que ninguno de los antigenos MHC secuenciados hasta el
momento posee una sustitucién en el residuo 59.

Los subtipos de B27 tienen una distribucién étnica diferencial. B*2705 se ha detectado en

el 90% de los individuos B27+ caucasianos y en un 45% de los orientales. De los otros dos



- Tabla IX. Secuencia de varios antigenos HLA de Clase I en el segmento 72-83"

72 83

B*2705
B*2701
B*2702
A32
A25
A24
BSNA
BwS52
B?
Bws7
BW58
B38
B49
B44.1
B44.2
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B13.1
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* __ indica identidad con B*2705 en esa posicién. Las secuencias se han extraido de Bjorkman y
Parham (50).

® Este grupo de moléculas estdn codificadas por el gen HLA-AR. Su estructura estd estrechamente
relacionado con HLA-A, pero no son funcionales por la presencia de dos mutaciones deletéreas (82).
¢ Estdn incluidas dos secuencias de antigenos de Clase [ de chimpancé para su comparacién (94,95).
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subtipos hallados en la poblacién caucasiana, B*2702 esta presente en un 10% de los individuos
B27+, mientras que B*2701 se ha encontrado tinicamente en dos individuos incluidos en este
grupo étnico (uno de ellos es un indio asidtico). Cada uno de estos dos subtipos podrian
haberse generado a partir de B*2705 en una sola etapa, consistente en un proceso de conversién
génica. Esta hipotesis estd apoyada por el hecho de que no se detecta ninguna diferencia
adicional entre las secuencias genémicas de B*2702 y B*2705, excepto el segmento de
nucleétidos que da lugar a los residuos 77, 80 y 81 (31). La presencia, casi exclusiva, de B*2702
en la poblacién caucasiana y la ausencia de un cambio de base adicional sugieren que este
subtipo se ha generado recientemente, posiblemente después de la separacion de los grupos
étnicos oriental y caucasiano, fijindose en una fraccién de esta Gltima. Esto también seria
aplicable al subtipo B*2701, aunque el escaso nimero de individuos en los que se ha detectado
no permite determinar si estd fijado en la poblacién. La relacién entre los subtipos B*2704 y
B*2706 seria semejante a la descrita anteriormente. B*2704 estd presente en el 55% de los
individuos orientales y es raro en la poblacién caucasiana, mientras que B*2706 se ha detectado
en unos pocos individuos de la poblaci6n oriental y no se ha encontrado en caucasianos. Asi,
B*2706 podria haberse generado a partir de B*2704 por un proceso de conversién génica. Esto
habria tenido lugar recientemente, tras la separacién de los grupos étnicos oriental y caucasiano.
En la Fig. 41 est4 representado un modelo hipotético de la evolucién de los distintos antigenos
HLA-B27. Se ha considerado a B*2705 como originario en este modelo por que es el
mayoritario en la poblacién caucasiana, se halla presente en un alto porcentaje en orientales
y se encuentra en todos los grupos étnicos examinados (103,109). Para la generacién de B*2704
a partir de B*2705, serfan necesarias al menos dos etapas genéticas, que podrian consistir en
una conversién génica y en una mutacién puntual. B*2703 formaria una rama independiente
del resto de los subtipos. Se ha detectado en dos individuos pertenecientes a la poblacién negra
americana (109). El antigeno B27 estd virtualemente ausente en la poblacién negra africana, y
se cree que su presencia en esta poblacién se debe a la penetracién del gen caucasiano. B*2703
no ha sido detectado en ningiin individuo caucasiano y podria constituir una rama evolutiva
distinta, generada por mutacién puntual del gen de B27 en la poblacién negra. Recientemente,
se ha detectado que 11 de 18 individuos HLLA-B27+ analizados, pertenecientes a una poblacién
del Oeste de Africa, pertenecen al subtipo B*2703 (112). Esto indicaria que este subtipo es

comin entre los individuos HLLA-B27 del Oeste de Africa, a pesar de estar practicamente
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Figura 41. Esquema hipotético de la evolucién de los subtipos de HLA-B27.
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ausente en otras poblaciones, y apoyaria la hipStesis de su origen en la poblacion negra.

El reconocimiento diferencial de los distintos subtipos de B27 por CTL (120-123) sugiere que
esta diversificaci6n tiene un significado biolégico. Los subtipos de B27, tras su generacién,
estarfan sometidos a presiones selectivas diferenciales que podrian determinar su posterior
fijacién en la poblacién. La estructura tridimensional de los antigenos HLA, muestra que la
variabilidad de estos antigenos se acumula en el sitio de unién del péptido y que el
polimorfismo puede alterar considerablemente la forma y la carga de dicho sitio (41-43). Estas
diferencias en el sitio sugieren que distintos antigenos podrian unir diferentes grupos de
péptidos. Se ha descrito en muchas ocasiones que ciertos antigenos HLA, incluyendo B27,
actian como elementos de restriccién para determinados epitopos de proteinas virales
(126,127). Ademas, el aislamiento de péptidos virales unidos constitutivamente a antigenos
MHC ha mostrado una gran especificidad en la unién del péptido a su elemento de restriccién
(167,168). Estos resultados apoyarian que el polimorfismo de HLA afecta al repertorio de CTL
generado frente a un determinado antigeno. Los cambios individuales introducidos tanto en los
péptidos (154) como en los antigenos MHC (73-76) pueden afectar drésticamente la interaccion
entre ambos, asi como el posterior reconocimiento del complejo por los linfocitos T. Por tanto
un repertorio dindmico de antigenos HLA permitirfa hacer frente a una gran variedad de
patdgenos, capaces, a su vez, de experimentar variaciones adaptativas. La presencia en las
distintas poblaciones de pat6genos diferentes podria favorecer una distribucién étnica

diferencial de los antigenos HLA, incluidos los subtipos de HLA-B27.

4.3. REACTIVIDAD DE CTL ALORREACTIVOS ANTI-B27 CON TRANSFECTANTES
MURINOS

Este estudio se realiz6 con el fin de establecer las caracteristicas del reconocimiento de
HLA-B*27035, expresado en la superficie de células murinas, por CTL especificos y de

determinar la contribucién que tiene la avidez de los CTL humanos en dicho reconocimiento.

4.3.1. Transfeccién de HLA-B27 en células murinas

El gen de B*2705 se tfansfecté, solo o junto con el de la B,m humana, en la linea murina
P815-HTR. La poblacién 1-7E (Fig 42A y B), cotransfectada con ambos genes, presentaba
niveles de expresién de HLA-B27 y 8,m comparables a los de una LCL B*2705+ (Fig 42Cy

D). Sin embargo, la cantidad de B27 expresada por la linea C10, no cotransfectada con el gen
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NUMERO DE CELULAS

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

Figura 42. Expresion de HLA-B27 y 8,m en la superficie de transfectates murinos,
determinada mediante citometria de flujo. En cada pico de fluorescencia positivo se especifica
el Acm utilizado. El pico de fluorescencia negativo (C) se midié en cada experimento, por
incubacién de las células con el segundo anticuerpo fluoresceinado, Gnicamente. A y B
muestran la fluorescencia del transfectante murino 1-7E tras incubacién con los Acm MEly
B2.62.2, respectivamente. Cy D corresponden a la incubacidén de la LCL LG15 con los mismos
Acm. E muestra la fluorescencia de las células P815 sin cotransfectar con el gen de 8,m (C10).
Los transfectantes murinos analizados en este ensayo procedian de poblaciones clonadas por
dilucién limite. F representa la fluorescencia de células P815 sin transfectar, incubadas con el
Acm MET. No se observé fluorescencia al incubar C10 y la linea P815 con el Acm B2.62.2.
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de B,m (Fig 42E), era apreciablemente inferior al de la LCL. Como control, la linea P815 sin

transfectar no expresa ninguna de estas moléculas en su superficie (Fig 42F).

4.3.2. Especificidad y avidez de CTL alorreactivos anti-B27

Posteriormente, se analizé la reactividad de varios clones de CTL con el transfectante 1-
7E. Estos clones se habian descrito con anterioridad (122) y fueron generados por estimulacion
con una LCL B*2705+. La Tabla V muestra que el patrén de reactividad de estos clones con
los subtipos de B27 era diferente. Ninguno de ellos reconocia a los subtipos B*2704 y B*2706
que comparten las mismas sustituciones en las posiciones 77 y 152. CTL 1, 26 y 29 tenian la
misma reactividad por este criterio, reconociendo a los subtipos B*2702, B*2703 y B*2705. CTL
2 y 15 eran semejantes y reaccionaban con los subtipos B*2701 y B*2705, presentando una
reactividad adicional con B40* (B*4002). CTL 48 se podia incluir en el mismo grupo de
reacci6n que los dos anteriores, ya que las diferencias que presentaba respecto a ellos parecian
ser cuantitativas mds que cualitativas. CTL 40 tenia un patrén distinto del resto, reaccionando
unicamente con el subtipo B*2705, contra el que fue generado.

Los clones con el mismo patrén de reactividad se distinguian por la inhibicién diferencial
de su citotoxicidad con un Acm anti-CD§ (Tabla X), lo que constituia una estimacién de la
avidez de su interaccion con la célula diana. También era diferente la inhibicién con anticuerpos
anti-CD3. La citotoxicidad por CTL 1y 29 no se inhibia por Acm anti-CD8 y s6lo se eliminaba
parcialmente por los anti-CD3. Sin embargo, la lisis por CTL 26, con una reactividad semejante
a los anteriores, se inhibia totalmente por ambos anticuerpos. Dentro del otro grupo de clones
con reactividad semejante, la citotoxicidad por CTL 2y 15 se bloqueaba tanto por anticuerpos
anti-CD8 como anti-CD3, mientras que la de CTL 48 sélo se anulaba parcialmente. La lisis por
CTL 40 se inhibia completamente por Acm anti-CD8. Asi, de acuerdo con este criterio, CTL

1, 29 y 48 poseerian una avidez mayor por sus respectivas dianas que CTL 26, 2, 15 y 40.

4.3.3. Andlisis de la reactividad de los CTL humanos con transfectantes murinos

En la Fig. 43 estan representados los resutados obtenidos al enfrentar los siete clones
descritos con el transfectante 1-7E. En estos ensayos se analiz6, como control positivo, la
citotoxicidad de la linea 1.G15 y de blastos B*2705+, obtenidos por estimulacién con PHA.
Todos los clones fueron capaces de provocar la citotoxicidad de la LCL y de los blastos, pero

Gnicamente los clones 1, 29 y 48 lisaron al transfectante 1-7E. Estos 3 clones eran los de mayor



Tabla X. Inhibicién de la citotoxicidad de LCL B*2705+ con Acm especificos de la célula T

Célula diana

CTL Acm LG15 R&9
E/T % lisis E/T % lisis
1 — 0,5/1 48 ND
Anti-CD3 18 ND
Anti-CDS 36 ND
Anti-CD7 43 ND
29 —_ 0,5/1 31 ND
Anti-CD3 8 ND
Anti-CD8 24 ND
Anti-CD7 28 ND
26 — 1/1 31 ND
Anti-CD3 3 ND
Anti-CDR 0 ND
Anti-CD7 31 ND
Anti-clase 11 27 ND
2 — ND 1/1 30
Anti-CD3 ND 2
Anti-CD8§ ND 3
Anti-CD7 ND 31
15 — ND 5/1 24
Anti-CD3 ND 17
Anti-CD8 ND 8
Anti-CD7 ND ND
Ant1-CD11b ND 60
48 — 1/1 54 1/1 87
Anti-CD3 14 25
Anti-CD8 30 68
Anti-CD7 42 79
Anti-clase II 35 8O
40 — 3/1 74 ND
Anti-CD3 ND ND
Anti-CD8 7 ND
Anti-CD7 ND ND
Anti-clase I1 77 ND
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Figura 43, Citotoxicidad especifica obtenida al incubar 7 clones de CTL alorreactivos anti-
B*2705 con: el transfectante murino 1-7E (Q); la LCL humana LG15 (m); blastos B27+,
obtepidos por estimulacién con PHA (4); células P815 sin transfectar (A).
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avidez ya que su capacidad litica frente a LCL B*2705+ no se inhibia significativamente por
Ac anti-CD8 (Tabla X). No se detecté ninguna correlacién entre la especificidad de los CTL

y su capacidad para lisar a las células 1-7E.

4.3.4, Inhibicién de la citotoxicidad de los transfectantes por Acm anti-CD8

Aunque los anticuerpos anti-CD8 no inhibian la capacidad litica de los clones 29y 48 frente
a LCL B*2705+, se analiz6 su efecto en la citotoxicidad de los transfectantes murinos. En la
Tabla XI se muestran los resultados de un experimento representativo, observiandose que el
Acm anti-CD8 bloqueaba la citoxicidad del transfectante, sin alterar la de una LCL. También,
se pudo apreciar en este experimento que el Acm anti-CD3, SPV-T3b, provocaba la lisis, en
lugar de suprimirla, como ocurre en el caso de la LCL, tanto de las células P815-HTR como
del transfectante. Este fenémeno ya se ha descrito con anterioridad (253) usando el Ac OKT3,

dirigido contra la misma molécula.

4.3.5. Discusibn

La expresién de un antigeno HLA en la superficie de una célula murina permite determinar
la contribucién de esta molécula en el reconocimiento y lisis de la célula diana. Estos
experimentos tienen algunas limitaciones, como es el que algunos CTL no pueden lisar a los
transfectantes, incluso cuando la linea utilizada para la transfeccién es una buena diana frente
a CTL humanos. Ello se ha atribuido a la carencia de moléculas de adhesi6n apropiadas
(253,254) o la alteracién del epitopo al expresarse en la célula murina (257). En este estudio
se ha analizado la reacitividad de clones de CTL anti-B*2705 con células P815 transfectadas con
los genes de B*2705 y B,m humana. La cantidad de B27 en la superficie del transfectante 1-
7E, que expresaba 8,m humana, es considerablemente superior a la del transfectante C10, que
no presentaba esta molécula. Esta reducida expresién de B27 cuando no estd asociado con la
B8,m humana ya se habia detectado en estudios previos (292). La presencia del gen de B,m
humano evita posibles alteraciones de epitopos como consecuencia del acoplamiento de B27
con la B,m murina.

Mediante el andlisis de la reactividad de estos 7 clones con el transfectante 1-7E, extendimos
a HLA-B27 la heterogeneidad clonal detectada en el reconocimiento de otros aloantigenos
expresados en P815. En nuestro caso, existe una clara correlacién entre la avidez del clon y su

capacidad litica frente al transfectante murino, de forma que sélo los clones con mayor avidez,



Tabla XI. Inhibicion de la citotoxicidad de los transfectantes P815-B*2705+ por Acm especificos de la célula T

Célula diana

CTL Acm 1-7E P815-HTR LG15
E/T % lisis E/T % lisis E/T % lisis

29 — 1/1 77 1/1 0] 1/1 76
Anti-CD3 70 39 51
Anti-CD8 16 0 76
Anti-CD11b 72 0 81

48 — 1/1 55 1/1 2 1/1 61
Anti-CD3 50 50 21
Anti-CD8 2 i 52
Anti-CD11b 53 0 65

cel
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entre CTL de especificidad fina similar con subtipos, provocan su lisis. Esto contrasta con un
examen realizado por Bernhard et al (257) de un amplio panel de clones murinos y humanos,
especificos de HLA-A2, en el que la heterogeneidad clonal en el reconocimiento de células
murinas E1-4-A2.1+, se correlacionaba con la especificidad de los CTL y no con su avidez. Sin
embargo, dicha especificidad estaba determinada de forma incompleta, ya que su estudio se
basaba en el andlisis de la reactividad de los CTL con sélo tres subtipos de A2 (A2.1, A22y
A23) en el caso de los clones murinos, y con dos (A2.1 y A2.3) en el caso de los humanos.
Ademds, no realizaron una estimacién de la avidez de los clones humanos. Asf, aunque de estos
estudios se deduce una correlacién entre la especificidad de los clones y su capacidad litica,
nuestros resultados muestran que, al menos para algunos epitopos determinados, las diferencias
en avidez de clones de especificidad semejante determina la capacidad litica de los
transfectantes murinos.

Todos los clones tenian una eficiencia litica semejante, lo que contrasta con las diferencias
de avidez existentes entre ellos; esto puede deberse a que el ensayo de citotoxicidad directa no
posea la sensibilidad suficiente para detectar tales diferencias. Posiblemente para que tenga
lugar la lisis, se requiere que la interaccién entre las células efectora y diana alcanze un umbral
de avidez determinado. La interaccién de la mayoria de los clones con su célula diana, en
ausencia de Acm anti-CD3 y anti-CD8, tendria la avidez suficiente para permitir la lisis, no
detectdndose diferencias entre ellos. Sin embargo, para una fraccién de los clones, la adicién
de anticuerpos contra estas dos moléculas podria dificultar algunas de las interacciones
necesarias para la estabilizacién de los conjugados, de forma que no se alcanzase la avidez
minima requerida para la lisis. Esto podria afectar drdsticamente la eficiencia litica.

Existe una reduccién de la avidez de la interaccién al enfrentar CTL humanos con dianas
murinas que se refleja en una mayor dependencia de CD8. En el caso de células humanas, la
interaccién entre CD2 y LFA-3 parece contribuir significativamente a la estabilizacién de los
conjugados, de forma que la lisis puede ser bloqueada por la adicién de Ac dirigidos contra
estas dos moléculas (224). Sin embargo, en el caso de dianas murinas, los Ac anti-CD2 no
inhiben la lisis (67,253), lo que sugiere que esta molécula no juega un papel importante en la
interaccién. Esto se correlaciona con que no se ha detectado serol6gicamente LFA-3 en la
superficie de [as células murinas. De esta forma la avidez de la interaccién entre CTL humano

y diana murina seria mis dependiente de LFA-1y CD8 para fortalecer la uni6n. Es probable
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que LFA-1 contribuya a la interaccién diana murina/CTL humano, ya que la linea P815 parece
expresar el homolégo murino de ICAM-1 (255). LFA-1 humano puede interaccionar con ICAM-
1 murino (256), aunque probablemente con menor eficiencia que con su ligando natural, como
lo muestra el que la transfeccién de células murinas con ICAM-1 humano restablezca el
reconocimiento por células T, cuando los niveles de antigenos MHC son bajos (226).

La ausencia de un acoplamiento adecuado entre las moléculas de adhesion de las dos
especies podria conducir, en el caso de las células murinas, a una contribucién més significativa
del TCR a la avidez de la interaccién. Esto provocaria que dentro de los clones que reconocen
epitopos relacionados, dnicamente aquellos con mayor nivel de expresién y/o mayor afinidad
intrinseca de sus receptores, tendrian la avidez requerida para lisar a los transfectantes murinos.
L.a avidez minima requerida para la lisis de dianas murinas por un clon podria ser dependiente
de su especificidad. Algunos determinantes reconocidos por CTL podrian cambiar o perderse
por la expresion de la molécula HLA en la superficie de las células murinas, mientras que otros
podrian permanecer inalterados (257). La existencia de una modificacién podria provocar una
disminucién de la afinidad de interaccién con su TCR especifico. Por este motivo, muchos
epitopos alterados podrian requerir mayor avidez por parte de los correspondientes CTL, para
su reconocimiento sobre la superficie de células murinas, que los que permanecen sin variacién,
o incluso no ser reconocidos en absoluto. Asi, los requerimientos para la lisis de transfectantes
murinos entre clones con diferente especificidad puede diferir considerablemente. La lisis de
los transfectantes murinos podria ser relativamente mds dependiente, al menos en algunos
casos, de la afinidad del TCR vy, por tanto, més susceptible a alteraciones de la estructura de

los epitopos reconocidos.

4.4. ANALISIS DE LA REACTIVIDAD DE CTL ALORREACTIVOS CON MUTANTES DE B27

El polimorfismo del antigeno HLA-B27 afecta al reconocimiento por CTL. Con el fin de
determinar la relevancia de cada una de las posiciones que varian en los subtipos en el
- reconocimiento por CTL, se construyeron una serie de moléculas mutantes de B27 y se analiz6

su reactividad con un conjunto de clones de CTL alorreactivos.

4.4.1. Construccion de mutantes

Se construyeron ocho mutantes del antigeno HLA-B27, introduciendo en cinco de ellos
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cambios aislados en residuos que varian entre los subtipos naturales y en tres sustituyendo
simultdneamente dos de estas posiciones. Todos los residuos mutados se hallan localizados en
las hélices & que componen el sitio de unién del antigeno (41-43) y estdn agrupados en uno de
sus extremos, exceptuando el residuo 59, que se encuentra en el lado opuesto (Fig. 44). Con el
fin de determinar la influencia de sustituciones en esta regi6n, se introdujo un cambio en el
residuo 63, separado del 59 por una vuelta de la a-hélice. Los nuevos aminodcidos presentes
en los mutantes son los encontrados en los subtipos naturales. La posicién 63 es constante en
todos ellos, por lo que se introdujo una Asn, que es el aminoécido alternativo al Glu (residuo
presente en B27) en otros antigenos HLA (50).

Cada uno de los mutantes se transfectd por separado en la linea HMy2 CIR, junto con el
plasmido de seleccién pSV2neo. También, se transfectaron, como control, los genes de B*2705
y B*2702. Mediante citometria de flujo se seleccionaron poblaciones de transfectantes cuya
expresién de HLLA-B27 era comparable a la encontrada en la linea linfobl4stica LG15 (Fig. 45).
La homogeneidad y estabilidad de la expresi6n se comprob6 por periédicamente por FACS.

4.4.2, Especificidad de los CTL con los subtipos de B27 y otros aloantigenos

Los nueve mutantes construidos se enfrentaron con un panel de 21 clones de CTL
alorreactivos (Tabla VI). Veinte de ellos se habian generado por estimulacién de PBL de
distintos respondedores con LCL B*2705+ y se clasificaron en seis grupos por su reactividad
con los subtipos de B27 (122). Los clones incluidos dentro de cada grupo presentaban algunas
caracteristicas diferenciales: 1) pueden apreciarse diferencias en su eficiencia litica frente a
dianas B*2705 +; 2) su citotoxicidad relativa frente células que expresaban los distintos subtipos
no era la misma; 3) algunos clones presentaban reactividad con otros antigenos HLA, como
B40* (B*4002) y DR2. Independientemente del grupo en el que se incluyeran, todos los clones
manifestaban una serie de caracteristicas comunes: 1) ninguno de ellos reconocia a los subtipos
B*2704 y B*2706, con cambios comunes en los residuos 77 y 152; 2) 19 de los 20 clones no
reconocian al menos uno de los subtipos B*2701 o B*2702, que difieren de B*2705 en tres
posiciones, localizadas en el segmento 74-81, y comparten las sustituciones en los residuos 77
y 81; 3) 7 de estos clones (35%) no reaccionaban con el subtipo B*2703, con un tnico cambio
en posicién 59. El clon restante se generé frente a B*2704 y su patrén de reaccién diferia

considerablemente de los anteriores, reconociendo a todos los subtipos de B27, con excepcién
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Figura 44. Localizaci6n espacial de los residuos mutados en la molécula de HLA-B*2705, en

la estructura tridimensional de los antigenos HLA (41,42).
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Figura 45, Expresion de las moléculas de B27 mutadas en la superficie de los transfectantes
en la linea humana HMy2.CIR, tras incubacién con el Acm MEL. El pico de fluorescencia
.Jnegativo (C) se midié en cada experimento, por incubacién de las células con el segundo
anticuerpo fluoresceinado, Gnicamente. Los paneles superiores representan la fluorescencia de
la LCL LG15 y de la linea HMy.2 CIR transfectada con el pldsmido de resistencia, pSV2neo,
incubadas con el mismo Acm. También se muestra la expresién de los transfectantes B*2705+
y B*2702+. Se realiz6 un anidlisis similar incubando con el Acm W6/32 para excluir la
posibilidad de que alguna de las mutaciones alterase Ia expresién en superficie de B27. Los
resultados fueron similares a los obtenidos con el Acm MEL, con excepcién del transfectante
pSV2neo, que mostraba un pico de flrorescencia ligeramente positivo. Esto se debe a que la
linea Hmy2.CIR tiene una baja expresién de antigenos de clase | enddgenos.



141

de B*2703.

4.43. Diversidad Clonal

El andlisis de la reactividad de los 21 clones con los mutantes mostré que todos ellos tenian
una especificidad diferente, independiente de la clasificacién previa en base a su reactividad con
los subtipos de B27 (Fig. 46). Los tnicos clones con un patrén semejante eran CTL 23 y
64DREF, pertenecientes al grupo A, pero se diferenciaban en que el primero presentaba reaccién
cruzada con DR2, lo que indicaba que reconocian un epitopo distinto. La aparente dificultad
para detectar un denominador comin dentro de cada grupo venia dada por el efecto diferencial
de los distintos cambios sobre cada clon. A pesar de la gran diversidad existente, la reactividad
de los clones con los mutantes se ajustaba a la que tenian con los subtipos, en cuanto a que
siempre se alteraba por alguno de los cambios presentados por los subtipos a los que no
reconocia. La falta de reaccién de todos los clones anti-B*2705 con los subtipos B*2704 y
B*2706 podia explicarse, como veremos posteriormente, por el cambio E152. Los clones del
grupo A, especifico del subtipo estimulador B*2703, generalemente no reconocian a la mayoria
de los transfectantes, especialemente a los que expresaban mutantes dobles. Los clones incluidos
en este grupo, junto con los del grupo B, caracterizados por no reaccionar con LCL B*2701+
y B*2702+, se afectaban por alguno de los cambios ocurridos en estos subtipos, o por una
combinacién de varios de ellos. El mutante N77 era el que alteraba la reactividad de un mayor
nimero de clones, mientras que el efecto del A81 sélo se pudo determinar claramente en CTL
46. En los grupos D y E, que contenfan clones que reconocian a B*2702 pero no a B*2701,
predominaban aquellos que se alteraban por la presencia del cambio Y74, especifico del ditimo
de los subtipos, o por el cambio doble Y74N77. La reactividad del clon 72DRF, que presentaba
capacidad citotéxica frente a los subtipos B*2701 y B*2702, no se afectaba significativamente

por ninguna de las sustituciones de estos subtipos.

4.4.4. Complejidad de los epitopos. Cambios compensatorios

En contraposicién con lo expuesto anteriormente, la reactividad de algunos clones con el
panel de mutantes no explicaba el patrén que adoptaban con los subtipos. En algunos casos se
detectaron efectos compensatorios al introducir ciertos cambios en distintas combinaciones, de
tal forma que una mutacién podfa modificar el reconocimiento por un clon, mientras que este

era restablecido cuando se introducia una segunda mutacién en su proximidad.
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Figura 46. Citotoxicidad de los transfectantes, en la linea Hmy2.CIR, por clones de CTL anti-
B*2705. Los resultados estdn expresados como % de lisis relativa, en la que la lisis de cada
diana esti expresada como un % de la citotoxicidad especifica de HMy2.CIR-B*2705 a la
misma relacién efector:diana. Los datos representan la media de dos o tres experimentos,
excepto en el caso de los CTL B54, 7 y 23, en los que no se pudo obtener un nimero de
células suficiente que permitiera realizar varios ensayos. Cada experimento se realizd a las
relaciones efector:diana de 0,5:1, 1:1 y 2:1, aunque para simplificar, sélo est4n representados
los resultados obtenidos a la relacion 2:1. La lisis relativa obtenida a las tres relaciones fue
similar. Con el fin de evaluar €] efecto de una determinada mutacién, los valores de eficiencia
litica relativa se dividieron en 4 grupos: <30%. 30-70%, 70-130% y >130%. Los porcentajes
comprendidos dentro de cada uno de estos rangos se consideraron equivalentes. La
clasificacién de los clones en diversos grupos (A-F) se realizé de acuerdo a su reactividad con
los subtipos de B27 (Tabla VII). El % de lisis del transfectante B*2705+ por cada uno de los
clones oscilaba entre el 40 y e! 100%. En esta figura estd representada la lisis de la LCL CH
(B*2703) para su comparacidn. Este subtipo estd designado aqui como H59 para resaltar su
inico cambio, respecto de B*2705. En este caso, el % de lisis relativa estd referido a la
citotoxicidad especifica de la LCL LG15 (B*2705) a la relacién E:D de 1:1, que variaba del
13 al 86% dependiendo del clon.
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Parte de los clones del grupo B, caracterizado por no reconocer a los subtipos con varias
sustituciones en el segmento 74-81, reconocian moléculas con mutaciones en posiciones
individuales incluidas en esta regién y, en ocasiones, se observaron cambios compensatorios.
Asi, la reactividad del clon GM7, que se perdia frente a N77, se restablecia parciaimente al
introducir un cambio en el residuo 80, provocando que el mutante doble N77I80 fuera
reconocido, aunque con una eficiencia muy baja. No obstante, este clon no lisaba LCL que
expresaban el subtipo B*2702, el cual posee estas dos sustituciones junto con una adicional en
posicién 81. El hecho de que este clon no reconozca a B*2701 es compatible con la falta de
reconocimiento de los mutantes dobles Y74N77 y N77A81. El clon 46 reaccionaba con todos
los mutantes, tanto sencillos como dobles, en residuos incluidos en el segmento 74-81; sin
embargo, no reconocia a los subtipos B*2701 y B*2702, portadores de tres de estas
sustituciones. Destaca el hecho de que la presencia de la mutacién A81 junto con la N77
disminuya apreciablemente la lisis.

CTL 2, Gnico representante del grupo C incluido en nuestro panel, reconocia LCL que
expresaban el subtipo B*2701, con cambios en las posiciones 74, 77 y 81, y a los transfectantes
Y74 y 8§77, sin embargo, no reconocia a los transfectantes que expresaban el mutante sencillo
N77, ni los dobles Y74N77 y N77A81. Aunque los mutantes y el subtipo estdn expresados en
lineas celulares diferentes, los resultados sugieren que los tres cambios introducidos
conjuntamente reproducirian el epitopo reconocido por este clon en B*2705, alterdndose al
introducir cualquiera de las sustituciones en diferente combinacién. Por dificultades técnicas no
se pudo obtener el mutante en la posicién 81, por tanto, no sabemos la relevancia de este
residuo de forma aislada.

En el grupo D, definido por su capacidad para lisar a los subtipos B*2705 y B*2702, se
detectaron efectos compensatorios en los clones 202DRD y 172DRF. 1L.a mutacién 180 reducia
la lisis por ambos clones, restableciéndose cuando se introducia un segundo cambio en posicién
77. En la Fig. 46 se puede apreciar que el mutante N77180 era lisado con la misma eficiencia
que el N77 y que el subtipo B*2705. Por otra parte, los clones 172DRF y CTL28 muestran un
efecto complejo, inverso al observado en el clon CTL2, debido a que, careciendo de capacidad
citétoxica frente a B*2701, reconocian a los mutantes que reproducian las sustituciones de dicho
subtipo: Y74, N77, Y74N77 y N77A81. Esto sugiere, aunque se trata de lineas diferentes, que

se necesitarian los tres cambios simultdneamente para destruir el epitopo reconocido por estos
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dos clones.

Dentro del grupo E, el clon 26 mostraba cierto parecido con los clones 172DRF y CTL28
del grupo D, en cuanto a que reconocia a los mutantes Y74N77 (la mutacién Y74 compensaria
la baja eficiencia de reconocimiento de la N77) y N77A81, mientras que no lisaba al subtipo
B*2701 que incluia los tres cambios.

Estos resultados indican que los efectos de cambios individuales en el reconocimiento clonal
no son acumulativos, sino que pueden tener efectos interdependientes que, en algunos casos,

pueden compensarse parcialmente.

4.4.5. Significado de los cambios individuales

Cada una de las posiciones mutadas tenia efectos significativos en el reconocimiento de B27
por CTL (Tabla XII). El cambio introducido en la posicién 152 era el més dréstico, puesto que
eliminaba el reconocimiento por parte de los 20 clones generados contra B*27035. Las restantes
mutaciones eran menos relevantes, aunque cada una de ellas ejercia efectos importantes en la
reactividad del 35 al 55% de los clones y no alteraba, como méximo, la del 40%. El subtipo
B*2703, que poseia un Gnico cambio en posicién 59, influia en la capacidad litica del 65% de
los clones. Se consider6 que una mutacién alteraba la reactividad de un clon cuando la
citoxicidad relativa del transfectante correspondiente, respecto de B*2705, disminuia a valores
por debajo del 30% y se estimé irrelevante cuando se mantenia con valores superiores al 70%.
Asi, el efecto global de cada una de las mutaciones en el reconocimiento por CTL, exceptuando
€l cambio en posicién 152, era anélogo, ya que las diferencias detectadas entre ellos no son de

gran magnitud.

4.4.6. Efecto diferencial de las sustituciones en una posicion o en posiciones cercanas
espacialmente

Los dos aminoécidos introducidos en la posicién 77, Asn y Ser, ejercian efectos diferentes
en la reactividad de algunos clones, como GM7, CTL2, 139DRD y CTL26 (Fig. 46). Esto
indicaria que, tanto la localizacién como la naturaleza del cambio, contribuyen de forma
sustancial a la modulacién del reconocimiento por CTL. El efecto global de estas mutaciones
sobre el conjunto de clones fue similar, de forma que el mutante N77 afectaba la reactividad
del 55% de los clones, alterando el §77 al 45% de ellos (Tabla XII).

Las mutaciones introducidas en posiciones espacialmente préximas, como son la 59 y 63; 74
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Tabla XII. Efecto de las mutaciones en la reactividad de los clones de CTL anti-B*2705

Citotoxicidad relativa®

Mutacién 30% 30-70% 70%
N2 de clones (%) N2 de clones (%) Ne¢ de clones (%)

H59° 13 (65%) 3 (15%) 4 (20%)
N63 9 (45%) 4 (20%) 7 (35%)
Y74 8 (40%) 4 (20%) 8 (40%)
N77 11 (55%) 2 (10%) 7 (35%)
77 9 (45%) 4 (20%) 7 (35%)
180 7 (35%) 6 (30%) 7 (35%)
E152 20(100%) 0 (0%) 0 (0%)
Y74NT7 15 (75%) 1 {5%) 4 (20%)
N77180 11 (55%) 2 (10%) 7 (35%)
N77A81 10 (50%) 5 (25%) 5 (25%)

* Referida a la lisis del transfectante Hmy2.CIR-B*2705+ a la relacién E/T de 2:1.
" La citotoxicidad relativa del subtipo B*2703, designado aqui como H59, corresponde a la lisis de
la LCL CH, B*2703 +, respecto de obtenida con la LCL LG15, B*2705+.
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y 77, 77y 80; y 77 y 81, separadas entre si por una vuelta de hélice, afectan diferencialmente
al reconocimiento por muchos de los clones analizados. Los cambios en las posiciones 59 y 63
tenian efectos claramente distintos en los clones: CTL23, 64DRF, 212DRD, 17A2, B54,
202DRD y CTL26 (Fig. 46). Igualmente, la mutacién en la posicién 77 influfa de distinta forma
que las mutaciones en las posiciones 74 y/6 80 en los clones: 212DRD, 17A2, CTLA4Q, G36,
GM7, CTL2, 139DRD, 202DRD, 172DRF, CTL7, CTL26 y CTL29. Ademds, los cambios
préximos espacialmente podian provocar efectos contrapuestos dependiendo de cada clon. Asi,
las sustituciones en Y74 y N77 causan un tipo de efecto en los CTL 17A2, 40, GM7, 2 y 26,
mientras que ejercen el contrario en los CTL 139DRD, 202DRD, 7 y 29.

4.4.7. Reactividad heteroclitica

El clon 172DRF, a pesar de haber sido generado por estimulacién con una LCL B*2705+,
lisaba con mayor eficiencia a los transfectantes que expresaban el subtipo B*2702 y los mutantes
Y74, N77 o 877. También, se observé este efecto heteroclitico en el clon 202DRD, puesto que
reconoce mejor a B*2702 que al subtipo estimulador. En este caso, el efecto se aprecia
claramente cuando dicho subtipo esti expresado en la superficie de una LCL (Tabla VI), pero

es menos claro en los transfectantes.

4.4.8. Asimetria en la localizacién de las posiciones que afectan al alorreconocimiento

La reactividad de la mayoria de los clones se alteraba por sustituciones distribuidas en
extremos opuestos del sitio de unién del péptido antigénico, pero en algunos casos se observaba
una relevancia mayor de los cambios en uno de los extremos (Fig. 46). A esta categoria
pertenencian los clones CTL 46, GM7, 7 y 29. No obstante, se diferenciaban en cuanto a las
posiciones que tenian un efecto mas drastico en su reconocimiento, de forma que existia una
contribucién mayor del residuo 81 en la reactividad de CTL 46, del 77 en la de GM7 y de la
74 en los CTL 7 y 29. El clon 64.8P se generd por estimulacién con el subtipo B*2704,
caracterizdndose por reconocer a todos los subtipos de B27, con excepcién del B*2703. Este
subtipo presentaba un tnico cambio en la posicién 59. La reactividad de este clon con los
mutantes (Fig. 47) sélo sc'anulaba por ¢l cambio en el residuo 63, espacialmente préximo al 59.

Este clon es el Gnico de los estudiados que es capaz de reconocer al mutante E152.
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Figura 47. Citotoxicidad de los transfectantes por el clon de CTL 64.8P, anti-B*2704. E! % de
lisis relativa se determiné como en la fig. 46. El ensayo se realizd por duplicado, siendo el %
de lisis especifica de!l transfectante B*2705+, a la relacién E:D de 2:1, de 70 y 64%,
respectivamente.
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4.4.9. Discusién

Los estudios de la reactividad de CTL alogénicas anti-B27 con los subtipos aportaban
informaci6n acerca de la diversidad clonal y de algunos de los pardmetros estructurales de los
determinantes reconocidos por dichos clones. Sin embargo, no permitian determinar como estdn
constituidos los epitopos, ya que cada subtipo difiere del resto en mds de un aminodcido.
Mediante el andlisis de la reactividad de los clones frente a los mutantes se ha podido definir
la contribucién individual de las posiciones polimérficas en los epitopos reconocidos por CTL
y, en algunos casos, ha revelado efectos interactivos entre ellas. Ademds, este andlisis nos ha
dado una idea de la gran diversidad y de la localizacién de dichos epitopos.

Los subtipos y los mutantes estaban expresados en lineas celulares distintas, por lo que en
todos los ensayos se analiz, como control, la reactividad de transfectantes que expresaban los
subtipos B*2705 y B*2702. Los resultados eran reproducibles, aunque la linea HMy2.CIR era
mds susceptible a la lisis que la LCL LG15, lo que provocé pequenas discrepancias en algunas
ocasiones. Asi, los clones CTLA0, CTL 46 y 5A2 reconocian ligeramente al subtipo B*2702 en
el transfectante pero no en la LCL. Se obtuvieron resultados comparables a las tres relaciones
efector: diana (0,5:1; 1:1 y 2:1) a las que se realizaron los ensayos. En el caso de los clones
102DRF, 212DRD y GM7, en los que el porcentaje de citotoxicidad a la relacién 2:1 era bajo,
se analizaron relaciones mayores (4:1 y 8:1), pero no se consiguieron valores de citotoxicidad
superiores, ni una reactividad adicional con otros mutantes.

El rasgo mds destacable de estos estudios es la distinta especificidad que poseen todos los
clones con el panel de mutantes. Esto demuestra la gran complejidad de la respuesta alogénica,
puesto que implicaria que cada clon reconoce un epitopo distinto. Los estudios realizados en
el antigeno HLLA-A2 sugieren una variabilidad similar (61,66). La diversidad observada podria
ser una consecuencia de la existencia de miltiples receptores clonotipicos, distintos
estructuralmente, cuya interaccion con el aloantigeno podria estar mediada por diferentes tipos
de contactos intermoleculares. La estructura de los genes VB de los TCR de 11 de los 21 CTL
analizados es diferente (293), lo que corrobora esta explicacién. Alternativamente, la diversidad
clonal podria estar ocasionada por el reconocimiento de multiples péptidos, unidos a la
molécula de HLA-B27. Ambas posibilidades no son mutuamente excluyentes ya que es
concebible que, en algunos casos, el reconocimiento de HLA-B27 sea independiente de

péptidos. Por otra parte, un complejo MHC/péptido determinado podria ser reconocido por
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miiltiples TCR (294,295).

La complejidad del patrén de reconocimiento de los mutantes y, especiaimente, los efectos
compensatorios observados, son dificilmente explicables sin un modelo cristalogréfico de HLA-
B27; sin embargo, demuestran la sutileza de las interrelaciones entre los residuos polimérficos
en la modulacién del reconocimiento por células T. Los cambios compensatorios indicarian que,
frente a determinados clones, dos moléculas pueden estar menos distanciadas antigénicamente
con dos sustituciones que con una. Esto podria deberse a una recuperacién de la conformacién
del epitopo al introducir un segundo cambio. Una interpretaci6n alternativa a estos resultados
seria la presencia de multiples péptidos unidos 2 B27. Asi, una sustitucién podria modificar la
molécula de tal forma que alterase la unién de determinados péptidos, lo que evitaria el
reconocimiento por parte de los clones correspondientes. Un cambio de un amino4cido en la
secuencia de un péptido es suficiente para evitar su unién a antigenos MHC (154,203).
Probablemente, esto es extrapolable a un cambio en el sitio de unién del antigeno. Sin embargo,
al introducir varios cambios conjuntamente se podria reconstituir la capacidad de unién de
ciertos péptidos. Este tipo de efectos podrian ser los responsables de la reaccién cruzada de
algunos clones con DR2 y B40* (B*4002)(296). Aunque las secuencias de estos antigenos y la
de B27 difieren considerablemente, el sitio de unién del péptido de ambos podria poseer
algunas caracteristicas comunes que permitan la unién del mismo péptido, o de uno semejante
que sea reconocido por el mismo clon. Destaca el hecho de que los clones con este tipo de
reactividad adicional no reconozcan a la mayoria de los mutantes, lo que sugiere que una
combinacién de cambios distinta destruiria la naturaleza del sitio.

El reconocimiento por parte de ciertos clones parece requerir la presencia simultdnea de
todas las sustituciones presentes en un determinado subtipo, alterando cualquier otra
combinacién de estos cambios la configuracién del epitopo. Esto explicaria las aparentes
contradiciones detectadas entre la reactividad de algunos clones, como CTL 2, con mutantes
y subtipos. Sin embargo, puesto que la linea celular en la que se expresan los mutantes y los
subtipos es distinta, no se puede descartar que las diferencias observadas se deban a una
caracteristica propia de la célula diana, como la presencia de un péptido procedente de una
proteina especifica o generado por un procesamiento diferencial.

El efecto heteroclitico detectado sugiere un aumento en la afinidad del reconocimiento de

algunos TCR como consecuencia de los cambios estructurales ocurridos en HLA-B27. Este
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efecto podria ser debido a un mejor acoplamiento, como consecuencia de la mutacion, entre
el determinante antigénico y la estructura encargada de su reconocimiento, al igual que se ha
descrito en el caso de los anticuerpos (148). Otra explicacién posible seria que una determinada
mutacién favoreciera la unién de algin péptido end6geno, de forma que incrementara el
nimero de moléculas presentadoras de dicho péptido en la superficie celular. Esto podria
resultar en un aumento de la avidez del clon por la célula diana, con el consiguiente incremento
de su capacidad litica. En el caso del clon 172 DRF no se puede descartar que el efecto esté
originado por diferencias (cuantitativas y/o cualitativas) en un péptido generado por un
procesamiento diferencial entre la linea celular HMy y la LCL.

La falta de reconocimiento de los subtipos B*2704 y B*2706 por parte de los 20 clones anti-
B*2705 examinados, queda explicada por el hecho de que ninguno de elios reaccione con el
mutante en la posicién 152. No obstante, las otras posiciones que varian en estos subtipos, como
la 77, deben estar contribuyendo de forma importante en el perfil antigénico especifico de estas
moléculas. El residuo 152 posee una gran relevancia en otros antigenos HLA, como A3 (71,72)
o A2 (61,62,66). La extrema importancia de esta posicién podria deberse a su implicacién en
contactos inter-moleculares criticos, cuya alteracién eliminaria el reconocimiento por la mayoria
de los clones. Estos contactos podrian establecerse directamente con TCR o un elemento
constante presente en los posibles péptidos que interaccionen con B27. En este sentido apunta
también la informacién aportada por un estudio realizado en A2 (61), en el que introduciendo
distintos aminodcidos en esta posicién comprueban que todas las sustituciones, incluso las mds
conservativas, tienen efectos substanciales.

Todas las posiciones mutadas son relevantes en el reconocimiento por CTL, aunque el peso
individual de cada una de ellas en la constitucién de los epitopos reconocidos por los distintos
clones es diferente. La transcendencia equivalente que poseen los residuos polimérficos de los
subtipos de B27, exceptuando el 152, contrasta con los estudios de HLA-A2 (61,62) en los que
se aprecia que algunas posiciones, como fa 149, son claramente menos relevantes que otras. La
diferencia puede deberse a que la cadena lateral de este residuo no parece estar dirigida hacia
el interior del sitio de unién del péptido, a pesar de estar situado en una de las hélices a que
lo componen. La comparacién con los modelos tridimensionales sugiere que todos los residuos
mutados en B27 estarian orientados hacia este sitio, aunque la disposicién de las cadenas

laterales podria variar de unos antigenos HLA a otros. Sin embargo, el hecho de que todos
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ellos afecten al reconocimiento por CTL, y lo hagan de un modo semejante, apoya que esta sea,
realmente, la orientacién correcta. El efecto global andlogo de todas las sustituciones sugiere
que el perfil antigénico especifico de cada subtipo de B27 no depende de un residuo concreto,
sino de la particular combinacién de cambios de cada uno de ellos.

Los datos relativos al efecto diferencial de los dos mutantes generados en posicién 77
concuerdan con los obtenidos en un estudio realizado en HLA-A2 (61), tras introducir distintos
amino4cidos en varias posiciones de la molécula. Estos resultados, junto con las diferentes
alteraciones sufridas por muchos clones al mutar posiciones préximas, revelan la precisién de
los requerimientos estereoquimicos de los epitopos reconocidos por CTL. Aunque no se conoce
la orientacion exacta de las cadenas laterales de los residuos sustituidos, éstos parecen hallarse
en €l mismo plano de la hélice a, ya que la distancia entre ellos es aproximidamente
equivalente a la de una vuelta de hélice, que comprenderia 3,6 residuos, y relacionaria los
residuos i e i+3 6 i+4. El hecho de que cada una de estas posiciones préximas llegue a ejercer
efectos opuestos en los diferentes clones, sugiere que las alteraciones inducidas por una
mutacién dada son debidas a una disrupcién de contactos intermoleculares especificos, mas
que a una distorsion de la conformacién local de fa molécuia de HLA.

El patrén de reactividad del CTL 64.8P, generado por estimulacién con B*2704, con los
subtipos sugiere que el epitopo reconocido por este clon es independiente del extremo de la
molécula en el que se encuentran los residuos 77 y 152 (123). Los datos con los mutantes
concuerdan con esta interpretacién, puesto que el Gnico cambio que ejerce un efecto dréstico
en su reactividad es el residuo 63, situado en el lado opuesto del sitio.

El hecho de que posiciones situadas en los dos extremos del sitio puedan influir en el
reconocimiento por CTL, sugiere que los epitopos reconocidos podrian incluir dicho sitio en
su totalidad, lo que concordaria con los modelos hipotéticos de unién del TCR a los antigenos
de clase I (147,149,150). Las dimensiones del epitopo serian entonces, al menos similares a las
del sitio, esto es, aproximidamente 25Ax10A (41,43). Estas dimensiones son menores que las
descritas para los epitopos reconocidos por anticuerpos que pueden ser hasta de 750 A? (148).
Sin embargo, en algunos casos los residuos cruciales de ciertos epitopos no parecen estar
distribuidos a lo largo de todo el sitio, sugiriendo la existencia de diversidad topografica en los
epitopos reconocidos por CTL. Asi, la simetria propuesta por algunos modelos (147,149,150)

no tendria porqué mantenerse siempre, existiendo cierta diversidad en la posicién del TCR con
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respecto al sitio de uni6én de] péptido en los antigenos HLA de Clase I. Por otra parte, si el
alorreconocimiento viniera mediado por la unién de péptidos, se podria mantenter la simetria,
difieriendo los epitopos en la distribucién espacial de los residuos que influyen su unidn.

Los efectos descritos anteriormente ilustran la importancia de todas las posiciones estudiadas
en el reconocimiento del antigeno HLA-B27 por CTL alégenicos. Ademds, demuestran que la
modulacién del reconocimiento por la célula T se lleva a cabo por una compleja interrelacién
entre cada posicién polimérfica y su entorno molecular. Probablemente se podria atribuir la
misma importancia a otras muchas posiciones que constituyen el sitio de unién del péptido;

sin embargo, por el momento no disponemos de datos para afirmarlo.

4.5. CONSERVACION Y ALTERACION DE LOS EPITOPOS RECONOCIDOS POR CTL
ANTI-HLA B27 EN CELULAS MURINAS

Con el fin de determinar la existencia de alteraciones en los epitopos reconocidos por CTL,
tras la expresién de HLA-B27 en células murinas, realizamos un andlisis comparativo de la
reactividad de 5 clones de CTL, especificos de este antigeno, frente a un panel de mutantes

transfectados en células humanas y murinas.

4.5.1. Reconocimiento de HLA-B27 por CTL alorreactivos en c€lulas humanas y murinas

Los mutantes de B27 se transfectaron en la linea humana HMy2CIR y en la murina
P815.HTR. En el caso de las células de ratdn, se cotransfectd cada uno de los genes mutantes
junto con el gen de la B,m humana. Tras seleccionar poblaciones con un nivel de expresién
semejante (Fig.45 y 48), se compard su reactividad con cinco clones de CTL anti-B27. En
primer lugar, se examind la capacidad litica de los clones frente a los transfectantes humano
y murino que expresaban el subtipo B*2705 (Fig. 49A-E), observandose que los clones CTL
64.8P, 212DRD y 5A2 presentaban un comportamiento similar frente a ambos, mientras que
los clones CTI. 202DRD y GM?7 lisaban con mds eficiencia al humano. Posteriormente se
determind, mediante ensayos de competién con dianas frias, la avidez relativa de los clones
frente a células de las dos especies (Fig. 49F-I). La lisis del transfectante HMy2. CIR-B*2705
por los CTL 64.8P, 212DRD y CTL 202DRD se afect6 de forma similar por la presencia de
dianas frias B*2705+ humanas o de rat6n. Este dato indicaba que estos tres clones reconocian
a los dos transfectantes con una eficiencia similar, incluso en el caso del clon 202DRD que

mostraba una menor citotoxicidad de las células de rat6n. Sin embargo, la capacidad litica del



H~-B*2T05

Pais P-B8°27T06

[
A

NUMERO DE CELULAS

P-NT7180

P-NTTAB1|

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

Figura 48. Expresién de las moléculas de B27 mutadas en los transfectantes en la linea murina
P815, tras incubacion con el Acm MEL. El pico de fluorescencia negativo se midi6 en cada
experimento, por incubacién de las células con el segundo anticuerpo fluoresceinado,
GUnicamente. Los paneles superiores representan la fluorescencia de la linea P815 transfectada
con el plésmido de resistencia pSV2neo y del transfectante HMy2.CIR-B*2705, para su
comparacién. También se muestra la expresién de las células P815 sin transfectar y de los
transfectantes B*2705+ y B*2702+. Se realizé un andlisis similar incubando con un Acm anti-
8,m humana (BBM.1) para determinar la expresién de estd molécula en los transfectantes
murinos. Los picos de flucrescencia erdn comparables a los obtendios con el Acm ME1.
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Figura 49. A-E) Citotoxicidad especifica de 5 clones de CTL anti-B27 frente a los transfectantes HMy2.CIR-B*2705 y P815-B*2705. Los resultados
representan la media de, al menos, tres experimentos independientes. La lisis de las células no transfectada fue inferior al 7% a la relacion E:D
de 2:1. F-1) Experimentos de competicién de la lisis del transfectante HMy2.CIR-B*2705 con dianas frias, humanas y murinas, que expresaban
B*2705. La relacion efector:diana caliente fue de 1:1, representande los resultados la media de, al menos, dos experimentos independientes, con
excepcion del CTL 202DRD (H) con el que s6lo se pudo realizar un experimento. La lisis de fas células diana en ausencia de competidoras frias
fue: 65% (F), 38% (G), 52% (H), 86% (1) y 66% (J).
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clon GM7 frente al transfectante humano no se inhibié por las células murinas, lo que
confirmaba el resultado obtenido en citotoxidad directa. Por el contrario, se observé una
inhibicién ligeramente superior de la citotoxicidad del clon 5A2 por el transfectante murino que
por el humano.
La citotoxicidad de cuatro de los clones frente a los dos tipos de transfectantes se bloque6
por Acm anti-CD8. Sin embargo, la lisis por CTL 5A2 sélo se inhibi6 por este Acm en el caso

de las células murinas.

4.5.2. Conservacion de los epitopos reconocidos por CTL aloespecificos, tras la expresion de
HLA-B27 en células murinas

Posteriormente, se realizaron una serie de ensayos en paralelo, comparando el patrén de
reactividad de los cinco clones frente a los diferentes mutantes, expresados en células humanas
y murinas, La citotoxicidad de CTL 212DRD frente a las dos series de transfectantes fue
idéntica, con excepcidn del mutante 180 (Fig. S0A-C). En este caso, la lisis de 180 era similar
a la de B*2705 en células murinas, mientras que en células humanas la citotoxicidad relativa
del mutante, respecto de B*2705, se reducia en un 50% a las tres relaciones efector:diana
analizadas. Sin embargo, en experimentos de competicién fria, 80 y B*2705 tenian una
capacidad inhibitoria idéntica independientemente de la linea celular en el que estuvieran
expresados (Fig. 50D-E). Esto sugeria que, a pesar de las diferencias observadas en
citotoxicidad directa, la reactividad del clon no se alteraba significativamente por la expresién
del mutante en células de ratdn.

CTL 202DRD lisaba con mayor eficiencia a los transfectantes humanos que a los murinos,
pero la citotoxicidad relativa de los mutantes era semejante en ambas lineas celulares (Fig. 51A-
C). En el caso del mutante I80 se observé una situacidn similar a la de CTL 212DRD, en
cuanto a que la lisis del transfectante humano era menor pero la diferencia no se sustentaba
en ensayos de competicién.

CTL GMT7 tenia una eficiencia litica superior frente a dianas humanas; sin embargo, el
patrén de reactividad se mantenia en los transfectantes de las dos especies, con excepcién del
mutante Y74 (Fig. 52A-C). Este clon lisaba con la misma eficiencia a Y74 y a B*2705, cuando
estaban expresados en la linea HMy2.CIR, pero no lisaba al mutante en la linea P815. No
obstante, los ensayos de competicién mostraron una incapacidad del transfectante HMy2.CIR-

Y74 para bloquear la citotoxicidad de B*2705, expresado en la misma linea celular (Fig. 52D
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Figura 50. A-C) Citotoxicidad de los transfectantes P815y HMy2.CIR, expresando las distintas
moléculas B27, por CTL 212DRD. Los resultados representan medias de, al menos, tres
experimentos independientes. La lisis de las lineas P815 y HMy2.CIR sin transfectar fue 4%
y 2%, respectivamente, a la relacién E:D de 2:1. D y E) Experimentos de competicién de la
lisis de los transfectantes HMy2.CIR-B*2705 (D) y P815-B*2705 (E), con dianas frias que
expresaban B*2705 o el mutante 180 en el mismo tipo celular, o con células sin transfectar. Los
ensayos se realizaron a la relacién efector:diana caliente de 1:1, representando los resultados
medias de dos experimentos independientes. La lisis de las células diana en ausencia de
competidor fue de 38% (D) y 47% (E).
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Figura 51. A-C) Citotoxicidad de los transfectantes P815 y HMy2.CIR, expresando las distintas moléculas B27, por CTL 202DRD. Los resultados
representan medias de, al menos, dos experimentos independientes, con excepcién de P815-Y74N77 y P815-E152 en que sélo se pudo realizar un
experimento. La lisis de las lineas P815 y HMy2.CIR sin transfectar fue 1% y 2%, respectivamente.
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y F). Ademds, dicho transfectante inhibia su propia lisis con menor intensidad que Hmy2.CIR-
B*2705 (Fig. 52E). Estos resultados indicaban un decrecimiento de la avidez dej clon frente al
transfectante Y74 en comparacién con B*2705. Esta disminucién de la avidez no era suficiente
para alterar la lisis del transfectante humano pero si la del murino.

La reactividad de CTL. 64.8P frente a las dos series de transfectantes era comparable, salvo
en el caso de Y74N77 (Fig. 53A-C). La citotoxicidad de este mutante era similar a la de B*2705
en células humanas, pero cuando se expresaba en células murinas su lisis se reducia
considerablemente. Los experimentos de competicién corroboraban estas diferencias (Fig. 53D-
F) puesto que en células humanas, el mutante inhibia ligeramente menos que B*2705 la lisis
del transfectate HMy2.CIR-B*2705 y de Ia misma forma la de HMy2.CIR-Y74N77 (Fig. 53D
y E). Sin embargo, en células murinas la situacién era diferente, no observandose inhibicion de
Ia citotoxicidad de P815-B*2705 por el mutante (Fig. 53F). Estos datos sugieren que la avidez
relativa del clon, respecto de B*2705, frente al mutante Y74N77 es distinta en células humanas
y murinas.

Estos resultados son compatibles con que cuatro de los clones exhiban un patrén de

reactividad equivalente frente a los transfectantes de ambas especies (ver discusién).

4.5.3. Alteracién de la especificidad fina del CTL 5A2 frente a HLA-B27 expresado en células
murinas

La citotoxicidad del CTL SA2 frente a las dos series de transfectantes seguia tres patrones
distintos (Fig. 54): 1) los mutantes Y74N77 y N77180, transfectados en células humanas, no eran
reconocidos por el clon, mientras que cuando se expresaban en células murinas eran
reconocidos eficientemente; 2) la lisis relativa, respecto de B*2705, de los transfectantes
humanos N63, Y74, S77, 180 y N77A81 disminuia considerablemente, pero no se alteraba
cuando estos mutantes se hallaban en células de ratén; 3) La eficiencia litica del clon frente a
B*2705, B*2702, N77 y E152 era similar en células de las dos especies.

Las diferencias de citotoxicidad del mutante Y74N77 se examinaron en detalle, mediante
experimentos de competicién con dianas frias (Fig. 55A-F). En el caso de los transfectantes
murines, el mutante inhibia la lisis, tanto de B*2705 (Fig. 55A) como de si mismo (Fig. 55B),
aunque con menos eficiencia que el transfectante que expresaba B*2705. Sin embargo,
HMy2.CIR-Y74N77 no inhibia la citotoxicidad de HMy2.CIR-B*2705 (Fig. 55C). Ademas, el

mutante expresado en células humanas no impedia la lisis de los transfectantes murinos B*2705
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Figura 52. A-C) Citotoxicidad de los transfectantes P815 y HMy2.CIR, expresando las distintas
moléculas B27, por CTL GM?7. Los resultados representan medias de, al menos, dos
experimentos independientes. La lisis de las lineas P815 y HMy2.CIR sin transfectar fue 6%
y 4%, respectivamente. D y E) Experimentos de competicién de la lisis de los transfectantes
HMy2.CIR-B*2705 (D), HMy2.CIR-Y74 (E) y P815-B*2705 (F), con dianas frias que
expresaban B*2705 o el mutante Y74 en el mismo tipo celular, o con células sin transfectar.
Los ensayos se realizaron a Ja relacion efector:diana caliente de 1:1, representando los
resultados medias de dos experimentos independientes. La lisis de las células diana en ausencia
de competidor fue de 83% (D), 70% (E) y 37% (F).
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Figura 53. A-C) Citotoxicidad de los transfectantes P15 y HMy2.CIR, expresando las distintas
moléculas B27, por CTL 64.8P. Los resultados representan medias de, al menos, tres
experimentos independientes. La lisis de las lineas P815 y HMy2.CIR sin transfectar fue 5%
y 4%, respectivamente. D y E) Experimentos de competicidn de la lisis de los transfectantes
HMy2.CIR-B*2705 (D), HMy2.CIR-Y74N77 (E) y P815-B*2705 (F), con dianas frias que
expresaban B*2705 o el mutante Y74N77 en el mismo tipo celular, o con células sin
transfectar. Los ensayos se realizaron a la relacion efector:diana caliente de 1:1, representando
los resultados medias de dos experimentos independientes. La lisis de las células diana en
ausencia de competidor fue de 74% (D), 749 (E) vy 3539 (F).
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y Y74N77 (Fig 55D y E), mientras que P815-Y74N77 bloqueaba significativamente la
citotoxidad de HMy2.CIR-B*2705 (Fig. 55F). El mutante N77I80 mostraba un comportamiento
idéntico al de Y74N77. Estos resultados indican que estas mutaciones eliminan el
reconocimiento de B27 por el clon 5A2 cuando se expresa en células humanas, pero apenas
afectan su reconocimiento en células de ratén.

I.os mutantes N63 e Y74 se comportaban de forma similar en ensayos de competicién, tanto
en células humanas como murinas (Fig. 55G-J). Los mutantes inhibian significativamente la
citotoxicidad de las dianas calientes que expresaban B*2705 (Fig. 55G y H), aunque su
capacidad inhibitoria, sobre todo la de Y74, era inferior a la de B*2705. Ademas, Y74 inhibia
algo menos que B*2705 su propia lisis, sobre todo en células humanas (Fig. 551 y J). Estos
resultados indican un decrecimiento de la avidez del CTL 5A2 frente a estos mutantes, al
menos en ¢l caso del Y74. Contrariamente a lo que ocurria en otras ocasiones, la disminucién
de la avidez no alteraba la citotoxicidad de los transfectantes murinos, pero resultaba en una

menor eficiencia litica de las humanas.

4.5.4. Discusion

El andlisis de la reactividad de mutantes de HLA-B27 con clones de CTL alorreactivos,
especificos de este antigeno, mostré la gran diversidad de epitopos reconocidos por dichos
CTL. Ello sugeria la presencia de una gran variedad de péptidos unidos a HLA-B27. Sélo una
fraccién de los clones de CTL anti-B27 pueden lisar células P815 transfectadas con el gen que
codifica este antigeno. En este estudio se compard la estructura de los epitopos reconocidos
por 5 de estos clones cuando B27 estaba expresado en células humanas o murinas. Para ello
se analizé la reactividad de los clones con un panel de mutantes transfectados en células de las
dos especies. Los dos tipos de ensayos que se llevaron a cabo, citotoxicidad directa y ensayos
de competicion fria, nos proporcionaron una informacién complementaria. El primero depende
de la integridad y del nivel de expresién del determinante antigénico correspondiente, asi como
de la presencia de ligandos para las moléculas de adhesién de 1z célula T. El segundo nos da
una idea de la avidez relativa de la interaccién del clon con las células diana implicadas en la
competicién.

La reactividad de los clones CTL 212DRD, 202DRD, GM7 y 64.8P con las dos series de

transfectantes no diferfa significativamente, aunque en algunos casos la citotoxicidad de las
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Figura 55. Experimentos de inhibicién con dianas frias de la lisis por CTL 5A2. A-C)
Inhibicién de la lisis de los transfectantes P815-B*2705 (A), P815-Y74N77 (B) y HMy2.CIR-
B*2705 (C), con dianas frias que expresaban B*2705 o el mutante Y74N77 en el mismo tipo
celular. D-F) Inhibicién de la lisis de los transfectantes especificados en cada panel por el
mutante Y74N77 expresado en células humanas y murinas. G-H) Inhibicién de la lisis de los
transfectantes HMy2.CIR-B*2705 (G} y P815-B*2705 (H), con dianas frias que expresaban
B*2705 o los mutantes N63 e Y74 en el mismo tipo celular. [-J) Inhibicién de la lisis de
HMy2.CIR-Y74 (1) y P815.Y74 (1), con dianas frias que expresaban B*2705 o el mutante Y74
en el mismo tipo celular. Como control negativo, se inciuyé en todos los experimentos la
inhibici6n por dianas frias sin transfectar. Los ensayos se realizaron a la relacién efector:diana
caliente de 1:1, representando los resultados medias de dos a cuatro experimentos
independientes, excepto en I en que sélo se pudo realizar un experimento. La lisis de las
células diana en ausencia de competidor fue de 39% (A), 44% (B), 69% (C), 83% (D), 48%
(E), 58% (F), 78% (G), 44% (H), 51% (1) y 58% (J).
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dianas murinas era inferior. La lisis de un determinado mutante con una eficiencia equivalente
era una evidencia de que el efecto provocado por esa mutacién en la estructura del epitopo era
semejante en los dos tipos celulares.

La disminucién de la capacidad litica de los clones CTL 64.8P y GM?7 frente a los
transfectantes murinos Y74N77 e Y74, respectivamente, pero no frente a los humanos, podria
explicarse por una menor eficiencia en la interaccién de las moléculas de adhesion de las dos
especies. La ausencia de un ligando de LFA-3 y de los ligandos naturales de LFA-1 humano en
las células murinas, provocaria una mayor contribucién del TCR y de CD8 a la avidez de la
interaccién. De esta forma, un cambio sutil en la afinidad del TCR, inducido por una mutacién,
podria no tener ningan efecto en la avidez global en el caso de las células humanas, pero podria
afectar significativaménte la lisis de las dianas murinas. Esta explicacién podria ser vélida para
explicar la reactividad del CTL 64.8P con el mutante Y74N77, aunque no se puede descartar
que este comportamiento refleje un ligero cambio en la especificidad fina de este clon por B27,
dependiendo del tipo celular en el que se exprese. Del mismo modo, las discrepancias
observadas en la lisis de los transfectantes P815-Y74 y HMy2.CIR-Y74 por el CTL GM7,
podrian deberse a diferencias en la contribucién relativa del TCR a la avidez, dependiendo de
si el CTL interacciona con células humanas o murinas. El hecho de que este clon lise con menor
eficiencia a las dianas murinas en general, apoya esta interpretacién. Sin embargo, es
sorprendente que la gran disminucidn en la avidez inducida por la mutacién Y74 (Fig. 52D) no
afecte la capacidad litica del clon hacia el transfectante humano. Una hip6tesis para explicar
este resultado es que la disminucién de la afinidad del CTL GM7 por Y74, aunque es
insuficiente para alterar su lisis, podria impedir la activacién de LFA-1, inducida por el TCR
(227). Hay una heterogeneidad en la sensibilidad de distintos clones de CTL a la inhibicién de
su lisis por Acm anti-LFA-1 (257). LFA-1 no es imprescindible para la activacién del CTL
(297), y algunas veces no es critico para la citotoxicidad. Ademds, la induccién de LFA-1
observada (227), estaba promovida por Acm anti-CD3, cuya afinidad de uni6n al complejo
TCR/CD3 es superior a la de unidn del antigeno especifico al TCR. No existe una informacién
muy detallada acerca de la activacién de LFA-1 por antigeno especifico y de su modulacién por
diferencias de afinidad. No obstante, el grado de entrecruzamiento del TCR, que en el caso de

la induccién por antigeno especifico podria estar influido por la afinidad, regula la activacién

de LFA-1 (227).
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Asi, el patrén de reactividad del clon GM7 con los mutantes puede explicarse por efectos
diferenciales de los cambios de afinidad en la citotoxicidad y en la avidez global. Aunque las
diferencias de avidez entre células humanas y murinas podrian dar cuenta de la menor
eficiencia litica de este clon hacia B*2705, cuando se expresa en la linea P815, una explicacitn
alternativa es que el determinante reconocido por el clon, aungque permanezca inalterado,
podria expresarse en menor proporcién en las células murinas. Ello podria deberse a una
menor expresion en las células de ratén del péptido involucrado en el determinante.

La situacién con CTL 5A2 era diferente, ya que la eficiencia litica de este clon frente a las
células murinas era generalmente superior que frente a las humanas. En algunos mutantes,
como el Y74 y N63, las diferencias observadas eran cuantitativas y podrian explicarse por un
efecto mas drastico de la mutacién cuando la molécula de B27 se expresaba en células humanas.
A pesar de la reducida citotoxicidad del clon frente a los transfectantes humanos, estos se
comportaban de forma comparable a los murinos en ensayos de competicién fria. Ello se debia
probablemente a una mayor contribucién de las moléculas de adhesién a la avidez global de la
interacci6n en el caso de las células humanas. Estos resultados podrian implicar un cambio en
la especificidad fina del CTL SA2 frente a HLA-B27, dependiendo del tipo celular en el que
se exprese esta molécula. Una interpretacién alternativa es que el determinante reconocido por
el CTL 5A2 se halle en mayor proporcién en las céiulas de ratén. Asi, el efecto negativo
inducido por la mutacién en la afinidad del TCR podria afectar a ia lisis en las células humanas,
pero en las murinas se compensaria por una mayor expresién del determinante. Esto podria
significar que un mayor nimero de sitios de unién para el TCR incrementaria su avidez.

Las diferencias en el nivel de expresién del epitopo no serian suficientes para explicar la
falta de reactividad de CTL 5A2 con los mutantes Y74N77 y N77180 cuando estin expresados
en células humanas. Ademds, la incapacidad de estos transfectantes humanos para inhibir la
citotoxicidad de los transfectantes murinos correspondientes es dificil de explicar por diferencias
cuantitativas en la expresion del determinante. Este resultado podria implicar un aumento en
la avidez del TCR frente a la dianas murinas que compensara la contribucién de las
interacciones CD2/LFA-3 y LFA-1/ICAM-1 entre el CTL y las dianas humanas competidoras.

Otra explicacién seria que la falta de reconocimiento del antigeno en la diana humana
eliminara €l incremento de la avidez de LFA-1y CD8 inducida por el TCR (227,241). Asi, el
comportamiento de CTL 5A2 con los mutantes Y74N77 y N77I80 debe estar refiejando un
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cambio en la especificidad fina, lo que implicaria que el determinante antigénico reconocido
por el clon en células murinas es estructuralmente distinto del que presentan las células
humanas.

Esta alteraci6n en la estructura y en el nivel de expresién del determinante ocurriria como
consecuencia de la transfeccién de HLA-B27 en las células de ratén. Esta interpretacién es
incompatible con el reconocimiento exclusivo de la molécula HLA-B27 por CTL 5A2 y sugiere
la presencia de un péptido estructuralmente distinto asociado con HLA-B27 en células humanas
y murinas. Ademds, el péptido podria expresarse en mayor proporcién en la superficie de las
células de ratén. Esto podria estar ocasionado por un aumento de la sintesis y/o por un
procesamiento diferencial de la proteina de la que deriva el péptido en la célula murina.
También, podria deberse a un aumento de la afinidad de unién del péptido a B27. Las
diferencias estructurales entre el péptido presente en células humanas y murinas deben ser
suficientemente pequefias para que haya reactividad del CTL con los dos tipos de células.
Probablemente, este es el motivo de que s6lo se haya observado una eliminacién de la
reactividad en dos mutantes. No sabemos ctial puede ser este péptido pero podria proceder
de cualquier proteina, sintetizada en los dos tipos celulares, que presentara diferencias
estructurales como resultado, por ejemplo, de la divergencia filogenética de proteinas homélogas
en ambas especies.

La conclusi6n final a la que conduce este andlisis de la especificidad fina de clones de CTL
anti-B27 que reconocen transfectantes murinos es que, en la mayoria de los casos, el epitopo
aloespecifico no se altera tras la expresién de B27 en células murinas. La disminuida eficiencia
litica observada en algunos casos, como en el CTL GM7, puede ser el resuitado de una menor
avidez mds que de una alteracidn estructural del epitopo correspondiente. No obstante, en
algunos clones, como el CTL 5A2, existen alteraciones en la especificidad fina de
reconocimiento del aloantigeno expresado en células murinas, lo que probablemente refleja un
cambio en la estructura del epitopo mediado por un péptido. No obstante, no sabemos si la
falta de reactividad con los transfectantes murinos, observada en una alta proporci6n de clones

de CTL anti-B27, se debe a alteraciones estructurales de los epitopos o simplemente a una

menor avidez de interaccidn.
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5. SUMARIO Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta Tesis, mediante el anélisis de la reactividad del antisuero
anti-péptido 63-84 y los ensayos de citotoxicidad de CTL alorreactivos anti-B27 con diversos
mutantes de este antigeno, resaltan la importancia del segmento 74-81 en las caracteristicas
funcionales de HLA-B27. Todos los subtipos de este antigeno, con excepcién de B*2703,
presentan sustituciones en este segmento, variando siempre en la posicién 77. La respuesta
generada contra el péptido 63-84 se centraria en este residuo principalmente, puesto que
ninguno de los subtipos con cambios en esta posicién son reconocidos por el antisuero. El
residuo 77 también formaria parte del determinante reconocido por el Acm B27M2. Ademis,
otros residuos del segmento 74-81 contribuyen a los determinantes reconocidos por algunos
aloantisueros y Acm capaces de distinguir los distintos subtipos. La reactividad def Acm ME1
no se altera por las sustituciones de los subtipos, a pesar de que posiciones préximas al
segmento 74-81 estdn implicadas en el determinante reconocido por este Acm (52,119). Las
sustituciones fuera de este segmento serian menos relevantes para la aloespecificidad seroldgica
de HLA-B27. No obstante, el Acm p56.1 no reconoce a los subtipos que varian en la posicién
152 y algunos aloantisueros, como el KC-MJA, no reconocen al subtipo B*2703, con un Gnico
cambio en posicién 59 (109). Sin embargo, la mayor parte de los antisueros anti-B27 no
diferencian a los subtipos, lo que indica que reconocerian determinantes fuera de la regién 74-
81.

El residuo 77 es de suma importancia para el reconocimiento por CTL, aunque los ensayos
con mutantes han mostrado que su contribucidn individual no seria mayor que la del resto de
las posiciones polimérficas de los subtipos. El residuo 152 seria absolutamente critico, ya que
la reactividad de los 20 clones analizados, generados por estimulacién con B*2705, se altera por
un cambio individual en esta posicién. Por comparacién con la estructura tridimensional de los
antigenos HLA-A2 y Aw68, todas las sustituciones de los subtipos de B27 se hayan orientadas
hacia el sitio de reconocimiento del antigeno (41,42). Nuestros resultados contrastan con los
obtenidos en el andlisis de mutantes de HLLA-A2, en el que no todas las sustituciones
individuales que apuntan hacia el interior del sitio ejercen efectos similares (66). Ademds, la
posicién 152 tendria una contribucién importante en el reconocimiento por CTL, pero su
sustitucién no serfa tan drédstica como en el caso de B27 (61,62,66). No obstante, la importancia

de residuos en el reconocimiento por CTL podria estar influida en cierta medida por el
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conjunto particular de clones estudiados. No se puede descartar que algunas de las
caracteristicas de los clones de CTL anti-B27 fueran diferentes si estos se hubieran obtenido
por estimulacién de otros respondedores que expresaran un haplotipo HLA completamente
distinto. Los estudios en HLA-A2 (61,62,66) y en los mutantes murinos de H-2 (65) han
mostrado que, generalmente, los residuos que intervienen en los epitopos serolégicos y de CTL
son distintos. En HLA-A2 se ha observado una contribucién mayor de los residuos orientados
hacia el interior del sitio en el reconocimiento por CTL, mientras que los expuestos hacia el
solvente participarian en el reconocimiento por anticuerpos. Sin embargo, en HLA-B27 los
residuos 74, 77 y 81 no estén orientados hacia el exterior y son relevantes, especialmente el 77,
tanto para el reconocimiento serolégico como para el reconocimiento por CTL. No obstante,
no se puede descartar que algunos residuos no participen directamente en los determinantes
serolégicos, alterando su sustitucion la disposicién de las cadenas laterales de residuos préximos.
La presencia en B*2705 (y B*2703) de tres residuos icidos préximos, 74, 76 y 77, cuya
combinacién no se encuentra en ningtn otro antigeno HLA (50), podria provocar una repulsién
de sus cadenas laterales, resultando en una mayor accesibilidad del residuo 77 para el
reconocimiento directo por el anticuerpo. Alternativamente, la pérdida de una carga negativa,
por sustitucion del residuo 77, podria destruir las caracteristicas estructurales necesarias para
el reconocimiento por anticuerpos.

Los resultados obtenidos en el andlisis de la reactividad de CTL con mutantes de B27 han
mostrado la gran diversidad de epitopos que son reconocidos por CTL alogénicos. Esto, unido
a la gran complejidad de dichos epitopos, a la presencia de efectos compensatorios y
heterocliticos y a la orientacién de estas posiciones hacia el sitio de unién del antigeno, sugiere
que los epitopos reconocidos por CTL involucran una gran variedad de péptidos unidos al
aloantigeno. El andlisis de los genes VB del TCR de 11 de los clones incluidos en nuestros
ensayos apoya esta hipdtesis, ya que mostré que la mayor parte de la variabilidad se
concentraba en las regiones de unién V-D-J (293). Los modelos de reconocimiento del complejo
MHC/péptido por el TCR propuestos sugieren que estas regiones de unién estarfan implicadas
principalmente en la interacci6n con péptidos antigénicos (147,149,150).

Con el fin de determinar la contribucién de péptidos end6genos en los epitopos reconocidos
por los CTL alorreactivos anti-B27, analizamos el patrén de reactividad de 5 de estos clones con

la serie de mutantes transfectados en células murinas y humanas. Los péptidos endégenos
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unidos al aloantigeno podrian proceder de cualquier proteina como consecuencia del
metabolismo celular. La mayoria de las proteinas, incluso las que no son polimdérficas
presentarian cambios estructurales debido a la divergencia filogenética. Asi, es esperable que
algunos de los péptidos presentados sean distintos. Ademads, distintas lineas celulares podrian
diferir en los mecanismos de procesamiento. La utilizacién de una serie de moléculas,
estrechamente relacionadas, que sélo difieren en una o dos posiciones, constituye un sistema
sensible para la deteccién de cualquier alteracién en la unién de un posible péptido. Los
resultados obtenidos mostraron el comportamiento diferencial de uno de los clones frente a los
dos tipos de transfectantes, sugiriendo fuertemente la presencia de un péptido distinto en
ambos. Esto indica que, al menos, algunos de los clones alorreactivos anti-B27 implicarian el
reconocimiento de péptidos. Sin embargo, no se detectaron diferencias en la reactividad de 4
de los clones que pudieran interpretarse como un cambio en la especificidad del clon. Esto
podria indicar que el péptido implicado en los dos tipos celulares es idéntico, pero también
podria deberse a que los epitopos reconocidos por estos clones fueran independientes de un
péptido, de forma que el clon reconoceria fundamentalemente cambios estructurales en la
molécula de B27. No tenemos datos para discernir entre estas dos posibilidades, aunque la
primera posibilidad seria més probable, dado que parece necesaria la asociacién entre las
moléculas de Clase I y péptidos para el ensambleje correcto, la expresién en la superficie
celular y la estabilidad de estos antigenos (187,190). No obstante, se ha descrito que una
pequeia proporcién de antigenos de Clase I podrian expresarse sin haber unido un péptido,
y que estas moléculas "vacias" serian reconocidas en algunas ocasiones por CTL alorreactivos
(298). Ademds, Elliot y Eisen (191) han descrito que la cadena pesada de antigenos de Clase
Iy la B,m, separadas por filtracién en gel, podrian asociarse sin la presencia de un péptido,
siendo reconocidos los complejos resultantes por determinados CTL alogénicos.

La funcién fisiolégica de los antigenos MHC es el reconocimiento restringido y no el
alogénico. Los resultados obtenidos del anélists de la reactividad de los clones con mutantes,
asi como el patrén de reactividad diferencial del CTL 5A2 con células humanas y murinas,
sugieren que €l reconocimiento alogénico involucraria péptidos unidos a B27, y apoyaria el que
el reconocimiento alogénico y el restringido tuvieran una base molecular andloga. El
reconocimiento alogénico reflejaria la capacidad de los antigenos MHC para unir péptidos

propios, lo que serfa de vital importancia en los procesos de seleccién del repertorio de células
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T en el timo, asi como en los mecanismos de deteccion y eliminacién de células que expresan
proteinas propias modificadas como consecuencia de transformaciones tumorales.

El andlisis comparativo de la reactividad de CTL monocionales anti-B27 con células murinas
y humanas indicaba que, entre los clones de especificidad semejante con los subtipos, el factor
determinante de la lisis de transfectantes murinos HLA-B27+ era la avidez de la interacci6n
entre el CTL y la célula diana. Ademd4s, habfa una mayor contribucién de CD8 cuando la diana
era murina. Esto sugeria que la interaccién entre CTL y células de ratén seria mas dependiente
de CD8 y de la afinidad del TCR debido a las barreras entre las moléculas de adhesion de las
dos especies. El andlisis posterior de la reactividad de los clones 26 y 29 frente a mutantes
mostré que, si bien su reactividad con subtipos era similar, posefan una especificidad fina
diferente. Esto sugiere que en algunos casos las diferencias de avidez observadas entre clones
de especificidad semejante podrian reflejar cambios en la afinidad intrinseca del receptor por
su ligando, quizds ocasionadas por que los clones reconocen péptidos distintos. Asi, la
reactividad de los clones cuyo TCR tuviera menor afinidad por el ligando se veria més afectada
por las posibles diferencias en los péptidos presentados por las células murinas respecto de las
humanas. Esta explicacién es compatible con los datos existentes en la literatura que muestran
que, en condiciones en las que la densidad de MHC, TCR y moléculas de adhesién permanece
constante, la susceptibilidad a la inhibicién de la citotoxicidad por Acm anti-CD8 seria
dependiente de la concentracién y de la estructura primaria del péptido presentado. Ello sugiere
una mayor contribucién de CD8 a la interaccion CTL/diana cuando la afinidad del TCR por
el complejo MHC/antigeno es baja (240). Gran parte de los clones anti-B27 no reconocen a
esta molécula en la superficie de las células murinas. Esto podria deberse a que algunos clones
reconocieran péptidos presentes en las células humanas, pero no en las murinas, o a que los
péptidos presentados por ambas especies fueran considerablemente distintos. No obstante, no
se puede descartar que esta falta de reconocimiento se deba a una interaccién menos eficiente
entre las moléculas de adhesion de distintas especies, al menos en algunos casos.

Los resultados obtenidos de la caracterizacién estructural de los subtipos de B27 y de los
mutantes de este antigeno han mostrado que cualquier sustituci6n en las posiciones polimérficas
de B27 altera las caracteristicas funcionales de este antigeno. Esto sugiere que la combinacién
particular de sustituciones que presenta cada uno de los subtipos podria ser susceptible de

seleccién por representar una ventaja selectiva frente a ciertos patégenos. Los datos existentes
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de secuencia de antigenos MHC de distintas especies apoyan un modelo de evolucién
transespecie (84,90,91). Aunque una gran proporcién de antigenos MHC se hayan heredado de
especies antecesoras, no es esperable que todas ellas estén sometidas a los mismos patégenos
o puedan hacer frente a todos ellos con el mismo grupo de moléculas. La evolucién de los
antigenos MHC tendria que ser un proceso dindmico que se adaptara constantemente a los
continuos cambios de los patégenos. Por tanto, la funcién de estas moléculas las hace més
susceptibles que otras proteinas polimdrficas a la accién de mecanismos de seleccién, lo que
podria explicar el polimorfismo especial que presentan. Esto parece apoyado por un predominio
de mutaciones de reemplazamiento sobre silenciosas en los dominios e, y a,, particularmente
en el sitio de unién del péptido. El hecho de que un gran niimero de antigenos MHC se hayan
transmitido de una especie a otra podria indicar que estos antigenos poseen una gran
versatilidad para unir grupos de péptidos distintos, por lo que seguirian siendo funcionales
frente a diferentes a patdgenos. Alternativamente, podrian unir péptidos procedentes de
proteinas cuya tasa de variacién sea menor o cuyos cambios sélo afecten parcialmente a los
péptidos que son presentados. Sin embargo, algunos antigenos con una capacidad més
restringida para unir péptidos distintos podrian dejar de ser funcionales frente a péptidos con
variaciones muy drésticas, y podrian ser suplantados por otros més eficaces. Esto haria posible
que algunas variantes, presentes en la poblacién en una baja frecuencia, se seleccionaran.
Ademds de la seleccién ambiental, la accién diferencial de los antigenos MHC sobre la
seleccién del repertorio de células T, también podria constituir una presién selectiva. Asi, la
seleccion de un antigeno MHC frente a un patégeno podria deberse a una seleccién timica
positiva que seleccione células T particulares y/o a un aumento de la capacidad de unién y
presentacién de péptidos antigénicos. Lawlor et al. (82) sugieren que podria haber selecci6n
positiva o negativa sobre alelos y loci MHC particulares, de forma que el MHC seria un sistema
dindmico en el que genes, o alelos particulares, son seleccionados o descartados en el curso de
la evolucién. Probablemente, gran parte del polimorfismo de los antigenos MHC sea antiguo,
en cuanto a la existencia de cambios en posiciones concretas, pero no en lo que se refiere a la
combinacién exacta de sustituciones presentes en cada uno de los alelos modernos (299). En
este sentido, €l grupo de sustituciones presentes en el antigeno B*2702, respecto de B*2705, se
encuentra en dos antigenos de chimpancé (90,91), aunque difieren en un gran nimero de

sustituciones en el sitio de uni6n. Las nuevas sustituciones en el sitio de unién del antigeno
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parecen estar sometidas a una intensa seleccién. Las bajas frecuencias alélicas sugieren que,
aunque las nuevas sustituciones pueden entrar rdpidamente en la poblacién, sélo en raras
ocasiones reemplazarian a los alelos existentes. En cambio, se unirian al gran conjunto de alelos
existentes en la poblacién y su frecuencia fluctuaria durante varios millones de afios. Durante
este tiempo las mutaciones puntuales se combinaridn con otras, por mecanismos
recombinacionales, y se generarian nuevos alelos susceptibles de seleccién por patégenos (299).
No todos los individuos de una especie estdn sometidos a las mismas condiciones ambientales.
La presencia de pat6genos especificos de distintas poblaciones seria una causa de distribucién
diferencial de determinadas variantes en la poblacién. En nuestro modelo evolutivo de B27,
hemos considerado a B*2705 como el origen de los subtipos por ser el mds ampliamente
distribuido en distintos grupos étnicos, siendo el mayoritario en algunos de ellos. Si fuera un
antigeno nuevo, y en ausencia de una presi6n selectiva dominante, no habria dado tiempo a que
se encontrara en una frecuencia tan alta en la poblacién. Los otros subtipos se habrian
generado a partir de B*2705, probablemente después de la especiacién, y se mantendrian por
representar ventajas en ambientes determinados. No obstante, no se puede excluir que
cualquiera de los otros subtipos fuera anterior y que su baja frecuencia se deba a que estd
desapareciendo de la poblacién. Destaca el caso del subtipo B*2703, detectado en la poblacién
negra, que aunque s6lo presenta un cambio en la regién codificante, respecto de B*2705,
explicable por una mutacién puntual, presenta 15 sustituciones més en los intrones (291). Esto
contrasta con las secuencias genémicas de los subtipos B*2705 y B*2702 que, a pesar de diferir
en tres sustituciones que dan lugar a cambios de amino4cido, no presentan ninguna variacién
en las regiones no codificantes (31). Esto podria indicar que B*2703 es un subtipo relativamente
antiguo, aunque permanece restringido a una poblacién muy determinada.

El polimorfismo de HI.LA-B27 altera el reconocimiento por los linfocitos T y podria afectar
a la unién de péptidos. La estructura precisa de un aloantigeno determinaria sus propiedades
de unién de péptidos y su especificidad de presentacién de antigeno. Asi, es probable que las
caracteristicas polimérficas de B27 que estdn conservadas en los subtipos contribuyan a la
especificidad antigénica y funcional de esta molécula. Entre estas caracteristicas destacan:
1.- Los residuos de Lys en posicién 70 y de Asn en 97 son Ginicos en los antigenos HLA-B27.

El primero estd localizado en la hélice @ de a, y el segundo en una de las ldminas B

centrales, cercano a las posiciones polimdrficas 74 y 116. La estructura precisa de estos 3
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tGltimos residuos podria condicionar la formacién de una cavidad local, semejante a la que

presenta Aw68 (43).

2.- Los andlisis cristalogréficos han predicho la existencia de una gran cavidad, situada debajo
de la hélice a,, en HLLA-B27. Tendria en su base Glu, y estaria rodeada de Thr,,, Gly,,
Val,, y Cys,; (43). Aunque cada uno de estos residuos estd presente en otros antigenos, su
combinacién es tinica en HLA-B27 (50,142) y es comin a todos los subtipos. Esta
caracteristica podria conferir a HLLA-B27 capacidad para establecer contactos especificos con
péptidos antigénicos que fueran diferentes de los unidos por otro aloantigeno. Uno de los
contactos posible podria tener Jugar a través de un enlace covalente con el grupo SH libre
de la Cys,, (46). Esta cavidad estd localizada en el extremo del sitio de unién del antigeno
opuesto a la regién en la que se concentran la mayoria de las posiciones polimérficas en
HLA-B27.

No se ha detectado correlacién alguna entre ninguno de los subtipos mayoritarios y la
susceptibilidad a la espondilitis anquilosante (141). Esto hace probable que la susceptibilidad
sea debida a alguna caracteristica comtn a todos los subtipos de B27. La especial combinacién
de residuos de Ia cavidad que incluye la posicién 45, y su probable influencia en la unién de

péptidos, podria ser la caractaristica determinante de la susceptibilidad a la enfermedad (142).
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6. CONCLUSIONES

1.- El antisuero generado por inmunizacién con el péptido 63-84, derivado de B*2705, era capaz
de reconocer a la molécula de HLA-B27 nativa, expresada en la superficie celular. Ademais,
era aloespecifico, ya que no reconocia a otros antigenos HLA y podia discriminar entre los
distintos subtipos de B27. Estos resultados proporcionan una evidencia directa de la

contribucion de la regién 63-84 en la especificidad aloantigénica de HLA-B27.

2.- B¥2701 difiere de B*2705 en tres residuos: 74, 77 y 81 que corresponden a sustituciones de
Asp por Tyr, Asp por Asn y Leu por Ala, respectivamente. B*2703 presenta un Gnico residuo
de diferencia en la posicién 59, en el que Tyr ha sido reemplazada por His. La posicién 59
es invariante en todos los antigenos MHC secuenciados hasta el momento. Las posiciones
en las que varian estos subtipos estdn localizadas en la hélice a del dominio a, y apuntan
hacia el sitio de reconocimiento del antigeno. Esta situacién explica su reconocimiento

diferencial por CTL alorreactivos y sugiere que podrian diferir en su capacidad presentadora

de péptidos.

3.- El patrén de sustituciones de B*2701, agrupadas en un segmento corto de la molécula,

sugiere que este subtipo se ha podido generar a partir de B*2705 en una sola etapa mediante

conversion génica.

4.- La sustitucién del subtipo B*2703 se explica por una mutacién puntual, lo que sugiere la
contribucién de multiples mecanismos en la generacién del polimorfismo del antigeno HLA-

B27, aunque la conversién génica sea el que haya jugado un papel preponderante.

5.- La estructura de los subtipos de B27 y su distribucién étnica diferencial sugieren que el
polimorfismo de HLA-B27 se ha generado con posterioridad a la diversificacién de los
grandes grupos étnicos.

6.- El anilisis de la reactividad de CTL monoclonales especificos de B27 con células murinas

transfectadas con B*2705 mostré que, entre clones con especificidad similar frente a los
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subtipos, la capacidad para lisar al transfectante murino dependia de la avidez del clon por

la célula diana.

7.- La contribucién de CD8 a la lisis de CTL humanos es mayor para células diana murinas que
humanas. El mayor requerimiento de esta molécula, en el caso de las dianas murinas, se
deberia a que compensaria la ineficiencia de otras interacciones entre moléculas de adhesion

heter6logas.

8.- El analisis de la reactividad de 21 clones de CTL anti-B27 con mutantes de este antigeno
mostré la gran diversidad de los epitopos reconocidos por estos clones, sugiriendo que dichos

epitopos podrian implicar la presencia de miiltiples péptidos unidos a B27.

9.- Las mutaciones individuales inducen efectos complejos en los miltiples epitopos reconocidos
por los CTL especificos de B27, lo que muestra la precision de sus requerimientos

estereoquimicos.

10.- Todos las sustituciones individuales son relevantes, alterando cada una de ellas la
reactividad de una gran proporcién de clones. Cada mutacién influia en un grupo diferente
de clones, aunque el nimero global de clones que se afectaban por la mayoria de los
cambios era similar. Esto indica que el perfil antigénico de un subtipo estd determinado por

el conjunto de las sustituciones que posee y no por una de ellas en particular.

11.- El cambio en el residuo 152 eliminaba la reactividad de los 20 clones anti-B*2705. El
drdstico efecto provocado por esta mutacién explica las grandes diferencias en el
comportamiento frente a CTL que presentan los subtipos B¥2704 y B*2706, con un cambio

en este residuo, respecto de B*2705.

12.- La relevancia de todas las posiciones mutadas muestra la gran importancia del

polimorfismo de los subtipos de HLA-B27 en el reconocimiento por células T. Los subtipos

son alelos funcionalmente diferentes.



176

13.- El anilisis de la reactividad de cinco clones de CTL anti-B27 con una serie de mutantes,
transfectados en células murinas y humanas, mostré que los epitopos reconocidos por
cuatro de los clones permanecen inalterados tras la expresién de B27 en células murinas.
Ello indica que dichos epitopos son independientes de un péptido o, alternativamente, la

presencia de un péptido idéntico en las dos lineas celulares.

14.- Uno de los clones reconoce a dos de los mutantes cuando estdn expresados en células
murinas, pero no reacciona con ellos en células humanas. Esto probablemente refleja la
presencia de un péptido distinto, si bien estructuralmente relacionado, en los dos tipos
celulares. El aumento de la eficiencia litica que presenta este clon frente a la mayoria de
los transfectantes murinos sugiere un incremento de la expresién del péptido en las células

murinas.
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