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L.~ INTRODUCCION



L1.- COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD HUMANO (HLA).

1.1.1.- ORGANIZACION GENICA

El MHC humano es una regién génica localizada en el brazo corto del cromosoma 6
denominada 6p21.3, que abarca aproximadamente unos cuatro millones de pares de bases siendo
ademds una de las regiones més polimoérficas y también mds estudiadas del genoma humano. Se halla
en una posicion telomérica con respecto al gen de la glioxilasa. Consta de al menos 70 genes conocidos
(1-3) que han sido agrupados en tres regiones tanto desde el punto de vista estructural como funcional:
la regién mds centromérica se ha denominado regién de clase IL, a continuacién estdn los genes de
clase 111 y en la posicién mdés telomérica se encuentran los genes de clase 1 (Fig.1). Mds recientemente
se han descrito nuevos genes en estas regiones cuyas secuencias o funciones, en los casos que han
podido ser determinadas, son diferentes de los genes descritos inicialmente en dichas regiones.

* La regién de clase 1 consta de unos 2Mpb repartidos aproximadamente en unos 17 genes (4),
de los cuales HLA-A, -B y -C son los mds importantes porque codifican para proteinas expresadas en
la superficie de todas las células nucleadas (5). Estos productos son altamente polimérficos y funcionan
como elementos presentadores de antigeno a células T citotdxicas (6). También se han definido otros
loci no cldsicos entre los que destacan HLA-E, -F y -G que se expresan en algunas estirpes celulares,
presentan un polimorfismo muy restringido y su funcionalidad no ha sido definida claramente. En esta
regién también se encuentran algunos pseudogenes de clase I como HLA-H y -J entre otros. Ademds
se ha demostrado que la estructura general de todos estos genes es similar.

* La regién de clase 11, tiene aproximadamente 1Mpb de tamafio, y consta de al menos 6 genes
de cadenas a y alrededor de 10 genes de cadenas B, subdividida en varias subregiones. Las subregiones
clasicas de clase 1l son HLA-DP, -DQ y -DR, alineadas desde el centrémero, y constan cada una de
ellas de un gen a, monomdrfico para cada subregién, y entre uno (HLA-DP y -DQ) y dos (HLA-DR)
genes B expresables altamente polimérficos. Ademés existen varios pseudogenes « y § definidos en
cada una de estas subregiones, asi como algunos genes HLA-DQ a y 8 (DQA2, B2 y B3) cuya posible

expresion no estd todavia determinada. La subregién DR es la Gnica definida en clase 11 cuyo niimero
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de genes varia segin el haplotipo individual. También existen algunos otros genes de clase 11
denominados HLA-DM, -DN y -DO que presentan muy bajo polimorfismo, el cual no se ubica en el
sitio de uni6n antigénica y cuya funcién y posible expresion en membrana estdn todavia sin determinar.
Ademi4s en esta regién también codifican algunos genes, no relacionados directamente con los
antigenos de clase I, como son el gen del coldgeno, transportadores del sistema ABC o genes de
proteosomas entre oiros.

* La regién de clase I11, de aproximadamente 1,1Mpb, consta de una amplia coleccién de
genes, gue no estdn relacionados ni estructural ni funcionalmente con los anteriores, y que codifican
para proteinas tan dispares como son algunos de los componentes del sistema del complemento (C4,
C2y factor B), proteinas de choque térmico (Hps70), factor de necrosis tumoral (TNF), 21-hidroxilasa,
valil-tRNA sintetasa y varios genes de funcién desconocida (BAT1-5, G1-18, etc.).

Los antigenos de histocompatibilidad forman parte de la superfamilia de las inmunoglobulinas
(7), cuyos miembros presentan como principal caracteristica en comiin la localizacién de las cadenas
ligera y pesada en cromosomas distintos, la estructura semejante en dominios variables y constantes
y la alta homologia entre los dominios constantes de todos ellos. Estos presentan una estructura bésica
muy conservada, lo que sugiere un origen evolutivo comin (8). Asi mismo, la mayoria de sus miembros
intervenienen de diversas formas en procesos de reconocimiento especifico. Este grupo incluye:
inmunoglobulinas, cadena « de HL.A-clase [ y f2-microglobulina, cadenas & y § de los antfgenos de
clase 11, cadena pesada de CD1a (antigeno asociado a B,m), cadenas (a, B, y y 8) del receptor del
linfocito T, receptor encargado del transporte de ciertas Igs a traves de la mucosa intestinal (polylgR),
receptor de macréfagos que une IgG agregada (Fc 2b/IR), CD4 y CD8, marcador de linfocitos
activados (CTLA-4), CD28, B7, algunas molecuias localizadas en el tejido cerebral como N-CAM, NP3
y MAG, CD3, moléculas de adhesién celular como CD2 y LFA-3, Thy-1, OX-2, antigeno
carcinoembrionario (CEA), receptor del factor 1 estimulador de colonias (CSF1R), receptor para

PDGF, «,B-glicoproteina y proteina que une basamentos membranosos.
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1.1.2.- ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL Y POLIMORFISMO DE LOS ANTIGENOS DE

HISTOCOMPATIBILIDAD.

Actualmente se ha podido determinar la estructural cristalografica de varios antigenos de clase
I: HLA-A2 (9-11), -Aw68 (12), -B27 (13,14) y H-2K® (15,16) y también la de un antigeno de clase 11
(HLA-DR1) (17) lo que ha permitido profundizar el conocimiento de las caracteristicas estructurales

y funcionales del sistema HLA.

1.1.2.1.- Antigenos de clase L.

Los antigenos de clase 1 son heterodimeros de una cadena pesada (&) polimorfica y glicosilada
en su posicion N86, de aproximadamente 44KD (18) y de B,m, que es una cadena monomorfica de
unos 12 KD (18) codificada en el cromosoma 15 (19) unidas no covalentemente. Presentan una regién
extracelular de 281 residuos formada por cuatro dominios (Fig.2): en la porcién mas proximal a la
membrana el dominio «, de la cadena pesada interacciona con la 8,m, que consta a su vez de 99
residuos. Ambas estructuras se encuentran plegadas de forma muy similar a los dominios constantes
de las inmunoglobulinas, formando cada una de ellas dos ldminas B antiparalelas de 4 y 3 cadenas
respectivamente, que se relacionan mediante un eje de rotacion de 1462 Entre ambas ldminas existe
un puente disulfuro que las conecta. La B,m se encuentra ademds desplazada, hacia el extremo mas
distal de la membrana, sobre el eje de rotacién unos 13A. Por ello, la B,m interacciona fuertemente
con los dominios «, v &, jugando un papel importante en la estabilizacién del plegamiento de la cadena
pesada. El extremo mds distal a la membrana estd formado por los dominios «, y &, que conforman
una estructura comin dividida aproximadamente por un plano de simetria binario. Cada dominio
presenta un ldmina 8 formada por 4 cadenas B antiparalelas que se continfia con una region helicoidal,
que en caso de e, consta de dos hélices a y en «, de tres, transversal al eje de la 14mina y que se
encuentra curvada formado un puente respecto a la l4mina. El extremo C-terminal de la Gltima hélice

a del dominio a, conecta con una cadena B del dominio «;. Adem4s el dominio «, presenta un puente

disulfuro entre las Cys 104 y 164.



Figura 2. a) Representacion esquematica de la estructura tridimensional de la porcién extracelular de
HLA-A2. b} Representacién del sitio de unién del antigeno formado por los dominios «, y «,. ¢)

Esqueleto de carbonos a del sitio de unién antigénico con las respectivas posiciones (referencias 9 y

10).
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El conjunto de ambos dominios forma una estructura unica de 8 cadenas B que definen una
Ginica ldmina B en cuyos extremos se encuentran dos grandes regiones helicoidales transversales que
conforman una amplio surco de unas 25x10A que es el sitio de unién de péptido. Esta cavidad central
se estructura a su vez en varias subcavidades entre la ldmina B y las regiones helicoidales, donde
pueden alojarse las cadenas laterales de los péptidos antigénicos presentados en la cavidad principal.
La estructura de estas subcavidades estd formada por las cadenas laterales de los residuos de la
molécula de clase 1. Su configuracién y polaridad estds, por tanto, moduladas por el polimorfismo de
HILA. A continuacién de la regién extracelular existe una regién transmembrana hidrofébica que
comprende los residuos 282-306 y que probablemente estd plegada en estructura helicoidal. Esta se
contintia con una porcién intracelular (residuos 307 al 337, la mayorfa de los cuales son hidrofilicos)
que corresponde al extremo C-terminal de la cadena pesada. Esta regién puede fosforilarse "in vivo"
e "in vitro" (20-22), e interaccionar con distintas proteinas del citoesqueleto (23,24).

La resolucion de los antigenos de clase I hasta ahora determinados cristalograficamente ha
demostrado una total conservacién de la estructural general antes mencionada, concentrandose las
diferencias entre los distintos antigenos en la estructura de las cavidades secundarias, lo que permite
a estos antigenos unir grupos de péptidos distintos debido a la particular disposicién tanto en tamano

como en carga de estas subcavidades.

1.1.2.2.- Antigenos de clase II.

Son heterodimeros aB glicosilados de aproximadamente 34 y 28KD (25) respectivamente que
se expresan constitutivamente en ciertas estirpes celulares como linfocitos B, macréfagos, linfocitos T
activados, células dendriticas, etc (26) y de forma inducible en otras células. Recientemente (17) se ha
determinado la estructura cristalografica de HLA-DR1, donde se observa que la disposicion general
de la misma es muy similar a la descrita para los antigenos de clase I, aun cuando la disposicién de
cadenas entre ambos grupos de antigenos es muy diferente. Como se observa en el diagrama de
superposicion (Fig3) de las estructuras cristalogrdficas de HLA-A2 y HLA-DRI, existe un

sorprendente alto grado de homologfa estructural, sobre todo teniendo en cuenta que las diferencias



Figura 3, Diagrama de superposicion de las estructuras cristalograficas de los dominios a; y «, del
antigeno de clase ] HLLA-A2 (linea discontinua) y de los dominios &, y B, del antigeno de clase 11

HLA-DRI1 (linea continua) (referencia 17).
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entre ambos antigenos son aproximadamente entre 150-160 residuos del total de 180 amino4cidos de
los que constan los dominios e, y &, de clase | y a, y 83, de clase 11

Las principales diferencias con los antigenos de clase I se encuentran en los extremos de la
cavidad definida por la ldmina B y las dos zonas helicoidales. En HLA-DR1 ambos extremos se
encuentran abiertos de tal forma que permiten el alojamiento de péptidos mucho mayores (de hasta
24 residuos) que los que habitualmente se unen a antigenos de clase I (alrededor de 9 residuos).
También la composicién y distribucién de las cavidades secundarias es completamente distinta en
HI.A-DRI1 donde destaca una subcavidad conservada en los antigenos HLLA-DR que se ubica en una
regién equivalente a la subcavidad B de las moléculas de clase | que une residuos no polares por lo

que la composicién de los distintos péptidos unidos a antigenos de clase II (27,28) es bastante diferente

a la encontrada con antigenos de clase 1.

1.1.2.3.- Polimorfismo de HLA

La principal caracteristica de los antigenos de histocompatibilidad es su elevado polimorfismo
{29) encontriandose que la mayoria de las posiciones polimérficas se localizan en zonas concretas de
los dominios «, y «, que determinan a estructura del sitio de unién antigénico, e interaccionan con
el péptido antigénico y/o con el TCR. Muchas de las cadenas laterales de los residuos polimérficos
intervienen en la especificidad de las cavidades secundarias donde se alojan las cadenas laterales de
los péptidos unidos a HI.LA. Por tanto, el polimorfismo de HLA implica una modulacién de la
especificidad de los péptidos unidos a la molécula de histocompatibilidad junto con una variacién de

la interaccidn con el TCR.

El dominio «, es mucho menos polimérfico que los anteriores, asocidndose algunos de estos

cambios con la capacidad de interaccién con la molécula CD8 (30).

12.- PROCESAMIENTO ANTIGENICO

El receptor aB de la célula T reconoce péptidos en asociacién con los antigenos de
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histocompatibilidad de clase 1 o de clase 1I. Dichos péptidos son el resultado del procesamiento
intracelular de proteinas. La asociacién entre los distintos péptidos y las moléculas de MHC estabiliza

la estructura final que es transportada y expresada en membrana plasmatica.

1.2.1.- SISTESIS Y EXPRESION DE ANTIGENOS HLA DE CLASE 1.

Tanto la cadena a como la B,m se sintetizan en los ribosomas adosados a la membrana externa
del reticulo endoplasmico (RE), proceso durante el cual se produce la glicosilacién inicial de la cadena
pesda. Asi, en la pared del RE existe un lipido denominado dolicol difosfato, que lleva unido un
oligosacérido de 14 azlicares rico en manosa (contiene en total 2 NacGle, 9 manosas y 3 Gle), y la
enzima oligosacaridiltransferasa, que reconoce la secuencia candnica de glicosilacion Asn-X-Ser. En
los antigenos HLLA de clase 1 ésta se encuentra en las posiciones 86-88, formando parte de un giro
del dominio «,. Dicha enzima se encarga de transferir este carbohidrato a la Asn86 mediante la
formacién de un enlace N-glicosidico (31). Ello es posible gracias a la existencia de un puente de
hidrégeno entre Asn y Ser que aumenta la nucleofilia del par electrénico del grupo amida de la Asn,
facilitandose la reactividad del grupo glicosidico donante. Una vez sintetizadas las cadenas, estas
penetran en el RE, donde fa cadena « se asocia a una chaperonina dependiente de Ca®*, denominada
p88 (32-34) que tambien se asocia a otras muchas proteinas en su paso por el RE como, por ejemplo,
receptores para inmunoglobulinas y TCR (34). Posteriormente la B,m se asocia con dicho complejo
o-p88 aunque la disociacién de la proteina p88 no se produce inmeditamente (32). En el RE se
eliminan 3Glc y 1 manosa del carbohidrato. Tambien puede ocurrir que parte de fas moleculas « no
se asocien con la 8,m y puedan posteriormente expresarse en superficie (35,36) lo que sugiriere, un
posible mecanismo alternativo tanto de plegamiento como de transporte a membrana. La proteina p88
se libera del complejo trimolecular en el propio RE (32) cuando se ha estabilizado la uni6n del péptido
al conjunto «-P,m, siendo el complejo cadena pesada-p,m-péptido transportado al aparato de Golgi
(32) donde se eliminan la mayoria de los restos de manosa y se incorporan NacGilc, galactosa y dcido
sidlico debido a la accién de distintas transferasas especificas, apareciendo la forma definitiva que se

expresa en membrana (37). Se cree que el carhohidrato no es requerido para mantener la
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conformacitn foncional necesaria de la molécula HLA, y que tampoco interacciona con €l TCR o con
cualesquiera de las otras moléculas accesorias que intervienen en el reconocimiento celular (38),
aunque si se ha observado que, por ejemplo, los niveles de 4cido sidlico en la superficie celular son
importanies en las fases de diferenciacién y migracién de los linfocitos T (39).

La B,m al incorporarse a la cadena e permite la adopcion de una conformacion estable (40),
transporte intracelular (41), procesos finales de glicosilacién (42) y expresién en superficie (43) de la
molécula HI.A, por 1o que su ausencia implica normalmente una cadena a rica en manosas que no

se suele expresar en membrana.

1.2.2.- UNION DE PEPTIDOS A ANTIGENOS DE CLASE 1

El polimorfismo de los antigenos de histocompatibilidad estd intimamente relacionado con la
capacidad diferencial de unién a péptidos, como ha demostrado la determinacién de las secuencias
de péptidos eluidos de distintos antigenos de clase 1 (44-46) junto con la resolucién cristalogréfica de
los mismos (9-16). En todos los casos estudiados se ha descrito que los péptidos unidos a moléculas
de clase 1 presentan una longitud mayoritaria en torno a los 8-11 residuos, siendo los péptidos de 9
aminodcidos los més comunes. La Tabla 1 resume las caracteristicas que presentan los conjuntos de
péptidos unidos a varias moléculas de clase I humanas y de ratén. En ella se resalta que la mayoria
de los antigenos estudiados presentan motivos conservados en la posicién P2 y que dichos motivos son
distintos para antigenos diferentes: HLA-A2 une L mientras que -B27 une R. Analogias parecidas
pueden establecerse en clase I murino: K® une en P2 residucs de Y mientras que K* lo sustituye por
E. Dichos motivos conservados pueden aparecer en otras posiciones en algunos antigenos. La
naturaleza de los motivos peptidicos conservados se correlaciona con la estructura de cavidades
secundarias determinadas en cada antigeno de clase [.

Ademds antigenos muy similares como A*0201 y A*0205, que presentan ftnicamente cuatro
diferencias: Y9, R43, L95 y W156, son capaces de unir grupos de péptidos que presentan motivos
conservados diferentes: A*0201 une principalmente péptidos con L en P2 y V en P9 mientras que

A*0205 une péptidos con L en P9 mayoritariamente, presentando ademds distintas combinaciones de
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residuos frecuentes. Consideraciones andlogas se pueden extraer de la comparacién de motivos
péptidicos entre H-2K* y H-2K"! en el sistema murino (Tabla 1) o con los subtipos B*2705 y B*2702
en humano. Un estudio reciente (53) ha demostrado que la sustitucién de la subcavidad B (6 residuos)
de HLA-B*2705 por los residuos correspondientes de HLA-A*0201 induce el cambio en el motivo P2
de R por L (Tabia 1) lo que implica una alteracién dréstica del conjunto de péptidos presentados por
la molécula mutante con respecto a HLA-B*2705 y ello conlleva fa completa destruccion del

reconocimiento alogénico y restringido.



Tabla 1
ANTIGENO RESIDUO POSICION REFERENCIA
2 3 4 5 5 7 8 9
H-2K" Predominanic Y 1./1 44
Frecuente N P M K T
1. 1 N
=20t Predominants N M 44
I'recuenie M ] K | !
L. I ¥
P O
A YV
H-2K"* Predominants F/Y L 44
I'recuente Y M
H-2KF Predominanic E 1 45
I'recuchie K/N
Yt
1-2 Kk Predomimantte 1 45
Frecuente |34 K
HLA-A*0201 Predominante 1, A% 44 46
Frecuente M /K ¥ K
HLA-AX¥()205 Predominante L 47
Frecucnic v Y G V { K
1. P I Y
I F D L
O i i
HLA-13*2705 Predominante R 1 48
THHLA-B*2702 Predominants R By 49
HLA-B*3501 Predominante P 50
HLA-B*3701 Predominante D \Y% 50
Frecuente FM .
HLA-B7 Predominante P 51
Frecuente R
HI.A-BB8 Predominante R/K R/K LA 52
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1.2.3.- PROCESAMIENTO Y TRANSPORTE DE PEPTIDOS

E! mecanismo de procesamiento peptidico y su posterior unién a MHC no estd totalmente
definido aunque parece claro que la degradacién de la mayoria de las proteinas celulares comienza
con su conjugacién, de forma covalente, con una proteina denominada ubiquitina {54) y que
posteriormente los péptidos se generan por accion de diversas endopeptidasas con distintas
especificidades (55-67)(C-terminal, residuos hidrofébicos o residuos cargados) en forma de nonameros
ya procesados, o de péptidos de mayor tamafio (68), en el citosol dentro de complejos
macromoleculares denominados proteosomas (69). Los fragmentos asi originados son transportados
al RE por los transportadores de péptidos denominados TAP (58,63) que presentan polimorfismo
alélico. Estas proteinas presentan una gran homologia con las integrantes de la familia de los
transportadores de membrana ABC y son dependientes de ATP. Pueden poseer cierta especificidad,
ya sea de tamano o de motivos C-terminales, aunque determinados péptidos pueden traspasar la
membrana de los microsomas sin requerimientos energéticos (70,71). Los nondmeros ya procesados
o los precursores peptidicos llegarian al RE donde se ensamblan con la cadena « y la B,m de los
antigenos de clase 1 posibilitando su estabilizacién, transporte y expresién en superficie y ademds los
precursores sufririan un proceso de "recorte” mediante la accién de diversas enzimas que los

transforman en nonameros (66).

1.3.- RECONOCIMIENTO ESPECIFICO

1.3.1.- COMPLEJO RECEPTOR DEL LINFOCITO T (TCR) Y CD3. CO-RECEPTORES
CD4 O CDs.

La capacidad que posee el linfocito T de reconocer antigenos virales en el contexto de los
antigenos de histocompatibilidad propios (72) est4 ligada a la existencia y expresién en membrana del
TCR (73). Este consta de dos cadenas glicoproteicas altamente polimdérficas, unidas covalentemente
en pares all 6 yd, que se asocian de forma no covalente con el complejo invariante CD3 (74,75)
formado a su vez por 5 cadenas (y, 3, €, { y n donde { puede formar homodimeros y las dos tGltimas

heterodimeros siempre en baja proporcién). De los dos posibles complejos de receptor, el denominado
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aB, es el mayoritario en células T, representando aproximadamente el 95% del total en humanos
(76,77). Es el responsable del reconocimiento restringido, mientras que el papel funcional del receptor
vd no estd clarificado si bien existen evidencias de su implicacién en algunas infecciones virales
respiratorias (78). Para una transmision eficiente de las sefiales de activacién es necesaria la accién
de los coreceptores CD4 6 CD8 que son glicoproteinas de membrana (79,80). CD4 se expresa
habitualmente en los linfocito T cooperadores e interacciona con los dominios constantes de la
molécula de HLA clase II. CD8 se expresa generalmente en los linfocitos T citoliticos e interacciona
con el dominio a, de HLA clase 1. Su acoplamiento al TCR provoca una amplificacién de la sefial de
transduccidn del orden de unas 30-300 veces (81). De los cuatro dominios que conforman la estructura
de CD4, se han cristalografiado los dos mds distales a la membrana (82,83). Estos dos dominios de
CD4 mantienen la estructura de idminas B antiparalelas enfrentadas ya descrita en otros miembros de
la superfamilia de las Igs. El dominio mas N-terminal presenta un par de cadenas f3 extra enfrentadas
que es donde se producen los principales contactos con los dominios constantes de HLLA clase II (82-
84). CD8 consta de dos cadenas (a y B) que presentan en su extremo N-terminal un dominio similar
a las regiones constantes de las Igs que en el caso de la cadena a (114 residuos) ha podido ser
cristalizado (85) y que interacciona con la molécula de clase I a traves de tres bucles intercadena B,
seguido de otro dominio de menor tamafio y de estructura desconocida que presenta Cys que permiten
fa formacién de homodimeros (aa) y heterodimeros («B). El homodimero se expresa en linfocitos T
yd y células NK mientras que tanto el homodimero como el heterodimero estan presentes en la
superficie de los linfocitos T «B. En el proceso de activacién de linfocitos T, los co-receptores CD4 y
CDa3 estan asociados fisicamente al complejo TCR (86,87). Ademds tambien es necesaria la presencia
de tirosin-quinasa pS6'* (88-90) asociadas a CD4/CD8 y de CD45 (tirosin-fosfatasa de
transmembrana) (91) que presenta distintas isoformas que son el resultado de diferentes
combinaciones de los exones intermedios conformando un ectodominio variable, y se expresa en todas

las células con origen hematopoyético.

13.2.- TRANSDUCCION DE LA SENAL DE RECONOCIMIENTO ESPECIFICO.

MECANISMO DE LISIS.

La eliminacién de células infectadas se inicia con la interaccién del TCR con el complejo
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formado por la molécula de clase 1 méds péptido. Esto conlleva la destruccién de la célula infectada
mediante un mecanismo de lisis unidireccional (92). Este mecanismo se inicia cuando diversas
subunidades del complejo CD3 (v, 8, €) (93} se fosforilan y transducen senales al citoplasma, que
pueden cuantificarse como aumento de Ca?* intracelular, flujo de K*, activacién de la ruta de os
fosfatidil-inositoles y activacién de la proteina-quinasa C. Posteriormente ocurre una reorientacién y
polarizacidn del aparato de Golgi y del centro organizador de los microtiibulos de la célula efectora,
concentrandose una serie de granulos citoliticos o granulosomas en la parte del citosol més préxima
a la célula diana. Estos granulosomas (94,95) constan de un nicleo denso rodeado de una area
periférica. Contienen numerosos cuerpos vesiculares con proteoglicanos, perforinas y granzimas (D,
E y F) y presentan propiedades secretoras y lisosémicas (93-99). Esto es, poseen un pH dcido y estdn
rodeados de la proteina de membrana asociada a lisosomas {(LAMP) o el receptor para manosa-6-
fosfato que permite su transito por la via endocitica/endosémica hacia la membrana plasmatica (98),
desde donde se liberan al medio intracelular las distintas proteinas. Se ha propuesto que estos
orgdnulos presentan, asociados a su membrana, moléculas de TCR que permitirian una interaccién
del orgdnulo con la molécula de HLA de la célula diana liberdndose posteriormente la carga
enzimética directamente sobre la membrana de la misma.

Las perforinas (101-106) o proteinas formadoras de poro son glicoproteinas de 60KD de
glicosilacién heterogenea, estructural y evolutivamente relacionadas con la proteina C9 del sistema del
complemento (107,108). Presentan un dominio central responsable de la polimerizacién y de la
formacién de canales transmembrana y probablemente el extremo C-terminal presenta una zona de
insercién en membrana. Las perforinas se insertan y polimerizan de forma irreversible en forma de
agregados de numerosos tamafos sobre la membrana de la célula diana, mediante un mecanismo
similar al que presenta C9 en su interaccién con C5b-8 (109) que implica un cambio conformacional
en ellas. Se ha postulado que durante este cambio queda expuesto un dominio hidrofébico, que
inicialmente estaba protegido, y que es capaz de insertarse en la membrana de la diana. Asi, moléculas
de perforina mono y diméricas forman complejos estables transmembrana funcionales, detectables
morfolégicamente por microscopia electrénica (110} y que causan en la célula diana un choque
osmético con pérdida de material citopldsmico (111,112).

Los linfocitos T efectores son resistentes a este proceso (113,114) ya que poseen una proteina

asociada a membrana denominada factor de restriccién homélogo 6 HFR68 que los protege frente a



17

la accién de las perforinas (115,116). Aunque su mecanismo de accién no estd bien definido se supone
que dichas proteinas pueden formar rdpidamente complejos con los monémeros de perforina en el
propio plano de la bicapa lipidica antes de la formacién del poro.

Acompafiando a los procesos de ruptura de la membrana plasmdtica y pérdida de material
celular aparecen tambien fenémenos de depgradacion y liberacion de DNA nuclear (117) que no
parecen estar asociados a la formacién de poros en la membrana. El proceso de degradacién de
material genético estd asociado a incrementos de Ca®* (118) y a la presencia de lisosémas dcidos (119)

¥y, aungue el mecanismo concreto no estd bien estudiado, parece implicar un desencadenamiento de

apoptosis.

1.4.- ACTIVACION DE LINFOCITOS T

El proceso de activacién de las células T implica la interaccidén especifica del TCR con la
molécula de histocompatibilidad mds péptido(s) inmunogénico. Las distintas moléculas de adhesién
caracterizadas tanto en la célula efectora (120,121) como en la diana (122-123) contribuyen a
estabilizar la mencionada interaccién. Esta unién implica la transduccién de senales mediadas por el
complejo CD3 que, a traves de una serie de segundos mensajeros, producen la activacion de los genes
de la 11.-2 y de su receptor especifico. La posterior interaccion entre la IL-2 y su receptor (126) induce
un conjunto complejo y parcialmente desconocido de senales de transduccién que conlleva la
proliferacién de las células T (127).

La 1L-2 es una glicoproteina de unos 16KD (126} que ademds de promover el crecimiento y
diferenciacién de linfocito T estd implicada en multiples procesos biolégicos de activacién como son:
crecimiento y diferenciacién de células B (128), generacion de células citoliticas activadas por
linfoquinas (células LAK) (129), potenciacién de la actividad NK (130), proliferacién y maduracién
de células oligodendrogliales (131), apoptosis de células T (132) y reversion de la anergia clonal de
células T (133).

La IL-2 posee un receptor especifico formado al menos por 3 cadenas denominadas e, By ¥
de 55, 75 y 64KD respectivamente (134) que pueden coexpresarse generando receptores de alta («,
By y), media (By y) y baja («) afinidad. Este titimo puede unir IL-2 {135,136) aunque no es funcional

con respecto a la internalizacién y transmision de la sefal especifica (137,138). La cadena B presenta
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la mayor regién citopldsmica de las tres cadenas del receptor aunque no contiene ningun motivo
catalitico como puede ser la secuencia consenso de tirosina-quinasa (139). Unicamente la coexpresion
de las cadenas B y y es capaz de generar sefales mitéticas. Existe evidencia de que estas tres cadenas
pueden estar asociadas a otras subunidades de naturaleza y funcion todavia desconocidas (140,141).
Estudios con mutantes de la region citopldsmica de la cadena B (142) han determinado que existen
dos regiones distintas implicadas en la asociacion con la proteina pS6'* (regién rica en residuos 4cidos)
y en el crecimiento cefular (regin rica en Ser) aunque ambas son necesarias para la activacion de la
tirosina-quinasa p56'* (143-147), asociada al receptor de 1L-2 (148,149), por un mecanisro que se

supone similar al de la transduccién de senal mediado por TCR y CD4/CDS8.

1.5.- RECONOCIMIENTO ALOGENICO

Histéricamente €] reconocimiento alogénico (150) se definié "in vivo" mediante experimentos
de rechazo frente a injertos, e "in vitro" con ensayos de cultivo mixto de linfocitos. Estudios posteriores
(151-155) demostraron que existia una alta frecuencia de precursores de células T que son capaces de
responder a un determinado aloantigeno (entre el 1y el 10%) en contraste con la frecuencia obtenida
en respuestas restringidas, donde los resultados eran de dos 6rdenes de magnitud inferiores. Para
explicar estas diferencias se propuso inicialmente (156,157 que el repertorio de TCR se seleccion
evolutivamente de forma que cada molécula de MHC tuviera su TCR complementario. Despues este
repertorio derivaria, por mutacién somética, hacia el reconocimiento especifico de moléculas propias.
Esta teoria implicaria que los repertorios usados en los reconocimientos restringido y aloespecifico
estdn separados y no existirfa implicacion peptidica en el epitopo reconocido por los TCR
aloespecificos.

Actualmente la hipGtesis aceptada consiste en suponer que un determinado receptor reconoce
un epitopo que comprende parte de {a molécula HLA mds un péptido (158). Asi, en el reconocimiento
restringido el antigeno HLA seria propio y el péptido tendria un origen exégeno (viral, etc.), mientras
que en el reconocimiento alogénico el péptido seria endGgeno y el antigeno HLA alogénico. La
cantidad de posibles complejos aloantigeno + péptido endégeno es muy alta. Asi, una célula normal
expresa 1-2x10° moléculas de clase T de una especificidad dada y, suponiendo que la cantidad de

péptido expresado por termino medio es de 200 copias, se estarian expresando normalmente entre 500-
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1000 péptidos distintos/célula (159). En realidad las cantidades relativas de cada uno de ellos podrian
variar entre el 5-10% del totai de moléculas de clase 1 en el caso de péptidos mayoritarios (160) y
varios 6rdenes de magnitud menores con {os mas minoritarios. Esto explicaria la mayor frecuencia de
linfocitos T aloespeciticos frente a los que reconocen antigenos propios + péptidos virales. Asi mismo,
implicaria que los repertorios de ambos sistemas serfan solapantes en la medida que un conjunto
aloantigeno + péptido enddgeno podria mimetizar el epitopo reconocido en la molécula de HLA
propia + péptido viral. Ello ha podido ser demostrado mediante la caracterizacion de una serie de
clones generados en respuestas restringidas que son capaces de reaccionar con aloantigenos (161-163),
es decir, que los repertorios implicados en ambos sistemas son los mismos. Todo ello sugiere que, el
aloreconocimiento representa una reactividad adicional a aquella para la que fue seleccionado
evolutivamente el sistema, que no seria otra que el reconocimiento de antigenos HLA propios con baja
afinidad. Esto esta en consonancia con los modelos de selecci6n timica que proponen la deleccién de
aquellos TCR que interaccionan fuertemente con complejos HLA propios y péptidos enddgenos
mientras que aquellos otros que interaccionan debilmente con ellos se seleccionan positivamente (164-
167). Ademds, las mismas regiones del TCR estan implicadas en reconocimiento tanto restringido
como aloespecifico (161).

Existen numerosas evidencias indirectas que sugieren que distintos péptidos intervienen en la
formacién de los epitopos aloespecificos (168-172). Asimismo se ha demostrado de una forma directa
la implicacion de péptidos en este sistema mediante experimentos de reconstitucién de reactividad con
lineas celulares de distintas especies mediante lisados celulares procesados con BrCN (174), con el uso
de células deficientes en presentacién peptidica (RMA-S, T2)(175-178) o combinando estos ensayos
con el fraccionamiento por HPLC de lisados celulares y posterior reconstitucién de alo-reconocimiento
por fracciones individuales (179,180). En estos Gltimos experimentos se ha determinado que al menos
un 60-70% de los clones anti-H-2K® ensayados son dependientes de péptido. Asi, existen clones que
se modulan por péptido individuales, por péptidos especificos de especie, e incluso existen clones que
reconocen epitopos donde debe estar presente un péptido cualquiera. Ademds, recientemente (181)
se han generado respuestas alorestringidas donde los CTL generados presentan una alta especificidad

en el reconocimiento tanto del aloantigeno como del péptido estimuladores.
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1.6.- HLA-B27: SUBTIPOS Y ASOCIACION A ESPONDILITLS ANQUILOSANTE

Estudios tendentes a cuantificar la heterogeneidad estructural de HLA-B27 han demostrado
que existen al menos 7 subtipos denominados B*2701 hasta B*2707 (182,183). Estos subtipos presentan
distinta distribucién étnica, asi B*2705 se encuentra en el 90% de los individuos HLA-B27*
caucasoides y en sélo el 45% de los orientales HIA-B27". Los subtipos B*2701 y B*2702 solo se han
encontrado en caucasoides siendo el primero de ellos un subtipo muy raro mientras que B*2702 se
encuentra en el 10% de dicha poblacién. Los subtipos B*2704 y B*2706 se restringen a individuos
orientales siendo B*2704 el predominante en esta poblacién (55%). El subtipo B*2703 se ha definido

finicamente en poblaciones negroides del Africa Occidental. Las diferencias estructurales entre los

distintos subtipos se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2

SUBTIPO RESIDUO?

59 74 77 80 81 97 113 114 116 131 152

B*2705 Y D D T L N Y H D S v
B*2701 Y N A

B*2702 N 1 A

B*2703 H

B*2704 S E
B*2706 S D Y E
B*2707 S H N Y R

* Unicamente se expresan las posiciones donde algin otro subtipo se diferencia de B*2705. Los

blancos indican identidad con el correspondiente residuo de B*2705.
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HILA-B27 estd asociado a la EA (184,185) y a algunas artritis reactivas desencadenadas por
bacterias intracelulares. Esta asociacién es independiente del haplotipo, y depende solo de HLA-B27.
Posteriormente se determinG que al menos los tres subtipos mayoritarios en Caucasoides (B*2705 y
B*2702) y en Orientales (B*2704) est4n igualmente ligados a esta enfermedad (186). Del resto de los
subtipos no existen datos epidemiolégicos aungue un estudio (187) ha especulado con que el subtipo
B*2703 puede no estar asociado a la EA. Aunque la mayoria de los enfermos de EA son HLA-B27"
unicamente el 2% del total de los individuos que expresa este gen desarrolla la enfermedad (188) por
lo que HLA-B27 no es un buen marcador de la enfermedad. Ello sugeriria la existencia de factores
adicionales que predisponen a la enfermedad.

Estudios con ratas transgenicas de HLLA-B27 (189} han demostrado que existe un cuadro clinico
general de enfermedad relativamente similar a las artropatias humanas, que se correlaciona con los
niveles de HLLA-B27 expresados por las mismas (190). Estos experimentos sugieren una implicacién
directa de HLA-B27 en la patogenia de la enfermedad, presumiblemente debido a su capacidad de
actuar coma elemento de restriccidn en respuestas T. Dentro de este contexto, una hipétesis para
explicar el mecanismo de asociacién de HLLA-B27 a la EA postula que HLLA-B27 puede actuar como
molécula presentadora de un péptido(s) artritogénico(s) especifico de tejido articular, que
probablemente poseeria motivos estructurales similares a algun péptido de origen bacteriano (191).
En condiciones normales el peptido artritogénico se expresarfa en muy bajas cantidades y por tanto
no seria capaz de generar respuestas de células T pero en algunas infecciones bacterianas se produciria
una sensibilizacién mediada por los péptidos exdgenos presentados, que compartirfan ciertos epitopos

con el péptido(s) artritogénico(s) que haria posible una respuesta de tipo autoinmune hacia estos

tltimos.



2.- OBJETIVOS
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El principal objetivo de esta tesis ha sido el estudio de la naturaleza y diversidad de los
determinantes aloantigénicos reconocidos por células T anti-HL.A-B27 desde tres puntos de vista:

* Importancia de las posiciones polimérficas en HLA-B27 en la modulacion del reconocimiento

de éste antigeno por células T.

* Grado de similitud antigénica entre los distintos subtipos de HL.A-B27 medido como la

cantidad de epitopos conservados entre los mismos.

* Influencia de las diferencias individuales entre respondedores en la generacién de respuestas

citotéxicas aloreactivas y su posible relacién con el fenotipo HLA de los mismos.

Ademds, se analizé el grado de solapamiento del repertorio de péptidos aloespecificos
presentados enddgenamente por HLA-B27 en una linea celular defectiva en presentacién antigénica

mediada por éste antigeno con respecto a células normales.



3. MATERIALES Y METODOS
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3.1.- CULTIVOS CELULARES

3.1.1.- LINEAS LINFOBLASTOIDES B (LCL) Y TRANSFECTANTES DE HLA-B27.

3.1.1.1.- Mantenimiento.

Las lineas linfoblastoides, obtenidas de linfocitos B de sangre periférica por transformaci6n con
el virus de Epstein-Barr (EBV), asi como los transfectantes de HLA-B*2705 o mutantes de éste en
células HMy2.C1R (192,193) fueron cultivados en medio de cultivo RPMI 1640 que contenia 2mM
de L-Gln y 25mM de tampdén HEPES (GIBCO), suplementado con un 10% v/v de suero de ternera
fetal (FCS) (GIBCO) previamente inactivado durante 30 minutos a 56°C. Estos cultivos se
mantuvieron en el rango de concentraciones de 1x10°-1x10° células/ml afiadiéndose medio completo
al menos dos veces por semana. Todos los cultivos se mantuvieron en ausencia de antibiéticos en una

estufa a 37%C, en atmdsfera de 5% CO, y 95% de humedad relativa.

3.1.1.2.- Congelacidén y descongelacién de LCL y transfectantes.

En el proceso de congelacién se centrifugaron al menos 1x10° células y posteriormente se
resuspendieron entre 0,1 v 0,4 ml de medio completo. Previamente se preparé un medio de
congelacion consistente en 40% RPMI 1640, 40% FCS y 20% de dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck)
y se estabilizé a una temperatura de 4°C. Se afiadid, gota a gota, una cantidad de dicho medio idéntica
a la que se usd en la resuspensién de las células, y el volumen final se transfiri6 a viales de congelacién
que se mantuvieron durante 3-6 horas a -70°C. Pasado este tiempo, los viales se transfirieron a un
contenedor de N, liquido donde se almacenaron.

El proceso de descongelacién consistié en afiadir con una pipeta Pasteur, gota a gota, 1ml de
medio completo de cultivo previamente atemperado a 37°C. La mezcla asi obtenida se afiadi6 a un
tubo estéril que contenfa otros 9 ml del mismo medio y todo el conjunto se centrifugd durante 5

minutos a 300g. Se deseché el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendi6é en medio completo
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a 3x10°-5x10° células/ml. Se transfirié todo el volumen a un frasco de cultivo y se mantuvo a 37¢Cy

59%CO0,.

3.1.2.- HIBRIDOMAS DE RATON Y ANTICUERPOS MONOCLONALES (ACM).

Estos cultivos fueron congelados, descongelados y mantenidos en cultivo de forma similar a las
LCL y transfectantes con la Gnica excepcién de que los medios de cultivo completo se suplementaron

con B-mercaptoetanol a una concentracion final de 0,05mM.

3.1.2.1.- Obtencién de liquido ascitico.,

Inicialmente se inyectan 0,5ml de pristano (Aldrich Chemical Company) en el peritoneo de
ratones jévenes BALB/C. Después de una semana, se inyectaron intraperitonealmente a éstos ratones
2x10° células del correspondiente hibridoma resuspendidas en 0,5ml de solucién salina estéril. Al cabo
de algunas semanas, cuando el peritoneo de los ratones se hubo hinchado lo suficiente se introdujo
en dicha cavidad una aguja estéril de 0,9mm de didmetro para evacuar liquido ascitico por propia
presién. Este liquido se recogié en tubos Ependorff estériles con heparina que posteriormente se
centrifugaron a 13000 rpm en microfuga durante 5 minutos. El sobrenadante se extrajo, evitando

arrastrar la interfase lipidica, se alicuoté y congelé a -70°C.
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3.1.2.2.- Anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales usados en el posterior estudio fueron los siguientes:

Tabla 3
AcM Especificidad Referencia
SPV-T3b anti-CD3 194
HP2/6 anti-CD4 195
BY/4 anti-CD8 196
W6/32 anti-HLA clase I monomorfico 197
EDU-1 anti-HILA clase II monomérfico 198
ME]1 anti-HLA-B27+B7+Bw22 199
1.234 anti-HLA-DR monomérfico 200
B7.21 anti-HLA-DP monomérfico 201
Genox 3.53 anti-HLA-DQ1 202

3.1.3.- TRANSFECTANTES MURINOS DE HLA-DR2DW2.

Las células L murinas sin transfectar, y los correspondientes transfectantes de los
heterodimeros DR2Dw2 (B5*0101) y DR2Dw2 (B1*1501) (203) fueron crecidos en RPMI 1640
suplementado con 10%FCS y 0,05mM de B-mercaptoetanol que ademés contenia como medio de
seleccion: 0,25mM de xantina, 0,15mM de hipoxantina y 2.10* de 4cido micofenélico. Este medio de

seleccion evita el sobrecrecimiento de células que no contengan el episoma transfectado.
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3.2.- INTERLEUCINA 2 (IL-2}.

Se usé 1L-2 recombinante que fue generosamente donada por Hoffmann-La Roche (New
Jersey, USA). La 1L-2r inicialmente liofilizada, se resuspendié en 1 mi de RPMI 1640 y, después de
alicuotarse en tandas de 20ul, se almacend en viales de congelacién en N, liquido. Para su uso, una
alicuota de IL-2r se descongeld en 3 ml de FCS, para saturar la unién inespecifica de proteinas al
plastico, y el volumen final se transfirié a un frasco que contenia 100ml de RPMI 1640, alicuotandose

posteriormente en tubos de 10ml y conserviandose a -20°C.

3.2.1.- Cuantificacién de Ii.-2r.

Para medir la actividad de cada lote de 1L-2r se utiliz6 una modificacién del método de Guillis
(204) que se basa en la medida de la capacidad de inducir respuesta proliferativa en las células CTL-
1.2. Esta linea celular procede de la cepa C57BL/6, su crecimiento es dependiente de I1L-2 (205) y no
necesita ningiin otro factor especifico para reestimularse "in vitro”. Esta propiedad ha hecho que sea
la linea com@nmente usada en los ensayos de cuantificacién de 1L-2. Estas células se mantuvieron €n
cultivo de forma similar al resto de las lineas de ratén anteriormente descritas con la salvedad de que
el medio de cultivo se suplements con 10 Ul/ml de I1.-2r. La concentracién méxima nunca excedié
de 5-6x10° células/ml. El método de cuantificacién consistié en crecer la linea CTL-L2 hasta una
concentracién de 2-3x10° células/ml. 5x10° células de este cultivo se centrifugaron y lavaron dos veces,
para eliminar cualquier resto de IL-2r del medio de cultivo, ¥ se resuspendieron en 10 ml de medio
de cultivo suplementado con 0,05mM de B-mercaptoetanol sin 1L-2r.

El ensayo se realiz6 en placas de 96 pocillos de fondo redondo (Costar). En los pocillos de la
columna 1 se afadieron 200l de cada sobrenadante a ensayar. En los pocillos de las columnas 2 a 12
se afadieron 100u! de medio completo sin IL-2r. A partir de los pocillos de la columna 1 se hicieron
diluciones seriadas 1/2 de los sobrenadantes a valorar hasta la columna 11. Los pocillos de las columna
12 se utilizaron como control negativo sin IL-2r. Posteriormente se ahadieron 100l de la suspensién

de células CTL-L2 a cada pocillo, de esta forma todos los pocillos Jevaban igual cantidad de células
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y la proliferacién es Gnicamemente dependiente de la cantidad de 11-2r de cada pocillo. Las placas
asi dispuestas se incubaron 24 horas a 37°C y 5%CO,. Pasado dicho intervalo de tiempo se comprobé
en un microscopio de contraste de fase que las células de los pocillos de la columna 12 estaban
muertas, y se afnadié a cada pocillo 1pl de *H-timidina (Amersham). Cuatro horas después, se
recogieron las células en un colector celular (Titertek Cell harvester, Flow) usando filtros de papel
(Skatron Inc.). Los filtros se secaron durante 30 minutos a 80°C y se les afiadi6 2 ml de liquido de

centelleo (Aquasol, Dupont). La radioactividad incorporada se midi6é en un contador de radiacion beta

Beckman LS 2800 (Beckman Instruments).

3.2.2.- Calculo de las unidades arbitrarias de [L.-2.

Las unidades de 1L.-2 de cada sobrenadante se calcularon mediante un programa computerizado
que ajusta el logaritmo en base 2 de la inversa de las diluciones usadas en abcisas a una recta de
regresion definida por el logaritmo en base 10 del nimero de cuentas obtenidas en la misma dilucién
en ordenadas. Una vez obtenida dicha recta de regresion, se calcul6 para cada sobrenadante el punto
de la abcisa correspondiente a la ordenada cuyo valor era el 50% del nimero de cuentas maximo
obtenido en el ensayo, es decir, se calcul6 la inversa de la dilucién tedrica en que se obtendria el S0%

de la estimulacién mdxima, siendo éste el valor tedrico de unidades de IL-2 asignado.

33.- ENSAYOS DE DETECCION DE MICOPLASMAS EN CULTIVOS CELULARES

Se utilizaron dos sistemas distintos para detectar presencia de micoplasmas en cultivos de
celulares. En ambos métodos las lineas a ensayar fueron crecidas hasta una concentracién de 8x10°-
1x10¢ células/ml no habiendo sido manipuladas durante los 3-4 dias previos al ensayo.

El primer método consistié en mezclar 80ml de agua destilada, 1 gr. de agar noble (Difco) y
2,1gr. de PPLO (Difco). La mezcla se esterilizé en un autoclave a 120°C durante 30 minutos,
transfiriendose a un bafio a 56°C. Paralelamente se disolvieron 0,5 gr. de extracto de levadura {Difco)

en 20ml de FCS inactivado previamente, esterilizandose la disolucién con un filtro de 0,22um de
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didmetro (Sartorius), e introduciéndose en un bafo a 56°C. Cuando la temperatura de ambos
recipientes se estabilizé a 56°C, se mezclaron ambas disoluciones y se depositaron Smi de esta mezcla
final a placas de Petri de 6cm de didmetro (Soria-Greiner) dejando que el medio resultante gelificara
al menos durante 1 hora. Se recogieron 10ml de cultivo celular de LCL y después de centrifugarse, se
desecharon 9,8ml de sobrenadante sembrandose los 0,2ml restantes que contienen el sedimento celular
en una placa de Petri previamente preparada. Dichas placas se mantuvieron una noche en cimara seca
a 37°C para fijar el sedimento celular en el agar. Después se introdujeron en una cdmara himeda en
posicién invertida en una atmdsfera carente de oxigeno, compuesta de 95% de nitrégeno y 5% de CO,.
Este proceso de incubacion se prolongé durante 5-6 dias, acabado el cual las placas se tifieron con el
colorante de Dienes. Dicho colorante consta de 1,25gr de Azul de Metileno, 0,62¢gr de Azur 2 (Merck),
5 gr de maltosa (Merck), 0,125gr de Na,CO, y 0,1gr de 4cido benzoico (Merck) disueltos en 500ml de
agua destilada. La solucion final se filtra antes de su uso. Las placas ya tefidas se observaron en un
microscopio invertido con objetivo de inmersién.

El segundo método es un ensayo comercial basado en la hibridacién con una sonda de DNA
tritiada complementaria a RNA ribosomal de distintas especies de micoplasmas (Gen-probe). El
método consistié en obtener 10ml de sobrenandante de cultivo celular de cada linea a ensayar, se
centrifugé a 15000g durante 15 minutos desechdndose el sobrenadante. El sedimento se resuspendié
en 1ml de solucién salina y el contenido total se transfirié a un vial Eppendorf que se microfugé a
15000 rpm durante otros 10 minutos. Se anadieron 200pl de solucién que contiene sonda tritiada, se
agité e incubo durante 2-3 horas en bafio a 72°C. Ademds se prepararon dos controles que también
constan de 200yl de sonda marcada siendo uno positivo que contendrd 50ul de una solucién de
extractos de 4cidos nucleicos no infecciosos de micoplasmas y otro negativo que sustituye el DNA-
RNA de micoplasmas por un tampén. Estos controles se manipularon de forma idéntica al resto de
las muestras. A continuacién, la muestra previamente incubada con la sonda radioactiva y 5ml de una
suspension de separacion que consta de hidroxiapatito se transfirieron a un vial de centelleo
(Beckman). Se agitaron las muestras y se incubaron durante 5 minutos a 722C. Pasado este tiempo,
se volvieron a agitar los viales y se centrifugaron a 500g durante 1 minuto. Se deseché el sobrenadante

y se lavé dos veces el precipitado con 5 ml de solucién de lavado. El precipitado resultante se mezclé
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con 5ml de liquido de centelleo y se determiné la radioactividad de cada muestra en un contador beta.
Para determinar la actividad total de la sonda radipactiva, se centrifugaron Sml de suspensién de
separacién a 500g durante | minuto, desechdndose el sobrenadante. Se afadieron 50ul de sonda
marcada radioactivamente y se afadieron 5 ml de liquido de centelleo y la mezcla total se agité
vigorosamente para mezclar al maximo los distintos componentes. El porcentaje de hibridacién de cada

muestra se calculé por el siguiente algoritmo:

CPM Muestra

% Hibridacidén = - x 100

CPM Total

Se consideré que una muestra estd contaminada por micoplasmas si el % de hibridacién era
superior al 0,4% siempre que los controles positivo y negativo poseyeran % de hibridacién superior

al 30% e inferior al 0,2% respectivamente.

3.4.- OBTENCION, EXPANSION, CULTIVO Y ENSAYOS DE CLONES CITOLITICOS DE

CELULAS T.

3.4.1.- OBTENCION Y PREPARACION DE SUERO HUMANO.

Todos los medios de cultivos para hnfocitos T fueron similares a los medios de cultivo de LCL
y transfectantes con la dnica salvedad de que se suplementaron con 10% v/v de mezclas de sueros
humanos en lugar de FCS y el medio no contuvo tampén HEPES. Estas mezclas se obtuvieron de
donantes sanos varones A+ y AB+, se inactivaron durante 30 minutos a 56°C, se ultracentrifugaron

a 20000g durante una hora a temperatura ambiente y el sobrenadante libre de lipidos se congel6 en

alicuotas de 10ml a -20°C.
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3.42.- AISLAMIENTO DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA

(PBMC).

Estas células se aislaron partiendo de sangre periférica heparinizada de un donante sano
extraida en condiciones estériles. La sangre se diluy6 en un volumen igual de RPMI 1640, 7mi de esta
soluci6n se depositaron cuidadosamente sobre 3 ml de una solucién de metrizoato sédico-Ficoll
(Lymphoprep) en tubos estériles de 10ml. Los tubos se centrifugaron durante 20 minutos a 300g y
temperatura ambiente. Las células mononucleares se recogieron de la interfase y se lavaron dos veces
en RPMI 1640. El precipitado celular se resuspendié en medio de cultivo de linfocitos humanos que

consta de RPMI 1640 suplementado con 10% v/v de suero humano y 2mM de L-Gln.

3.43.- CONGELACION Y DESCONGELACION DE PBMC.

Se resuspendieron entre 1x10%-1x10” de PBMC en volumen que oscil entre 0,1 y 0,3ml de
medio de cultivo de linfocitos. El proceso de congelacién y descongelacién es similar al de LCL y

transfectantes excepto que en la preparacién del medio de congelacién se sustituy6 el FCS por suero

humano.

3.4.4.- CULTIVO MIXTO DE LINFOCITOS (MLC)

Se colocaron en un tubo de 10ml las siguientes cantidades de células:

- 1x10° de PBMC de un individuo previamente tipado para los distintos antigenos HILA de

clase 1 y de clase 11, que actuardn como células respondedoras a los aloantigenos de las células

estimuladoras.

- 1x10® de PBMC del mismo individuo irradiadas a 4000 rads. Estas células servirdn como

césped celular en el cultivo,

- 1x10° de células de una determinada célula HLA-B27*, irradiadas a 6000 rads y que actuardn



como células estimuladoras alogénicas.

E! conjunto se centrifugé durante 5 minutos a 300g y se deseché el sobrenadante. Se
resuspendi6 el sedimento celular en 2ml de medio completo de cultivo de linfocitos y se transfiri6 el
volumen a una placa de 24 pocillos de fondo plano (Costar) que se incubé durante 7 dias a 37°C y
5%CO,. El cultivo se duplicé tantas veces como fue necesario para que la concentracién en cada
momento en el cultivo no excediera el millén de células/ml. Después de este periodo las células se
recolectaron para su clonaje, o bien se reestimularon de forma similar a la anteriormente descrita con
la Gnica salvedad de que ahora este cultivo se consideré como células respondedoras. Desde el
momento de la segunda reestimulacién el medio de cultivo de linfocitos se suplementd con IL-2r a una

concentracién final de 20 U/ml.

3.4.5.- CLONAIJE DE CELULAS T.

Tras el MLC, las células estimuladas se lavaron dos veces a 300g y 5 minutos. Se determiné
su concentracion y se sembraron en placas de 96 pocillos de fondo redondo (Costar) en volimenes de
15p! a concentraciones decrecientes de 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,2; 0,6 y 0,3 células por pocillo. Ademas a
cada pocillo se le anadieron 30ul de medio que contenian 2x10* PMBC aut6logas irradiadas a 4000
rads y 2x10° LCL irradiadas a 6000 rads. A partir de este momento todos los medios de cultivo de
[infocitos contuvieron 20 U/ml de IL-2r.

Cada clonaje fue reestimulado semanalmente con una cantidad similar de células estimuladoras
y de PBMC, aunque a partir de la segunda semana se utilizaron PBMC alogénicos provenientes de
mezclas de varios individuos.

En algin caso se realizé un ensayo de subclonaje que fue totalmente similar al método de

clonaje previamente descrito, sembrando células del clon citolitico previamente establecido a diluciones

crecientes.
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1.4.6.- ANALISIS ESTADISTICO DE LA DILUCION LIMITE.

Durante las semanas siguientes al clonaje, una serie de pocillos presentaron poblaciones en
crecimiento. Se fueron anotando el nfimero de estos pocillo positivos, la fecha de aparicién y su
ubicacién en las distintas placas sembradas. Tras una semana desde la aparicién del Gltimo pocillo
positivo del clonaje se analizaron los datos segin la distribucién de Poisson (206). Este tratamiento
algoritmico consiste en un programa computerizado en el que a cada dilucién de células se le asign6
un punto que posefa como abcisa el nimero de células sembradas por pocillo y como ordenada ef
logaritmo en base 10 de la fraccién de pocillos no crecidos para cada dilucion. Esta ordenacién de los
datos permite obtener una recta de regresion por el método de minimos cuadrados y calcular la
variacién de la pendiente de la recta obtenida con un determinado coeficiente de seguridad (que en
el caso que nos ocupa fue del 95%), utilizindose para ello la T de Student. Se consideraron pocillos
clonados estadisticamente a aquellos que fueron sembrados con un nimero de células inferior a un
tedrico definido como la concentracién celular minima que se correspondiera con un 37% de pocillos
negativos. Se expandieron e intentaron estudiar todos los pocillos positivos que estaban una dilucion

por debajo de la del limite estadistico caiculado mediante el procedimiento descrito.

3.4.7.- EXPANSION Y MANTENIMIENTO DE LOS CLONES DE LINFOCITOS T.

A cada pocillo considerado clon estadistico se le afiadieron 150ul de medio de cultivo de
linfocitos con 20 U/ml de IL-2r y cuando la cantidad de células crecidas era suficiente se duplicé para

su posterior estudio. Todos [os clones fueron semanalmente reestimulados en las condiciones

previamente descritas.

3.4.8.- CONGELACION Y DESCOGELACION DE CLONES DE CELULAS T.

Cuando un determinado clon estaba lo suficientemente crecido, se transfirieron 100u] de un

pocillo a un vial de congelacién y se le afadia una cantidad igual de medio de congelacién de linfocitos
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(40% de RPMI 1640 + 40% de suero humano + 20% de DMSO) previamente enfriado a 42C. El vial

se mantuvo 3-6 horas a -70°C y posteriormente se transfirié a un contenedor de N, liquido donde se
almacend. Para su descongelacién se afadi6 gota a gota y agitando suavemente 1ml de medio completo
de cultivo de linfocitos hasta homogeneizar totalmente el conjunto. Después este volumen se alicuoté
en pocillos donde previamente se habian anadido cé}ulas estimuladoras y alogénicas previamente

irradiadas hasta un volumen total de 200ul y las placas se mantuvieron a 379C y 5%CO,.

349.- ENSAYO DE CITOTOXICIDAD DE LOS CLONES DE CELULAS T POR

LIBERACION DE *Cr,

3.4.9.1.~- Células diana.

Se recolectaron en un tubo de 15 ml de fondo en pico, 5x10° células de cada LCL a usar.
Después de lavar las células una vez, se deseché el sobrenadante y se afiadié 50ul de FCS y 50ul
(50uCi) de *'Cr en forma de cromato sédico (Amersham) al sedimento celular. Se agit6 suavemente
el conjunto y se incubé en un bano a 37°C duraante 1 hora agitdndose cada tubo cada 15-20 minutos.
Se realizaron dos lavados con un medio que contenia RPMI 1640 suplementado con 5% de FCS. Las
células se resuspendieron en 2ml del mismo medio y se determiné la radioactividad presente en 50ul
de suspensidén celular. Posteriormente estas células diana se diluyeron de manera que 50pul contuvieran

entre 300 y 500 cpm y alrededor de 2000 células.

3.4.9.2.- Células efectoras,

Las células efectoras usadas fueron clones de linfocitos T. Cada clon se transfirié a un tubo
estéril de 15ml de fondo en pico y se determind la concentracidn celular existente. Se centrifugaron
en dicho tubo las células necesarias para el experimento y se resuspendieron en el volumen adecuado
de medio con 5% de FCS. El ensayo propiamente dicho (207) se realizé en placas de 96 pocillos de

fondo en pico no estériles (Costar). Asi, en cada pocillo para un volumen final de 150ul, se afadieron
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50ul de células diana marcadas con *'Cr, 50l de células efectoras a la relacion efector:diana adecuada
para cada experimento y 50ul de medio con 5% de FCS. Las placas se centrifugaron suavemente
durante S minutos a 120g y se incubaron durante 4 horas a 37°C y 5%CO,. Pasado dicho periodo las
placas se volvieron a centrifugar en las mismas condiciones y se extrajo un volumen de 100pl de
sobrenadante de cada pocillo. La radioactividad se determiné en un contador de radioactividad
gamma. En cada ensayo se incluyeron para cada LCL marcada, tres pocillos que determinaban la
liberacién méxima de **Cr para esa LCL (50ul de diana marcada y 100p1 de 4cido clorhidrico 0,1M)
y tres pocillos que indicaban la liberacin espontanea de *'Cr (50p1 de diana y 100p1 de medio con 5%

de FCS). La lisis especifica s¢ midié como el porcentaje de liberacién de *'Cr por las células diana

segln el siguiente algoritmo:

% LISIS = 100 x  -----mmme

siendo X las cpm liberadas al mezclar células efectoras y diana en cada pocillo, E las cpm liberadas
en el sobrenadante que sélo contenia células diana y M cpm medidas en los pocillos que contienen
dianas en presencia de 4cido clorhidrico. No se consideraron experimentos en los cuales la relacién

entre la liberacion espontdnea y la maxima era superior ai 35% y todos los puntos fueron realizados

por duplicado.

3.4.9.3.- Ensavos de citotoxicidad directa.

En el caso de los pocillos positivos provenientes de los clonajes el ensayo fué similar al
anteriormente explicado excepto que la cantidad de células efectoras no fue determinada previamente
y solo se utilizaron aquellos pocillos positivos que al microscopio presentaron un marcado crecimiento,

por lo que la relacién efector:diana fue desconocida.
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3.4.9.4.- Ensayos de competicién con AcM.

Una modificacién del ensayo de citotoxicidad consistié en la adicién en algunos pocillos de
AcM especificos de proteinas de membrana de la célula diana (anti-HLA) 6 de la efectora (anti-CD3, -
CD4 y -CD8). En estos casos el método consistié en mezclar en un determinado pocillo 50pl de
efectora, 50pul de diana marcada y 50pl de un determinado anticuerpo monoclonal, siendo en todos
los casos la concentracién del AcM de 1:150 excepto con EDU-1 (dilucién 1:300). Se calculs el

porcentaje de inhibicién de la citotoxicidad segln la f6rmula:

% lisis en presencia de AcM

% Inhibicién = 100 - ———— x 100

% lisis en ausencia de AcM

3.4.9.5.- Ensayos de competicién con dianas frias.

La realizacién de este tipo de ensayos fue idéntica a la del aparatado anterior exceptuando que
aqui el agente competidor consisitio en lineas linfoblastoides que se usaron sin marcar con
radioactividad denominadas dianas frias. Estas células eran de tipaje conocido, y se usaron de tal
forma que Onicamente compartieran con las células marcadas el antigeno(s) nominal responsable de
la especificidad. El ensayo consistié en mezclar en el pocillo las mismas cantidades de células efectoras
y de dianas marcadas que en los casos anteriormente descritos y 50yl de una cantidad determinada
de células LCL no marcadas {que genralmente fueron usadas a las tres relaciones dianas fria:caliente

de 16:1, 4:1 y 1:1). Se calculé el porcentaje de inhibicién de la citotoxicidad segiin la férmula:

% lisis en presencia de dianas frias

% Inhibicién = 100 - -- . x 100

% lisis en ausencia de dianas frias
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3.4.10.- DETERMINACION DEL FENOTIPO DE LOS CLONES T CITOLITICOS.

Todos los clones que fueron considerados citot6xicos, mediante ensayos de liberacién de *'Cr,
fueron analizados por citometria de flujo para su expresion de molécuias especificas de membrana de
linfocitos. Entre 5x10* y 2x10° células de cada clon se lavaron dos veces y se alicuotaron en 4 tubos
Eppendorf. Tres de ellos se incubaron con 50pl de una dilucién 1:300 de los AcM SPV-T3b (anti-
CD3), HP2/6 (anti-CD4) 6 B9/4 (anti-CD8) durante 20 minutos a 49C. Se lavaron dos veces, a 10000g
durante 10 segundos con 1m] de solucién salina previamente enfriada a 4°C, y se afiadié a cada uno
de los cuatro tubos 50 ul de una dilucién 1:50 de (Fab)’, fluoresceinado (Kallestad). Se incubaron
nuevamente los tubos a 42C durante otros 20 minutos y posteriormente se lavaron otras dos veces con
soluci6n salina tal y como anteriormente. Las células se resuspendieron en 100p] de RPMI 1640 y se

midi6 la fluorescencia de superficie en las células en un citémetro de flujo EPICS, contandose al

menos 1000 células viables.
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4.~ RESULTADOS
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4.1- AISLAMIENTO DE CLONES CITOLITICOS ESPECIFICOS ANTI-HLA-B*2705.

CLONAIE DE CTL.

Se han estudiado las respuestas citoliticas anti-HI.A-B*2705 de tres respondedores sanos. Se
estimularon células mononucleares de sangre periférica de cada individuo con distintas lineas
linfoblastoides HILA-B*2705* y en un caso, con el transfectante B¥*2705* 1-3B y las combinaciones

respondedor/estimulador usadas en el presente estudio se representan en [a Tabla 4.



Tabla 4. Combinaciones respondedor/estimulador usadas en la obtencién de CTL anti-B*2705.

RESPONDEDOR ESTIMULADOR
MLC PRIMARIC® MLC SECUNDARIO CLONAJE CLONES®
DL 1-3B (-38 DMS (1. DTB (1)
(HLA-A26. 31: B39, 44; DR2, 7
R69 R69 DRD 3% DAG (1)
R69 R6G LGLs DLE (1)
LG15 LGI3 R60 DRT (8)
GM R69 R6D GRK (13)
(HLA-A1, 24; B7, 8; DRI, 3)
LGI5 LG13 GM (1)
LG13 LGI13 LG13 A2 (2)
SR R69 R69 $69 (4), SRF (2)

(HLA-A3, 29: B7. 44; DR2. 7)

Re69

R6%

R&9

R69

R&69

R69

LG13

SRY (4. SRB (1)

SRZ (1}. SRC (3)

SLG (8)

S15 {1

* Las L.CL usadas como estimuladoras fueron R6% (HLA-A3, 24; B*2705, 7: DR3, 5), LG15 (HLA-A32: B*2705; DR1) v R15 (HLA-A3; B*2705, 35). 1-3B es el transfectante de HMy 2C1R  que expresa el antigeno B*2705 (177).

* El nombre generico de cada experimento  de clonaje estd seguido, entre parentesis, por ¢l numero de clones de CTL especificos HLA-B*2705 que crecieron en cantidades suficientes para el andlisis de especificidad fina
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42.. CARACTERIZACION PRELIMINAR DE 1.OS CLONES ESTADISTICOS.

Los pocillos que mostraron proliferacién celular fueron analizados inicialmente en un ensayo
de citotoxicidad a relacién efector:diana (E:D) desconocida, para determinar su posible especificidad
anti-HLLA-B*2705. Este ensayo se realizé siguiendo alguno de los dos procedimientos siguientes:

* Usando como célula diana la correspondiente L.CL estimuladora tanto en presencia como

en ausencia del anticuerpo ME1 {anti-HLA-B27).

* Utilizando como control positivo el transfectante HMy2.C1R que contiene el gen de B*2705

(1-3B) y como control negativo del experimento la correspondiente célula transfectada

unicamente con el vector pSV2neo, que contiene el gen de seleccion (177).

Todos aquellas células T que en dicho ensayo presentaron un valor de lisis superior al 20%
(entre el 18% y el 44% de los clones estadisticos obtenidos en cada clonaje) y que ademds tuvieran
valores de lisis inferiores al menos en un 50% en presencia de ME1 o de la célula transfectante con

pSV2neo con respecto a 1-3B, fueron expandidos para su posterior caracterizacion.

4.3.- DETERMINACION DE 1.0OS PATRONES DE REACCION.,

Un total de 66 clones de los tres respondedores pudieron ser expandidos en cantidad suficiente
para analizar su capacidad litica frente al subtipo estimulador y su especificidad fina. Se realizaron los

siguientes ensayos:

* Ensayos de panel frente a dianas representativas de los subtipos B*2701 a B*2706 y a varias
LCL HLA-B27.

* Ensayos de inhibicién con anticuerpos monoclonales ya sea especificos de moléculas de
superficie relevantes de linfocitos T (CD3, CD4 y CD8) o de moléculas de histocompatibilidad
expresadas por las distintas dianas.

* Ensayos de inhibicion fria que permiten determinar la avidez relativa de un determinado clon
por distintas moléculas de histocompatibilidad presentes en diferentes 1L.CL.

Se caracterizaron 15 clones del respondedor DL, 18 de GM y 33 de SR, que, teniendo en
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cuenta sus respectivas reactividades frente a los distintos subtipos de H1.A-B27, pueden agruparse en
18 patrones de reaccitn. Estos grupos de reaccién se han ordenado de la especificidad més restringida

a la mas amplia y se describirdn de forma detallada mds adelante.

44.- CARACTERIZACION FENOTIPICA DE CTL ANTI-B*2705.

La gran mayoria de los clones estudiados (63/66) fueron fenotipados mediante citometria de
flujo. Debido al escaso ntimero de células disponibles los clones estadisticos 28DTB, 102GRK y 59SL.G
no pudieron ser fenotipados. Asi, 53 de los 63 CTL fenotipados (13 clones del respondedor DL, 12
de GM y 28 de SR) fueron poblaciones fenotipicamente homogéneas CD3*CD4-CD8*. Los 10 clones
restantes (12DMS5 de DL; 20GRK, 41GRK, 112GRK, 116GRK y 123GRK de GM; y 7SRY, 18SRY,
y 11SLG de SR) presentaron mezclas de poblaciones CD4* y CD8* en distintas proporciones. Todos
ellos fueron cultivados en medio completo de linfocitos suplementado con una dilucién 1:100 de AcM
anti-CD4. Ademds, en todos los casos, la célula estimuladora original fue sustituida, en las sucesivas
reestimulaciones semanales, por otra LCL del mismo subtipo. Ambos procesos en una primera fase
impidieron el sobrecrecimiento de las poblaciones CD4* (por ser éstas las de mds rdpido crecimiento}
y en estadios mas tardios las disminuyeron. A partir de este momento los clones fueron redenominados
con ".8" despues del ordinal. Después de un periodo minimo de cultivo de 3-4 semanas la poblacién
CD4" fue totalmente deplecionada de los cultivos en los clones 12.8DMS5, 20.8GRK, 41.8GRK,
116.8GRK, 123 8GRK, 7.88RY, 18.8SRY y 11.8S§LG obteniendose un fenotipo final CD3*CD4"CD8*
que se mantuvo estable atin en ausencia del AcM anti-CD4. S6lo en el caso de los clones 112.8GRK
y 33.8515, la poblacion CD4*, que en ambos casos representaba entre el 5 y el 10% de la poblacién
total CD3*, no pudo ser totalmente eliminada manteniendose de forma indefinida el AcM anti-CD4

en el medio de cultivo para evitar el sobrecrecimiento de dicha poblacién.
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4.5.- PATRONES DE REACCION CLONALES.

45.1.- GRUPO I

Este grupo consta de aquellos clones que presentan la especificidad més restringida, ya que |
Ginicamente reconocen al subtipo estimulador, B*2705*. Existen clones con este patrén en los tres
individuos estudiados. La Tabla 5 resume la especificidad fina de los 9 clones del respondedor DL
que pertenecen a este grupo (12.8DMS5, 28DTB, 22DAG, 212DRD, 64DRF, 67DRF, 80DRF, 102DRF
y 2DLE} y la Tabla 6 de los correspondientes a los respondedores GM (41.8GRK, 82GRK, 116.8GRK
y 17A2) y SR (11SRY, 40SRY, 13SRC y 36SRC). La lisis de dianas relevantes es marcadamente
diferente entre unos clones y otros, variando entre 60-70% de lisis en clones como 12.8DMS5 6 17A2
y aproximadamente el 20% del clon 67DRF a relacién E:D 4:1. Ello sugiere diferencias de avidez por
las dianas B*2705" entre los clones de este grupo.

Dos clones (2DLE y 36SRC) reconocen respectivamente a las 1.CL HLA-B27- VEN y TTL
que presentan cada una un antigeno de la familia de HLA-B22 (B54 y B56 respectivamente) que estdn
relacionados serolégicamente con HLA-B27,

La especificidad anti-B*2705 fue confirmada en 15 de los 17 clones de este grupo mediante
ensayos de inhibicién con AcM. En 1a Tabla 7 se presentan los valores de lisis de cada uno de estos
clones frente a una diana representativa del subtipo B*2705 a dos relaciones E:D distintas y los valores
de lisis correspondientes en presencia de los AcM ME1 (anti-HLA-B27+ B7+ B22) y EDU-1 (anti-clase
II monom&riico). Todos los clones presentan valores de lisis especifica nulos o muy disminuidos en
presencia de ME1 y valores de lisis similares al control positivo sin AcM cuando la diana B*2705* se
incubé con EDU-1, usado como control negativo.

De los dos clones que presentaban una reactividad adicional (2DLE y 36SRC) sélo se pudieron
realizar inhibiciones con AcM del clon 2DLE frente a la diana VEN (HLA-B55*). La lisis especifica
frente a esta diana fue totalmente inhibida con ME1 pero no con EDU-1 con lo que se demuestra que
dicho clon reconoce especificamente al antigeno BSS en la diana VEN (Tabla 5). Sobre la base del

analisis de panel la lisis de TTL por el clon 36SRC (Tabla 7) solo los antigenos HLA-B51, 54 pueden
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ser los reconocidos por este clon. Dado que HLA-B54 pertenece al grupo de reaccién cruzada de
HI.A-B27 podria sugerirse, aunque no se demostré formalmente, que éste es el antigeno reconocido.

Los AcM anti-CD3 y -CD8 pero no anti-CD4 inhiben con distinta eficacia la lisis de las dianas
correspondientes por los distintos clones (Tabla 7). Asi, para 11 clones (12.8DMS5, 22DAG, 212DRD,
67DRF, 82GRK, 116.8GRK, 17A2, 11SRY, 40SRY, 13SRC y 2DLE frente a las dos especificidades
reconocidas) la inhibicién por ambos AcM es significativa. En otros casos como 28DTB y 36SRC, €l
AcM anti-CD3 inhibe casi totalmente mientras que anti-CD8 no inhibe y en 102DRF y 41.8GRK el

comportamiento es el contrario. Esto sugiere que cada clon presenta una contribucién diferente de

CD3/TCR y de CDS a la avidez total.



Tabla 5. Especificidad fina de los clones del grupo I: Ensayoe de panel’.

CELULA HLA CTL
DIANA A B o DR 12.8DM3 28D 2IDAG 212DRD 54DRF 61DRF 80DRF 102DRF aDLE

&l Ly 41 Ll 41 Y ER Ll &1 Ll EHY L 4 Ll 4l Lt sl Li
LG5 m 2705 PO 66 360 - - s 2805 406 2401 02y 30 WG 200 . . /s M) s 367
Ré% 3.24 27057 - 3,5 o I3 3y 28 3 BE 210} 24 My LS 04 13 PILEV It T 33(6)  24(6) T 3
LH 24 2701, 8 LToa,4 o o2y BN oL My AL 42y o ML W1 O Wy w2 AD o M)
R34 2,24 $2702, 18 - - 2 HD 1 an oy KL o1y ol oy ol oy G 201 & o1y o 50 A
RS6 21 02702, 14 - - oty 1) Ny A 0y o) Ao - - m em . ; oy ol (R Ve
NW 3, 33 +2702, 8 - - . . - - M oD . . - - - - ; ; - . o
cH 51,32 270318 2,7 8 1t o1y 0(n) N 4 a3 ) 1206 10{6) . . 81 1eMn oy o) Wy
LAR 23,31 *2703,53 2,4 - 2(1) 0(1) 3} o1y 911y 6¢13 1608y 7(8) 1) 21} {1y o1y - - o(2) 0(2) 3(6) HEY
Rd2 2,9 ©3704, #3706 - - oy o i 3D oLy o1} iy o Te . ¢); . . oy s He NN gy I
Wewak [ 11,24 *2704,62 2,4 2 - Bty o) 81 1wy KD 61y S sy Y 1) NI - ; oy 2D e 2045
KNE 1,24 2704, 8 - 2.3 oy 3 o (1) - - 102 8(2) - - 61y 8D o) A 121y L2
ET 111 12704,38 - 4 . - o(l) 31 oy Ay o1y (1) 1) 3 4D
LIE 11 2706, 54 - 12 o o) 8y Sy oy o) sy - - . 01y 5 - - oy o o
PAR 1,14  *1795 48 - it o1y o) 427 ey A FIS TR 1)) . . §13 1{y - - oD oLy e
Y 1 7 - 4,6 o) oD oy o) oy o1y Wy o w an o D oy ol - - oy oy Ol
LB % 60 3 é oy o oo oy o(h) 3 o) - - oo Moo A AN anr A
SWEIG 19 61 2 1 31 5(1) IO ) oy M o ofn) 81 5D 5 o) ol A1) wn - Un an oo
TTL 11,33 51, 54 L3 6 oy I oy o oy oy oty oy . - oy o oy o oy oy TV PY
VEN L 18, 55 5 - 81 6(1) 4L S oy o) Ay 21 50 HOT¢) . ; oty ol 453) 163
\olel i3 8, 56 1 - o o o) oy oy 5 oy o) . . 1y Wy o1y ol Iy iy 02 A
30] 2,3 7,16 . 2 o HONERL)) oy o ofy ol 0y o) oy A oty ol VI 15 oy ol

*Los datos estin expresados como % de lisis especifica v son medias del niimero de experimentos indicado entre paréntesis. Valores de citaroxicidad positiva (214% a la relacidn meyor) estdn subrayadas. {-): Ensayo ne realizado



CELULA

DIANA

LGS
R6Y
R70

R15

LH

R3G
CHR

NW

CH

LAR

R42

Wewak |

JSL
ET

SIA

LIE

PAR

LB
SWEIG
TTL
VEN
Yoo

FI0
* Ver Tabla 3.

HLA
A B ¢ DR
32 *2705 z 1
3,24 22705, 7 3.5
324 *2M5,7 1.5
3 *270%5, 35
24 2701, 8 3 34
2,24 *2702, 18 B
2.1 12702, 14
23 22702, 35 2.4 [
33 2702, 8 -
31,32 *2703, 18 2,7 8, il
23,31 11703, 353 2,4 -
2,9 *2704, #2708
1,24 *2704, 62 2,4 2
i, 2.4 *2704, 8 B 2,3
11 *2704, 48 2
2,11 #2704, 38 4
2,24 2704, 50 4 38
2 n #2706, 54 12
[, 24 1706, 48 2,00t
2 7 4.6
28 50 3 6
29 61 2 8
11,33 55, 54 1,3 2,6
3,31 18, 53 3,5 -
1,3 8, 56 1
2,3 7,16 2

Tabla 6. Especificidad fina de los clones del grupe 1: Ensayo de panel’.

CTL
GM
41.8GRK §2GRK 116 8GRK 17A2 1ISRY 40SRY 13SRE 36SRC
EH Ll 5l Li 4l il &l Ll 3 L 41 Lt 4 L il 1
3 23 403 2 01y 36(2) aun 18
5 235 547 4807) 40010 279(8} 895 A8(%) 473 322 $8(5) 3508 0L 240D
233 150
423 3 36 303 8(3) 122 43 M3
0(2) 1(2) 823 502 43y DY oy o) (25 KD 32 K 523 52 T
1{1) 5(1) o 8 Wy sy ;) aly g HE T Wy 2 G
1y 31 6(1)  6(1) &(1) W 4R) ISV UO}! oy ol K R Te)) TR
613 2D
. - (TE) S Tv)) - oy 8 o o 02y 81} sy 2
2(1) o(1) s 80 63) 3D 6(1y S 1y iy H) o B2y I o ol
e 01} sy K - o o 12 0g2) o2 o 503 4(3) IOt
(1} U 135 88 e ) S 1) T4 IS M Hy O 3
1165} 6(1) s o) B4y 4(5) 82) 52 &1 o sy 0 an o S )
1) oty 1) 101 1) Aty 71} o1} 32 2 o 0{1} U] oLy (i) o)
&) 1{2) o)y ol o ol W
01} oLy 5(1) )
Wy AL Py
0(1y O(1) 113 ) 5(2) 01y o o1y oL 1 (1) o1y o) (2}
02} el HE R 0] 2y Ay agry sl 031 93 HEST 03] M2 02 1o
0(2) 13 o1y o1) oy o oo D A wnooh oy a0 10 i
o1} oty oy o oy o oty ol FIZVI 7)) oy ol 6D 15023 Y
o() N 4y 2 5(1) 3(2) o(h) o) 0(2) 0(1) ot} (1) (i) K gl ol
o1 1(1) Ky W o1y D) o D o2 o) o1y o(l) Wy 0w 2 1D
{1} 5(1) He o) 1{1) 6(1) 21 o) ) LIg) o(h 0t} ) 41} o) o(1)
&1) an oy o o An oy DI 03 0@ 8z 303) D00 oy b
o(1) (1) 4y oy 2y o0 8y 8¢ ol
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Tabla 7. Ensayos de inhibiciéon con AcM de los clones del grupo L

CTL
1Z8DMS 28DTB 2IDAG 21Z2DRD 67DRF
ANTIGENO*  AcM 1 31 41 11 411 41 1 21 1)
B*2705 Nada 58 26 30 14 52 47 17 15 26 23
Anti-CID3 0 0 2 1 18 11 10 7 0 1]
Anti-CD4 54 18 29 9 51 41 22 14 22 12
Anti-CD8 6 ] 23 5 2 1] i} (] G a
ME1 0 0 ¢ 1 2 1 0 0 0 0
EDU-1 46 23 32 16 41 35 14 12 2 18
L2DRF 41.8GRK B2GRK 1168GRK 17A2
4:1 1:1 4:1 11 4:1 1.1 4:1 1:1 41 11
B*2705 Nada 52 43 40 14 53 43 59 24 57 36
Anti-CD3 26 28 26 10 3 0 0 0 4 1
Anti-CIX4 44 35 41 21 58 48 38 33 54 3
Anti-Cg 3 4 3 2 it 0 0 2 21 9
MF1 3 1 6 3 6 3 0 0 0 0
EDU-1 37 33 47 b7 42 35 47 31 56 34
1ISRY 40SRY | 135RC ISRC 2DLE
41 1:1 41 11 4:1 11 41 11 41 11
B*2705 Nada 45 19 30 24 50 24 42 26 81 47
Anti-CD3 9 6 8 9 9 6 5 4 4 9
Anti-CD4 40 19 2 17 39 18 32 20 83 38
Anti-CD8 10 5 1 2 14 6 23 18 6 0
ME} 0 0 4 1 17 16 0 0 14 8
EDU-1 43 20 35 26 52 35 56 42 80 47
BSS Nada - - . - - - - - 35 27
Anti-CD3 - - - - - - - - 5 10
Anti-ChH4 - - - - - - - - 37 29
Anti-CD3 - - - - - - - R 3 b
MEL - - - - - - - - 2 5
EDU-1 - - - - - - - - 49 46

* Los valores numéricos representan % de lisis especifica a las relaciones E:D 4:1 y 1:1. Se utiliz6 R69 como diana
B*2705" en todos los clones excepto 12.8DMS, 22DAG, 67DRF, 102DRF y 2DLE donde s¢ us6 L.G15, y con 40SRY,
13SRC y 365RC donde ésta fue R15. La diana B55* fue VEN.
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4.52.- GRUPO II

Este grupo consta de 6 clones (168 DRF proveniente del donante DL, IGRKy 102GRK de GM
y 7515, 13515 y 93815 de SR) que presentan valores positivos de lisis frente a los subtipos B*2705 y
B*2701 (Tabla 8). Ninguno de ellos excepto el clon 7S15 reconoce dianas HLLA-B27". Este clon
reconoce a la diana VEN y por estudio de panel puede descartarse el reconocimiento de los antigenos
HLA-A3, 31 y B18 por lo que probablemente el antigeno reconocido es HLLA-BSS5.

La lisis del subtipo B*2705 fue significativamente inhibida con el AcM ME1 (anti-B27) y no
con E[DU-1 (anti-clase [I) (Tabla 9), confirmdndose la especificidad anti-B*2705. Ademds en los clones
168DRF y 93515 también se comprobé que la lisis del subtipo B*2701 era inhibida por ME1 y no por
EDU-1. Para el resto de los clones los ensayos de panel de la Tabla 8 indican que la lisis de ILH
(B*2701*) estd mediada por B*2701.

Con los clones 168DDRF y 93515 también se realizaron ensayos de inhibicién con AcM anti-
CD3, -CD4 y -CD8. En ambos casos se observé una inhibicién significativa, total o parcial, de la lisis

especifica por anti-CD8 y anti-CD3.



Tabla 8. Especificidad fina de los clones del grupe [I: Ensayo de panel®.

CELULA HLA CTL
DL GM SR

DIANA A B C DR 168DRF 102GRK {GRK 13813 83813 7815

1 Lt 4t 41 ul 4l a1 L 4l
LGLs 32 *2703 2 L 64(2)  40(2) 241 . -
R69 3,24 *2705, 7 s 101(3) 74(3) () 323y 173 58(3) 83 3t
R70 324 *2705, 7 335 - 38(1) 58(3) 25(3)
RIS 3 *2705, 35 45(13 66(4)  40(1) 25(2)
LH 24 #2701, 8 1.7 3,4 70(4)  43(4) 16(1) 0@ 102) 23(1) 29(4) - 24(3)
R34 2,24 *2702, 18 - o o 3(2) 1y oW - oD 6(3)
R36 2, 11 *2702, 14 - o 0L (1 o) (1) amn ol 16¢3)
NW 3,33 *2702, 8 o oy o1y
CH 31,32 *2703, 18 2,7 8 11 21 2D 143 12y 4(2) 0(2) . 0(23
LAR 23,31 *2703, 53 2,4 T R 1)) 1D oL 0 2(1) 5(H) A
R42 2,9 *2704, #2708 - o o 30 02y 0(2) 8(1) - o2
Wewak [ 11, 24 *2704, 62 2,4 2 - 3 61} (1) oh M2y n(l) 01y
KNE 1,24 *2704, 8 2,3 &1 (L 61y ol 1(H) ol o
ISL 11 *2704, 48 2 - - - . )
LIE 2,11 *2706, 54 - 12 61y 3(L) 8(1) Oy 00 o b o(L on
PAR 11, 24 *2706, 48 2, 11 oy o) 8(2) o 02}
Y 2 7 4,6 Iy 0fh) - - o 01} 6{1)
LB 28 60 3 6 2 e - - 6(1) o(1) o0
SWEIG 29 61 2 11 21y 5 - - - o1 o1y 142
T, 11.33 51,54 1.3 2.6 oy o - 3(1) 01y 22
VEN 3,31 18, 55 3,4 o1y oL - 01} 0{1) 18(4)
VOO 1,3 8, 56 1 - oy 0Ly (1)
FID 2,3 7, 16 2 oy 3 . - - .

' Ver Tabla 1.



Tabla 9. Ensayos de inhibicién con AcM de los clones del grupo 11

31

ANTIGENG® AcM

B*2705 Nada
Anti-CD3
Anti-CD4
Anti-CD8
MHE1
EDU-L

B*2701 Nada
Anti-CD3
Anti-CD4
Anti-CD8
MIi1

EDU-1

B*2705 Nada
Anti-CD3
Anti-CD4
Anti-CD8
MI1

EDU-I

CTL

168DRF 93515 1GRK
41 1:1 4:1 B 4:1 1
T2 60 62 - 33 20
53 27 56 - . -
! 48 69 - ~ -
5 7 32 - -
14 11 4 - 3 5
77 30 60 - 36 30
58 40 35 - - -
10 0 0 - - -
42 33 33 - - -

102GRK 7515 13815
4:1 1:1 41 1:1 4:1 1:1
30 11 27 - 45 -
¢ 0 2 - 3 -
26 17 17 - 42 .

® Los valores numéricos representan % de lisis especifica. Las LCL B*2705" usadas fueron: LG15 (clon 168DRF),

R15 (clones 93815, 7S15 y 13515) y R69 (clones 1GRK y 102GRK). La L.CL. B*2701" utilizada fue LH.

4.53.- GRUPO 1II

Este grupo estd formado por 5 clones (3 de DL y 2 de SR) que reconocen B*2705 y B*2702

(Tabla 10). En general los valores de lisis de los dos subtipos son similares. Sin embargo, los clones

202DRD y 21569 parecen lisar algo mejor al subtipo B*2702 que al B*2705. No se detect6 reactividad



Tabla 10, Especificidad fina de Jos clones del grupo I1T: Ensayo de panel®,

CELULA HLA CTL
DL SR

DIANA A B [o DR 139DRD 202DRE {72DRF 21549 2

£ 1l st Lt ENY 5 41 1} 41
LGi3 32 *2703 2 1 44(4) 32(3) I 28(1) 39(N 23(4) -
REY 3.24 *2705, 7 - 3.5 58(8) 54(9) 39(6) 30(8) 272 1401} 40(1) - 22(1)
R7D 3,24 #2705, 7 - 3,8 - - EME)]
RIS 3 +2708, 35 - - - - - . - - 27(2) - 8D
LH 24 #2701, 8 1,7 3,4 114} o 3(2) TN 34 o1y 502 - Y
R34 2,24 *2702, 18 - - 34 24(3) 52(4) 384 1s(5) (3) 55(3) - 39(3)
RS6 3, *2702, 14 . g 41(6) 35(6) 744 30¢4) 22{0) LEH 6o(1) - 21(1)
Nw 3,33 *2702, 8 - - 311y - 25(2) - 4(1) 1 WD - 20(3)
CH 31,32 *2703, 18 2,7 g, 1l L1e)) LIgN o(l) (1) (1) AN 001} - 7(2)
LAR 23,31 *2703, 53 2,4 - 5 6{4) 5(2) H2) 1) 4(1 4(1) - 12(2)
RA2 2,9 *2704, *2706 - - 2(3) 92} 002 0(2) 4(2) 5(2) Q1) . 51}
Wewak [ i, 24 *27G4, 62 2,4 2 4(3} 3(2) 7(2} 3(2) 7(2) H2 (13 . el
KNE 1,24 *2704, § . 2,3 6(2) 323 2(2) 2(2) - . 01 - D1
ET 2,11 *2704, 38 - 4 5(1) (1) (b 20 (1) 00 - : -
LIE 2, 11 #2706, 34 - i2 201y 0{1) 52} 6(2) 0(2) 0(1) o[ . o
PAR 11, 24 *2706, 48 - 2,11 n S(D) 5(2) 3(2) . - o1 . 0(2)
IY 2 7 - 4,6 L18)) o1 3(h) a1 1(1) 21 oYy . o1
LB 28 60 3 6 4(1) 30 1(2) 0(2) 01y . 0(n . o1y
SWEIG 29 6! 2 11 31 2(h 0(1} 213 (1) - (13 - o)
TTL 11,33 51, 54 1.3 2.6 11(3}) () 01} B(13 2N i1 013
VEN 3,31 18, 55 35 . {1 4(1) 5(2) 4(2) 5(1) 3D o1y . -
VOO 1,3 8, 56 i . 4(4) o) 1 0(1) o(1) - o(1 .
Fi0 2,3 7,16 - 2 - - 01 5 01 - - .

' Ver Tabla 3.



con antigenos distintos de HLA-B27.

En todos los casos, excepto con el clon 172DRF, se realizaron ensayos de inhibicién con AcM
(Tabla 11) que confirmaron la especificidad anti-HLA-B27 de estos clones. Ademds tanto anti-CD3
como anti-CD8 inhiben especificamente 1a lisis de dianas B*2702" en todos los casos probados, excepto

con el clon 202DRD donde anti-CD8 no inhibe dicha lisis. Esto confirma la reactividad heteroclitica

de este clo con B*2702.

Tabla 11. Ensayos de inhibicién con AcM de los clones del grupo IIL

CTL
139LRD 2021RD 21569 29515
ANTIGENO? AcM 41 13 4:1 1:1 4:1 11 4:1 11
B*2705 Nada oY 64 49 30 23 15 46 -
Anti-CD3 6 3 0 0 2 6 O -
Anti-CD4 57 43 23 20 19 14 32 -
Anti-CD8§ 0 ] 0 0 7 6 1 -
MF1 1 0 0 0 5 - 3 -
EDU-1 61 50 31 21 24 - 37 -
B*2702 Nada 37 32 55 50 57 - 18 13
Anti-CD3 8 7 7 3 22 - - -
Anti-CI4 32 34 45 27 39 - -
Anti-CD8 6 3 55 54 v} - - -
ME1 11 14 19 13 0 - 0 0
EDU-1 37 3t 47 32 57 - 23 16

* Los valores numéricos representan % de lisis especifica. Se usaron las siguientes LCL B*2705": R69 con los clones
T39DRD y 202DRD, R15 con 21869 y R70 con 29815 mientras que las LCL B*2702" fueron R56 (clones 139DRD

y 202DRD) y R34 (clones 21569 y 29515).

El clon 172DRF presenta valores de lisis con el subtipo B*2702 bastante reducidos frente a dos
L.CL y valores negativos con otra diana. La reactividad anti-B*2702 fue confirmada por ensayos de lisis
con el transfectante Hmy-2C1R-B*2702 (177). La diferente reactividad observada con la LCL NW

(Tabla 10) frente a las otras lineas B*2702 podria ser debida a una alteracién del epitopo reconocido
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en esta célula por parte de este clon. Este fenémeno se ha observado con otros clones como el
202DRD donde la lisis de NW es significativamente inferior y se comentard mas detalladamente

(apartado 4.9).

GRUPO IV

Los clones pertenecientes a este grupo presentan reactividad frente a los subtipos B*2705 y
B*2703. Dentro de este grupo se encuadran 18 clones que se han dividido en dos subgrupos
atendiendo a su capacidad de lisar otras dianas HLA-B27". Dentro del primero se clasifican 9 clones
que 1inicamente reaccionan con B*2705 y B*2703: 144DRF de DL; 31GRK, 74GRK, GM7, 135GRK
y 5A2 de GM y 12SRF, 33.8515 y 23SRC de SR. El ensayo de panel de estos clones se resume en la
Tabla 12. Cuatro de ellos (144DRF, GM7, 135GRK y 5A2) lisan significativamente tanto a dianas
B*2705" como a dianas B*2703", mientras que el resto presentan valores de lisis de alguna diana
B*2703" inferiores a las dianas B¥2705* sobre todo a la relacién E:D menor. El clon 144DRF se ha
considerado que no reconoce al subtipo B*2702 ya que aungue lisa marginalmente a la célula R34
(16% de lisis a E:D> 4:1) , la otra célula B*2702" probada (R56) presenta valores de lisis <10%. En
cambio, se ha considerado que los clones 31GRK, 74GRK y 12SRF reconocen a B*2703 puesto que
aunque los valores de lisis son bajos, son >10% en las dos [.CL usadas y esta debil reactividad fue
confirmada por ensayos de inhibicién con AcM.

El ensayo de inhibicién de los clones de este subgrupo con AcM se resume en la Tabla 13. En
todos los casos ensayados se observé una disminucion importante de la lisis en presencia del AcM
ME1 pero no con EDU-1. Para los clones SA2 y 23SRC no se realizaron ensayos de inhibicién con
AcM anti-HLA con dianas B*2703. En el caso del clon 5A2 la molécula reconocida es B*2703 ya que
los Onicos antigenos que comparten las lineas CH y LAR son HLA-A31 y B*2703 y la lisis de otra
célula A31* (VEN) es negativa. El estudio del clon 23SRC fue muy limitado y su clasificacién es
tentativa atendiendo Gnicamente a su similitud con el resto de los clones descritos en este apartado.
En todos los casos se observé una importante disminucién de la lisis con anti-CD3, y en general, pero

no siempre con anti-CD8.
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Tabla 12. Especificidad fina de los clones del grupe 1V: Ensayo de panel®

CTL.
DL GM SR
144DRE I1GRK T4GRE GM? 135GRK SAZ 125RF 31.8815 233RC
Al a4 ab L a1 VR S} &t £1 Ll &l b
SE4) 2504 3L 1D 608 8802 4202 8 204 38(4) a2y
614 4704 46(81 19(4) 3INE 185 56(3) 5M3) §5(9)  60(8) 45(11) 35(10) 172 2001 43 21
- 4403 i 28
4002) 312 55(5) 43(4) 38 303
a3 54y Q) By B 12y Aty S D 002 ¥R bIES R IO I
16031 3(3) a3 Iy oo 12903 w32 tocdy T(4) Gilr o0 ol - o1y i
8 3 NI AR Wi ooh N AR Y] 0(3; (3} 91 X1 i (1Y
(1) 0(1) - . 82y 0{1)
N2y AND ol s 10(5)  M5) o1} 0(L) o) 00 -
333; 281 HE s FEIAVIRIEY: 4003) 353 4502y 4002 15 204 20y - 1902 1)
3663 233 ey e 121 121 81(1) 571} 4101y 30 425 195} 35(3) 232 40(4)  13() 18 100
23 A 3 3 S(1Y S 6(1)  0(3) 501 Y 02y A W1y 4D (1) o) 1
310 s 3 Yy LD 0y %2) 43} 63} o) o1) a(ly
L S 6(2) 0(2) ol 1} o(l} & ooy WD o(l) 0N 0(ly o
IS IIAS 204l 02y o) [R{SDINR PIRY] o{ly o) - -
agty oo s(1) 1) a(ty 3L -
e 12y i oy o) 001 el T ES RN ey A e o - 3D
oy D) ol oy Wiy T 81y A2y W) 113y 503 a3y 03 a(ly o)
o 6 %3 (3 o1y o} €2y sy oy 2N A8 2 on
H oD LISAIAY) TS R4S 41y 0(1} 2y 6(2) PISH I ¢} 33 53 12y 3
o1y 0(h) ey 3
- - - 1162y 4(2) oy o)
M KD P13 603 Y o 42y o 0y o o{1) 31} oy (1) {6
0y o 801 8 11y ol TSI (¥)) A1) () ®2)  0(2) ofty Ol o 2N
oLy A oty oy 817 (L) 01y o0 (A oy ol o1y o (D
o) o) n ool o) (1) 51 4 EIORIISY My oouy oty oy 1) 4
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Tabla 13. Ensayoes de inhibicion con AcM de los clones del grupo IV,

CIL

144DRF 31GRK 74GRK GM7 135GRK
ANTIGENO®  AcM 41 Ll a1 11 4113 4l 11 a1 11
B*2705 Nada 8 28 - - 40 2 80 S0 80
Anti-CD3 2 n - - - 0 17 W 55 M
Anti-CD4 58 4 - - - 21 %6 44 G
Anti-CDS8 % 6 - . - 10 8 9 7% 64

MIi1 16 - - 8 - 0 4 0 0
1iDU-1 00 31 - - 38 - ss Sl 70
B*2703 Nada 8N 18 - 17 14 w3 65 53
Anti-CD3 a 0 - - - 3 310 53 40
Anti-CD4 B3 - - - 15 55 55 87 7
Anii-CD8 %0 - - - 2 0 4 non
ME] 0 0 2 - 5 - 0o 8 1
EDU-1 X T 19 - 19 - 65 56 61 48

5A2 125RF 33515 235RC
41 1l a1 11 a1 1 41 11
B*2705 Nada S5 40 55 42 54 15 6 2
Anti-CD3 9 0 127 - 4 - -
Anti-CD4 570® 8 M - 20 - -
Anti-CD8 54 36 1 0 - 9 - -
ME1 5 3 0 0 7 - 139
EDU-1 2 W 60 52 50 - B 17
B*2703 Nada 37w % 20 37 13 -
Anti-CD3 139 1 - 13 4 - -
Anti-CD4 2% 16 a5 - 3 16 S
Anti-CD8 18 12 0 - ! 0 - -
ME!1 - - 2 0 0 0 - -
EDU-1 - - &0 25 4 24 -

* Los valores numéricos representan % de lisis especifica. Las dianas B*2705" fueron: LG15 (144DRF y GMY7), R69

(74GRK, 135GRK, 5A2 y 23SRC) y R15 (12srf y 33815) y las B*2703" fueron LAR en todos los casos excepto con GM7
y 135GRK donde se utilizé CH.

El segundo subgrupo consta de otros 9 clones que ademés de lisar dianas B*2705 y B*2703
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reconocen tambien antigenos HLLA-B40 (B60/61) (Tabla 14). Todos ellos provienen del respondedor
SR, fueron generados en tres clonajes distintos y forman un grupo muy homogéneo, puesto que todos
ellos lisan a las dianas B*2705* sobre un 40-60% de lisis especifica y a las dianas B*2703" entre 15
y 30%. Ademas, 8 de los 9 clones lisan dianas HLLA-B6Q* y sélo uno de ellos (13SL.G) reconoce a una
diana HLA-B61". La lisis del clon 13SLG hacia la LCL. SWEIG estd mediada por HLA-B61 ya que
el otro antigeno de clase I presente (HLA-A29) se descarta porque el respondedor SR posee dicho
antigeno. La lisis de las dianas B60/B61, excepto en el caso del clon 11515, es mayor o igual a la del
antigeno B*2703. Es importante resaltar que ninguno de los clones es capaz de reconocer a la vez a
ambos antigenos.

En 8 de los 9 clones se pudieron realizar ensayos de inhibicién con AcM (Tabla 15) donde se
puede concluir que en la mayoria de los casos las lisis son inhibidas especificamente con los AcM
aCD3, anti-CD8, ME1 y W6/32 y no con los AcM anti-CD4 y EDU-1. Solo se diferencian de este
comportamiento general los clones 11515 y 13SL.G ya que no inhiben de forma apreciable el AcM anti-

CD8 con Jas dianas B*2703* y B61" respectivamente.



Table 14. Especificidad fina de Jos clones del grupo IV {cont.): Ensaye de panel*.

CELULA HLA CTL
DIANA A ! C DR 18.85RY 12SLG 483LG 59SLG S0SLG 628LG 4815 11515 138L.G
40 B! 4:} i 4 i 4 41 134 4] 1} 41 A 4:1 4n 1
ok N Tt H ! . - 0 e sty I . 42(4) 299 433 270 - - - 440 2D
2o R Tl T - B8 S04 36 2 1) 38 384 51 483 413) aBa 48 sy - 334 ERIC Y 10}
i At L3 432 240 : - : - - 731 A 49 852}
: i : : 4561 34 8 3303) 413 193) 18 57(5)  43(8) 63(2) 3 58(6)  35(3) $4(3 46(4)
24 MO 34 NE) H2 Haj (2) 5(2) 3} a0y 32 5(2) L WD 83t 5D 52 012} 02y
LR P 2702, 8 . - (1) - 43 0013 1y ) 21y 52 6(2) 6(1) S (1) . 0(2) 533 2(H
235 L TII0 1 . - M0 ai; o0 . ol ol ey oy o 13() 1604} sy oD o1} 3(2)
CHR I3 2707, 35 b ;s . . - - 1 oLy - oy o oy o . - - o
MW 3, 33 *2702, 8 . - gy act) 9(1] (1) o O(1} - oy A A - - - ${2)
CH 31,32 12703, 18 2,1 811 Py TE I ATE ) ) 212 392y 19(3) - 3002 2 Iody 283 PRI 16(2) 1601}
LaR 23,31 2703, 53 24 54y 1D 239 19y 243 B 26(1) 3 133 o - 36(2) LD PIE)] 35(1) 3D
R4Z 1,9 2T, *2708 - . 0(2) 0f1} (1) o1y oy 1001y - o 1(1) oy o oy - 01) 1) 21
Wewakl 1,24 L2764, 62 2,4 2 {2 o{1} 01} 6(1) o{1) 5(1) (1) 4(1) (1) EISY) 3D (1) . 0(l) oy I1¢3]
KNE [ *2704, % 2,3 (1) 4(1) A [E4))] (1) - 51 5 & 8y ML ol o oty 8(1) 713
isL U T2754, 4% 2 %1) oAy &) 8L
LIE S *2708, 54 . 12 oy A ey orly oy ey 5(1) 02y 2) G ol o - 2} 41 3H
PAR TR T . 2,1 0(3) o(ly Ay 1) 0(2) 023 - oty ) 0(3) i3y oy ol a1} 5623 oy
i 2 i . 4.6 72 - 11} 3D o an) - oy A 6(2) 6(2) i 061 (1) 02}
) 2% kg ki & 45 B 414y 293 W 1 ELIEY S1¢6) 352 FAH @ 02y e 130 32
31s, 124 ©31704, 60 4 35 Wy 3 176y 18(%) M43 18 50 3004y 34Q2) a6 1901 EDLCI IS (6] &y (1)
2T N 7480 : - /Y 26(1) ey - 3/ 18 7 4 1Y By 12 25(4)  16(3) 3043y o)
SWELG 23 6 z 11 o) - o(l} 2{1) 602} st - S &) iy o) ol N [1¢8] 50(4)
TTL LR 58 3 2.6 0(2) - 613 o(L) 2(1) 01} - W2y 602) o) 5 oty D 0(1} 1)
VEN 3,31 18, 3 3,5 - (3 on o 4(1) S0 S8 - oy 8D oy o 2(13 51y o1y D .
VOG 3 8, 56 1 - 4wy - o1 o oy o) - o o oty o) AL (1) -

' Wer Tabla 3 ¥ Lalisis frente a HLA-B&0O seconsiderd positiva ya que todas tas LCL vsadas fueron lisadas con valores »10%.



Tabla 15. Ensayos de inhibicién con AcM de los clones dei grupo IV (Cont.).

59

ANTIGENO* AcM

B*2705 Nada
Anti-CD3
Anti-CID4
Anti-CD8
ME1
EDU-1

B*2703 Nada
Anti-CI)3
Anti-CD4
Anti-CD8
Miil
EDU-1

B60 Nada
Anti-CIY3
Anti-CD4
Anti-CDg
We/32
EDU-1

B*2705 Nada
Anti-CD3
Anti-CD4
Anti-CD8
M1
EDU-1

B*2703 Nada
Anti-CD3
Anti-CD4
Anti-CD8
ME1
EDU-1

Bso° Nada
Ani-CD3
Anti-CD4
Anti-CD8
W6,/32
EDU-1

CTL

18.8SRY 1281.G 485L.G 60SLG
41 11 4:1 1:1 4:1 1 41 1:1
76 55 58 43 33 20 58 33
12 14 2 0 4 1 8 3
92 42 41 28 28 11 38 3
7 7 0 2 0 0 3 1
4 3 0 0 0 0 20 6
60 56 43 35 41 26 46 38
21 16 26 18 20 15 31/18 28/10
0 - 0 0 - 14 0/- 0/-
22 - 24 7 - 17 16/-  10/-
1 - ] 0 “ 0 0/- 0/-
0 0 1 0 0 - -/0 -/0
25 18 18 17 19 - -/15 /15
449 41 19 15 37 16 56/29 46/13
- - 1 7 - - -f13 -6
- - 20 16 - - =21 -/13
- - 4 8 - - L (1]
6 4 0 4 0 2/- 10/-
57 45 - 17 38 20 55/- 42/
625LG 4s1s 1sts 138LG
41 11 4:1 1:1 4:1 11 41 1:1
50/67 38/58 35 34 56 - 67 44
-f18 /19 26 12 2 - 13 -
-/49  ./49 68 30 51 - 48 -
-/8 -3 10 4 0 - 4 -
0/- 7/- 2 - 3 - 1 0
40/~ 30/- 65 - 51 - 59 42
24/45 14/48 32 1 27 - 17 -
] -2 2 0 6 - - -
-f40  -/35 31 16 25 - - -
-f0 -/t 2 0 21 - - -
0/- 0/- 0 - 0 - 0 -
29/-  25/- 27 - 19 - 25 -
38 22 29 15 4“4 - 69 22
- - 6 - - - - 5
- - 21 - - - - 20
- - 0 - - - - 22
0 5 2 0 14 - 31 -
32 22 30 M 44 - 62 “

* Los valores numéricos representan % de lisis especifica. L.a LCL B*2705* en todos los casos fue R15
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excepto con los clones 18.8SRY y 12SLG, la LCL B*2703* fue LAR excepto en los clones 12SLG,
48SLG, 60SLG y 62SL.G donde se utilizé CH y las células B60* fueron LB excepto con el clon 12SLG
donde se us6 SIA y los clones 62SLG y 4515 donde las dianas fueron OT.

® La célula diana usada con el clon 13SLG es HLA-B61* (SWEIG).

Con algunos de los clones de la Tabla 14 se realizaron ensayos de inhibicione fria con dianas
representativas de los antigenos HLA-B60 (LB), B61 (SWEIG) y B48 (PAR)(Figura 4). Este dltimo
antigeno se considerd porque sélo se diferencia de B61 en 7 posiciones, focalizadas en el extremo N-
terminal de la molécula. En general, los clones que lisan dianas B60* ¢ B61" no reconocen al otro
antigeno ni a B48 aunque existen algunas excepciones:

* Con ¢l clon 13SLG, la lisis del subtipo B*2705 es parcialmente inhibida por células HLA-

B48' pero no por la B60* (Figura 4B).

* Células B48* compiten con una eficiencia intermedia con dianas B*2705" marcadas en €l

caso del clon 4815 (Figura 41).

La inhibicién por la LCL PAR (B*2706, B48) se considerdé mediada por B48 ya que se usé en
los ensayos de inhibicion ftia otra célula B*2706* (R42) para diferenciar la posible influencia de este
subtipo en la inhibicién observada (R42 no inhibi6 la lisis en ningin caso). Ademas estos experimentos

demuestran la naturaleza monoclonal de la especificidad anti-B27/B60/B61.

45.5.- GRUPO V

Se han caracterizado dos clones (16515 y 41815) que reaccionan con B*2705, B*2701 y B*2702.
Estos dos altimos subtipos presentan como caracteristica comin el compartir dos de los tres cambios
que ambos presentan en su estructura con respecto a B*2705 (N77A81). El resumen del estudio de
panel de dichos clones se muestra en la Tabla 16. Se observa que todos los antigenos de clase 1
distintos de HLLA-B27, y los antigenos ligados serologicamente presentes en las LCL que son lisadas
por estos clones (HLA-AL, 2, 3, 11, 24, 31 y B8, 14, 18) tambien se encuentran en otras LCL que no
son reconocidas por estos clones (CH, LLAR, WI, LIE, etc.) por lo que son descartados como
responsables de la especificidad observada.

El clon 16815 no lisa la célula NW (B*2702), pero si otras dos LCL B*2702* (R34 y R56). NW
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Figura 4. Inhibicién fria de la citotoxicidad de los clones 12SLG (panel A}, 138LG (B y C), 488LG (D y E), 60SLG (F), 62SLG
{G y H) y 4515 (1) frente a células diana marcadas R69 (B*2705) (paneles A, B, D, F, G e 1), SWEIG (B61) (C) y LB (B60)E y
H). La relacién E:D usada en todos los casos fue 4:1. Los porcentajes de liberacién especifica de SICy en ausencia de células
competidoras fueron: 50, 63, 30 65, 38, 66, 92, 22 y 75% respectivamente. Se usaron como células competidoras las siguientes LCL:

R69 (—=), LB (— —), SWEIG (— e —), PAR (—e ¢ —),R42 @—e -8 Y IY (» o).



CELULA

DIANA

LGS
R69
R70

RI5

[LH

R34
R56

NW

cH

[LAR

R42

Wewak 1

Y

I.B

SIA

oT
SWEIG
TTL
VEN

VOO

* Ver Tabla 3.

Tabla 16. Especificidad fina de los clones del grupo V: Ensayo de panel”

B HLA B
A B C DR
32 *¥2705 2 1

3, 24 2705, 7 - 3,5
3. 24 2705, 7 ; 3,5
3 2705, 35 ; :

24 *2701, 8 1,7 3,4
2. 24 2702, 18 ; -
2,11 2702, 14 - -
3,33 2702, 8 ] ]
31,32 2703, 18 2,7 8. 11
23, 31 2703, 53 2,4 ;
2,9 ¥2704, *2706

[t 24 ¥2704, 62 2,4 2
1,24 *2704, 8 ; 2,3
b 2704, 48 2 -

2, 11 ¥2706, 54 . 12
i1, 24 *2706, 48 ; 2, 11
2 7 4,6
28 60 3 6

2, 24 2704, 60 4 3,5
2,24 7.4, 60 . _

29 61 2 1
11, 33 51, 54 1,3 2.6
3, 31 18, 55 3,5 .
1,3 8, 56 I .

C1L

16515 41815
Al a1
32(2) 21(1)
33(4) 18(1)
29(4) 33(1)
25(3) 21(1)
21(4) 49(1)
35(2) 44(1)
4(5) 24(1)
0(1) 0(1)
6(2) 4(1)
(1) 10(1)
o) ;
0(Z) 0(1)
0(1) 0(1)
o) ;
0(1) ;
0(1) -
0Cl) -
0(1) -
33(3) -
18(2) -
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ha sido descrita como defectiva en la presentacién de ciertos péptidos restringidos. En el presente

estudio se han detectado otros clones que presentan este comportamiento diferencial con esta célula

y cuyas implicaciones se discutirdn mas detalladamente (apartado 4.9).

El clon 16815 que pudo estudiarse m4s detalladamente present6 una apreciable reactividad con

las dianas VEN y VOO. Ensayos de inhibicién con AcM (Tabla 17) confirmaron que la reactividad de

ambos clones con B*2705, B*2702 y, en el caso del clon 16515, HLA-B56.

Tabla 17. Ensayos de inhibicion con AcM de los clones del grupo V,

ANTIGENO? AcM

B*2705 Nada
Anti-CD3
Anti-CD4
Anti-CD8
M1
EDU-1

B*2702 Nada
Anti-CD3
Anli-C4
Anti-CD8
MIit

EDU-1

B56 Nada
Anti-CD3
Anti-CD4
Ant1-CD8
ME1

EDU-1

CTL
16515 41515
4:1 11 4:1 11
31 26 33 -
1 4 - .
28 18 -
8 6 - -
11 - 0 -
39 - 24 -
30 10 49 24
3 1] -
22 7 - -
0 0 - -
Q - 5 4
29 - 54 28
13 - -
7 - - -

14

* Los valores numéricos representan % de lisis especifica. Las LCL usadas fueron: R15 (B*2705), R34 (B*2702) y

VOO (BS6).
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4.5.6.- GRUPO V1

Este grupo consta de un Gnico clon, 33569, del respondedor SR, capaz de lisar dianas de los
subtipos B*2705, B*2701 y B*2703 (Tabla 18). Los valores de lisis frente a B*2701 sugieren un posible
reconocimiento heteroclitico de este subtipo. Este clon no presenté reactividad adicional con ningun
otro antigeno ensayado.

El an4lisis de inhibicién con AcM (Tabla 19) confirm6 que las estructuras reconocidas en las
dianas eran los distintos subtipos de HL.LA-B27 ya que la lisis fue inhibida por el AcM ME-1. El efecto

heteroclitico observado con B*2701 fue corroborado por una menor inhibicién de la lisis de LH con

los AcM anti-CD3 y anti-CD8 (Tabla 19}

Tabla 19. Ensayos de inhibicién con AcM del clon 33569 del grupo VL.

33569
AcM

ANTIGENG* E.D Nada Anti-CD3 Anti-CD4 Anti-CD8 ME1 EDU-1
B*2705 4:1 62/52 -/9 -/32 -/4 2/- 56/-

1:1 21 5 16 4 ] -
B*2701 4:1 86/71 -/49 -/61 -/48 6/- 78/-

1:1 31 37 42 36 - -
B*2703 4:1 23/21 8/- 41/- 13/- -/0 /29

* Los valores numéricos representan % de lisis especifica. Las LCL usadas fueron: R15 (B*2705), LH
(B*2701) y LAR (B*2703).




Tabla 18. Especificidad fina del clon 33569 del grupo Vi: Ensayo de panel®

CELULA S HLA CIL
DIANA A 13 C DR 33569
4:1 L

LGIS 32 *2705 2 I : .
R69 3, 24 *2705, 7 - 3,5 35(2) ;
R70 3, 24 *¥2705, 7 - 3,5 51(1) .
RIS 3 *2705, 35 - - 57(3) 21(1)
LH 24 *2701, 8 1,7 3,4 73(3) 31(1)
R34 2,24 #2702, 18 - - 1(2) -
R56 2,11 2702, 14 _ ; 6(1) ;
NW 3,33 *2702, 8 - - 0(1) 0(1)
CH 31, 32 *2703, 18 2,7 8, 11 19(2) :
LAR 23, 31 %2703, 53 2, 4 _ 29(3) 12(1)
R42 2,9 *2704, *2706 - - 0(1) ;
Wewak | 11, 24 2704, 62 2,4 2 6(2) -
KNE i, 2.4 *2704, 8 - 2,3 o(1) o(1)
LIE 2, 11 *¥2706, 54 . 12 o) -
PAR {1, 24 *2706, 48 . 2, 11 0(1) 0(1)
JY 2 7 - 4,6 (1) (1)
LB 28 60 3 6 0(2) 0(1)
SIA 2,24 *2704, 60 4 3,5 7(1) -

OT 2, 24 7.4, 60 - : 2(1) -
SWEIG 29 61 ) 1 A1) 0(1)
TTL 11, 33 51, 54 1,3 2,6 0(1) -
VEN 3, 31 18, 55 3,5 - 2(1) -
VOO 1,3 8, 56 1 - ) -

*Ver Tabla 3.
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4.5.7- GRUPO ViI

Este grupo esta definido por ¢l clon 58GRK (del respondedor GM). Este CTL reconoce B*2705 y
B*2704 de forma muy similar y con menor avidez a B*2701 (Tabla 20). Este es el patrén de reaccion clonal
mds sencillo entre los que incluyen a los subtipos B*2704 6 B*2706. El clon no presenté ninguna otra
reactividad con los antigenos distintos de HILA-B27 ensayados.

La Tabla 21 presenta los ensayos de inhibicién con AcM de este clon frente a 3 dianas representativas

de los tres subtipos lisados.

Tabla 21. Ensayos de inhibicién con AcM del clon S8GRK del grupo VII.

AcM
ANTIGENO* E:D Nada Anti-CD3 Anti-CD4 Anti-CD8§ ME1 EDU-1
B*2705 4:1 58/66 8/- 50/89 -/5 5/- 47/-
1:1 47/52 1/- 34/65 -/4 0/- 34/-
B*2704 4:1 55 15 80 ] 0 60
1.1 29 11 83 2 0 26
B*2701 4:1 17 1 11 0 6 20

® Los valores numéricos representan % de lisis especifica. Las LCL usadas fueron: R69 (B*2705), Wewakl
(B*2704) y LH (B*2701).

Los AcM anti-CD3, anti-CD8 y ME1 inhiben significativamente la lisis de la respectiva célula
diana, mientras que anti-CD4 y EDU-1 no presentan inhibicién apreciable de la lisis.

Se efectuaron ensayos de inhibicion fria entre los subtipos B*2705 y B*2704 para confirmar
la naturaleza monoclonal de la especificidad de este clon (Figura 5). Ambas células se inhibieron

mutuamente con una eficiencia comparable. Ello indica que ambos subtipos son reconocidos por el

mismo clon.
Se realiz$ asimismo un andlisis de la reactividad de este clon con varios mutantes de HLA-B27

que mimetizaban cambios presentes en los subtipos. Todas estas mutaciones se encontraban ubicadas

en las hélices a del antigeno de histocompatibilidad. Tambien se ensayé la reactividad contra la



Tabla 20. Especificidad fina del clon S8GRK del grupo Vil: Ensayo de panel®

CELULA o HEA B Cr,_
DIANA A B C DR S8GRK

4:4 It
LGS 32 *¥2705 2 1 49(2) 27(2)
R69 3, 24 *2705, 7 ; 3,5 62(16) 50(12)
LH 24 *2701, 8 1,7 1,4 18(6) 15(5)
R34 2, 24 *2702, 18 2,5 3.5 oh) 0(1)
R56 2,11 2702, 14 . - 4(2) 22)
NW 3,33 2702, 8 . - 0(1) 0(1)
CH 31, 32 ¥2703, 18 2,7 8, 17 6(2) 7(2)
LAR 23, 31 2703, 53 2,4 - (1) 3(1)
R42 2,9 ¥2704, ¥2706 - - 42(6) 22(6)
WE} 11,24 2704, 62 2, 4 2 42(6) 23(4)
KNE 1,2 2704, § ; 2,3 43(1) 22(1)
LIE 2,11 *2706, 5 3 12 0(1) o(1)
PAR i, 24 ¥2706, 48 - 2, 11 203) 0(3)
Y 2 7 - 4,6 11 3(1)
LB 28 60 3 6 6(2) 3(2)
SWEIG 29 61 2 1 5(1) o)
TTL 11, 33 51, 54 1,3 2,6 (1) 0(1)
VEN 3, 31 18, 55 3,5 - 1(1) 6(1)
VOO 1,3 8, 56 1 ; 8(2) 22)
FIO 2,3 7,16 - 2 5(1) 3(H

* Ver Tabla 3.
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Figura 5. Inhibicion fria de la citotoxicidad del clon 58GRK frente a células diana marcadas R69
(B*2705) (panel A) y WewakI (B*2704)(B). La relacién E:D usada en ambos casos fue 4:1. Los
porcentajes de liberacién especifica de *’Cr en ausencia de células competidoras fueron: 72 y 58%

respectivamente. Se usaron como células competidoras las siguientes LCL: R69 (——), Wewak!

(-—-— —-)y.IY (o L] .)..
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mayoria de los subtipos transfectados en la misma célula, HMy2.CIR (Figura 6). Como controles
positivo y negativo se utilizaron los transfectantes que expresaban B*2705 y pSVZ2neo respectivamente.
Los resultados indican, en primer lugar un comportamiento sorprendente de este clon con los
transfectantes E152 y S77 que reproducen los cambios entre B¥2705 y B*2704. El clon reconoce ambos
antigenos (Tabla 20) pero los transfectantes intermedios, E152 y $77, no son lisados. Este hecho indica
un efecto compensatorio mutuo de ambos cambios en el reconocimiento de B*2704 por el clon
58GRK. Ademds este clon no reconace al subtipo B*2706 pero lisa al transfectante Y116 de forma
similar al control positivo B*2705, lo que implica un efecto del cambio en la posicién 114 de B*2704,
que no estd expuesta directamente al TCR, sobre la reactividad de este clon. Estos resultados sugieren
que el epitopo que reconoce el clon S8GRK en estos subtipos es muy dependiente de péptidos. En
segundo lugar, el cambio N77 destruye el epitopo reconocido por el clon, y ello explica su no
reactividad con B*2702. En cambio la mutacién Y74 ademads de ser tolerada compensa la destruccién
del epitopo por N77 como lo demuestra la lisis del doble transfectante Y74N77 y el del subtipo
B*2701. Este resultado sugiere nuevamente una modulacién de estas posiciones en la unién de

peptido(s) implicado en el epitopo reconocido por este clon.

4.5.8.- GRUPO VIII

Dos clones, 11.8SLG y 27569, provenientes del individuo SR reconocen los subtipos B*2705,
B*2702 y B*2703 (Tabla 22). Ambos clones lisan de forma similar los subtipos B*2705 y B*2703 pero
se diferencian en su capacidad de lisar dianas B*2702*, ya que mientras 11.8SLG reconoce muy
residualmente a dicho subtipo, 27S69 lisa a estas dianas de forma muy eficiente, probablemente de
forma heteroclitica. Otra diferencia entre ambos clones es que 11.8SLG y 275869 reconocen dianas
B60* y B61" respectivamente,

Los ensayos de inhibicién con AcM en estos clones se resumen en la Tabla 23. La reactividad
de ambos, con los antigenos reconocidos fue inhibida con los AcM ME1 6 W6/32. La Tabla 23
tambien muestra que los AcM anti-CD3 y anti-CD8, pero no anti-CD4 inhiben significativamente la

reactividad de 11.8SL.G. Para el clon 27869, Gnicamente la inhibicién de «-CD3 y a-CD8 no fue total,

confirmédndose la reactividad heteroclitica de este clon por B*2702.
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Figura 6. Citotoxicidad del clon 58GRK frente a transfectantes HMy2.C1R que expresan mutantes
HILA-B27. Los mutantes fueron designados con el codigo de una letra del aminoédcido introducido
seguido del correspondiente nimero de la posicién en la secuencia de HLA-B*2705. Los resultados
se expresan como % de lisis relativa con respecto al transfectante de B*2705 a la misma relacién E:D.
Los resultados se obtuvieron a las relaciones E:D de 4:1 (barras negras), 1:1 (barras ralladas) y 0°5:1
(barras blancas). La lisis especifica del transfectante B*2705* a las tres relaciones E:D fue: 70, 62 y

42%. Como control negativo se usaron las células HMy2CI1R transfectadas con el gen pSV2neo cuya
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lisis fue siempre inferior al 5%.



Tabla 22. Especificidad fina de los clones del grupo V11I: Ensayo de panel®

ceeuia o HRA A o | P
DIANA A B ¢ DR LLESLG 27569

4:1 bl 4:1 1:1
LGIS 32 «2705 2 ! 56(6)  40(5) - -
RG9 3, 24 *2705, 7 - 3,5 58(10) 47(8) 37 34(1)
R70 3,24 *2705, 7 - 3.5 S2(1) 2% 322y -
Ri5 3 *2705, 35 - - 55(5)  42(4) 434y 33(3)
I.H 24 2701, 8 1,7 3.4 3(4) 5(3) 0(3) 0(3)
R34 2,24 *2702, 18 - - 16(6)  11(5) 76(2)  58(2)
R56 2,11 ¥2702, 14 - - 142y 8 7i(1)y -
CHR 2.3 #2702, 3§ 2.4 i, S 132y O - -
NW 3,33 *2702, 8 - - 0(1) o 49(2)  33(2)
CH 3t, 32 ¥2703, 18 2,7 8, 11 472y 47(2) 322y 2002)
LAR 23, 3} *2703, 53 2,4 - 66(2)  55(2) 46(3)  37(2)
R42 2.9 #2704, *¥2706 - - 1(2) () 0(1) 0(1)
Wewak | 11, 24 *2704, 62 2,4 2 2(2) 0(2) 5(2) ()
KNE 1,24 *2704, 8 - 2,3 (2} 2(1) 4(1) O(1)
JSL. 11 *2704, 48 2 - 0(1) 0(1) - -
LIE 211 *7706, 54 - 12 0(1) aci) 0(2) 0(1)
PAR il 24 *2706, 48 - 2, 11 0(2) 3(2) 0(1) 0(1)
Y 2 7 - 4,6 5(1) o) 01 o(1)
LB 28 60 3 6 519 32N 2(1) o)
SIA 2,24 *2704, 60 4 3,5 494y 3003 4(1) o)
oT 2,24 7.4, 60 - - 144  10(1) (1) o(1)
SWEIG 20 61 2 11 0(1) 0(1) 40(3)  35(3)
TTL it, 33 51, 54 i,3 2,6 2(1) 0(1) 0(h) 0(1)
VEN 3, 31 18, 55 3,5 - 9(1) 01y 0(1) o
VOO 1.3 8, 56 ! - 001y o o) 0(1)

* Ver Tabla 3.
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‘Tabla 23. Ensayos de inhibicién con AcM de los clones del grupo VIIL

CT1.
185LG 27569
ANTIGENO* AcM 4:1 1:1 41 1:1
B*2705 Nada 64/86 53/64 44/48 3t
Anti-CI)3 -/23 -f1 -/5 1
Anti-CD4 /63 -/46 -/35 26
Aanti-CD8 -/0 -0 -/6 8
ME1 0/- 0/- 3/- -
EDUA 59/- 46/- 44/- -
B*2702 Nada 20 16 379 46/69
Anti-CD3 - - -/37 -/27
Anti-CD4 - - -/76 -/60
Anti-CD8 - - /44 -7
MEI 4 0 0/- 0/-
EDU-1 26 19 84/- 54/-
B*2703 Nada 91/53 82/26 26/35 10/24
Anti-CD3 /11 -/10 /8 -6
Anti CD4 43 /21 ey 29
Anti-CD8 /3 -3 /8 -f0
MEI 20/- 10/- 0/- 0/-
EDU-1 66/- 84/- 29/- 19/-
B60/B61° Nada 55/53 31/21 2 2
Anli-CD3 -jo -f2 1 0
Anti-CD4 -/42 - b3 %
Anti-CD8 -f0 -f0 2 0
W6/32 8/- s/- 4 0
EDU-1 50/- 24/- 3 32

* Los valores numéricos representan % de lisis especifica. Las LCL usadas fueron: R69 (B*2705" con clon 11.85LG),

R15 (B*2705° con 27S69), R34 (B*2702), LAR (B*2703) y LB (B60).
® El antigeno reconocido por ef clon 27869 es HLA-B61 y la diana usada SWEIG.

Se realizaron ensayos de inhibicion fria con ambos clones (Figura 7) para corroborar la

naturaleza monoclonal de la reactividad con B60 ¢ B61. Asi cuando se enfrentd el clon 11.85LG a una

diana B60* marcada (Figura 7B) se observé una inhibicién parcial pero significativa de la diana PAR
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Figura 7. Inhibicién fria de la citotoxicidad de los clones 11.8SLG (paneles A y B) y 27569 (C y D)
frente a células diana marcadas R69 (B*2705) (paneles A y C), LB (B60) (B) y SWEIG (B61) (D).
La relacién E:D usada en todos los casos fue 4:1. Los porcentajes de liberacién especifica de *'Cr en
ausencia de células competidoras fueron: 38, 59, 74 y 56% respectivamente. Se usaron como células

competidoras las siguientes LCL: R69 (—), LB (— —), SWEIG (— » —), PAR (—e ¢« —), R42
o—e -9 yIiY (e o)
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(B*2706, B48) pero no con R42 (B*2704, B*2706). Esto indica un reconocimiento significativo del

antigeno B48 por este clon. Con el clon 27869 (Figura 7C y D) las células PAR y LB inhibieron la lisis

de la célula marcada por encima del control negativo, JY sugiriendo un reconocimiento de B48 y B60.

4.5.9.- GRUPO IX

El clon que define este grupo es el 13SRB (del donante SR) y como se observa en la Tabla

24, este clon reconoce:

* Las 4 LCL B*2705" ensayadas.

* Dos de las 4 lineas B*2702" estudiadas con valores de lisis positivos pero muy bajos.

* La linea B*2704* KNE, pero no otras cuatro LCL que expresan dicho subtipo.

Para determinar las moléculas reconocidas en las lineas lisadas se realizaron ensayos de
inhibicién con AcM anti-HLA (Tabla 25). Este estudio demuestra que en las lineas reconocidas €l
antigeno responsable es el correspondiente subtipo de HLA-B27 (B*2705, B*2702 y B*2704) debido
a la inhibicién observada con el AcM ME1L. Ademds en los dos subtipos mejor lisados (B*2705 y
B*2704) los AcM anti-CD3 y anti-CD8 inhibieron la lisis mientras que anti-CD4 no presentaba ningun
efecto detectable. Ello confirmaria el reconocimiento de antigenos de clase I por parte de este clon.

Tabla 25. Ensayos de inhibicién con AcM del clon 13SRB del grupo IX.

13SRB
AcM

ANTIGENO®* E:D Nada Anti-CD3 Anti-CD4 Anti-CD38 ME1 EDU-1
B*2705 4:1 57 - . - 0 53

1:1 30/29 -/11 -/38 -/4 0/- 35/-
B*2702 4:1 i2 - - - 0 21

1:1 16 - - - 0 8
B*2704 4:1 27/30 -/6 -/35 -/0 7/- 34/-

1:1 11/12 /2 -/18 -/0 2/- 19/-
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® Los valores numéricos representan % de lisis especifica. Las LCL usadas fueron: LG15 (B*2705), R34
(B*2702) y KNE (B*2704).

Se realizaron ensayos de inhibicién fria con dianas representativas, lisadas y no lisadas, de los
subtipos B*2705, B*2702 y B*2704 (Figura 8). Los resultados indican que las lineas R69 y LG15,
(ambas B*2705*) y KNE (B*2704*) son las mejores competidoras frente a dianas B*2705" marcadas,
lo que estd en concordancia con los datos de panel (Tabla 24). La linea Wewakl representativa de las
células B*2704* pero no lisada por este clon, inhibi6 significativamente, pero menos que KNE la lisis
del clon. Inhibiciones positivas, perc menores, se observaron tambien con dianas frias B*2702", ya
fueran éstas lisadas (R34), 6 no (NW). Ademds una diana B*2706" (PAR) se usé tambien en este
ensayo demostrandose un reconocimiento especifico pero marginal comparable a la de las distintas
dianas B*2702". La lineaJY (HLA-B7°, B27") fue usada como control negativo del experimento. Estos
resultados demuestran claramente que las diferencias observadas en los valores de lisis de este clon
frente a dianas del mismo subtipo son solo cuantitativas y sugieren que el epitopo reconocido se
expresa de forma diferente en las distintas dianas B*2702 y B*2704. Los resultados son consistentes
con el reconocimiento de peptido(s) polimériico(s) en el contexto de varios subtipos de HLA-B27, que

solo se expresa en cantidad suficiente en algunas células diana.

4.5.10.- GRUPO X

Este grupo de reaccién estd definido por el clon 3SRF, del individuo SR. Este clon reconoce
los subtipos B*2705, B*2704 y B*2706 (Tabla 26). Este es el patrén mds sencillo que incluye los
subtipos B*2704 y B*2706. La especificidad anti-HLLA-B27 fue confirmada por ensayos de inhibicién
por AcM (Tabla 27) ya que ME1, pero no EDU-1 inhibe la lisis frente a los 3 subtipos. Ademas la lisis

de dianas B*2705* tambien fue inhibida especificamente por los AcM anti-CD3 y anti-CD8.



CELULA

DIANA

LGS
R69
R70

R15

LH

R34
R56
CHR

NW

CH

LAR

R42

Wewak |
S1A
JSL

KNE

LIE

PAR

JY

LB
SWEIG
TTL
VEN

VOO

* Ver Tabla 3.

Tabla 24. Especificidad fina de los clones del grupo 1X: Ensayo de panel’

[>

iz
3,24

3, 24

fadt

23, 31

2,9

[1, 24

2, 24

HLA

*2705
*2705, 7
2705, 7

*2705, 35

*2701, 8

*2702, 18
*2702, 14
*2702, 35

*2702, 8

*2703, 18

*2703, 53

*2704, *2706

*2704, 62
*¥2704, 60
¥2704, 48

*2704, §

*2706, 54

*2706, 48

60
61
51, 54
18, 55

8, 56

L7

2,4

DR

43(7)
02(4)
42(1)

48(1)

32)

15(4)
14(2)
1(2)
2(2)

0(2)
6(2)

6(2)

3(4)
102)
12}
25(5)

1(2)
2(2)

(1)
A1)
5(2)
3(1)
8(1)
9(1)

23(4)
33(4)
32(1)

38(1)

0(2}

9(4)
5(2)
1(2)
0(2)

0(1)
4(2)

(1)

3(3)
4(2)
0(1)
17¢4)

0(1)
3(2)

9(1)
1(2)
4(2)
(1)
(1)
3(1)
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Figura 8. Inhibicién fria de la citotoxicidad del clon 13SRB frente a células diana marcadas R69
(B*2705). La relacién E:D usada en todos los casos fue 4:1. El porcentaje de liberacién especifica de
ICr en ausencia de células competidoras fue del 48%. Se usaron como células competidoras las

siguientes LCL: R69 (——, LG15 (e——s), KNE (— ), Wewakl (o~ -¢), R34 (— ¢ —), NW

(.— . —-.), PAR (——. .-—-—), b JY (O ) .).



Tabla 26. Especificidad fina de Jos clones del grups X: Ensayo de panel®

CELULA ) HLA CTL
DIANA A B C DR 3SRE

4:1 Ll
LGS 32 2705 2 1 32(1) 21(1)
R69 3, 24 2705, 7 - 3,5 37(5) 16(3)
RIS 3 2705, 35 _ ; 26(1) 20(1)
LH 24 2701, 8 i, 7 3,4 6(1) (1)
R34 2, 24 2702, 18 . . 9(1) 2A1)
R56 2, 11 ¥2702, 14 - - o1) ;
CH 31,32 *2703, 18 2,7 8, 11 . :
LAR 23, 31 2703, 53 2,4 - (1) 0(1)
R42 2,9 *¥2704, *2706 - - 58(2) 12(1)
Wewak | 11, 24 2704, 62 2, 4 2 43(3) 34(1)
SIA 2,24 2704, 60 4 3,5 73(2) ;
KNE 1, 2.4 *¥2704, 8 . 2,3 56(1) 37(1)
LIE 2. 11 1706, 54 _ (2 22(1) ;
PAR 11, 24 2706, 48 _ 2,11 56(3) 13(1)
Y 2 7 - 4,6 6(2) -
LB 28 60 3 6 7(2) .
SWEIG 29 61 2 11 8(2) ;
TTL 11, 33 51, 54 1,3 2,6 4(2) _
VEN 3, 31 18, 55 3,5 - 12) -
VOO 1,3 8, 56 1 - 5(2) -

* Ver Tabla 3.



Tabla 27. Ensayos de inhibicién con AcM del clon 3SRF del grupo X.

79

3SRF
AcM
ANTIGENO® E:D Nada Anti-CD3 Anti-CD4 Anti-CD8 ME1 EDU-1
B*2705 4:1 21/26 -/2 -/33 -/3 1/- 21/-
1:1 10/20 -/0 -7 -/5 Q/- 16/-
B*2704 4:1 21/54 - - - 4/5 44/59
B*2706 4:1 76/77 - - - 6/12 72/76

* Los valores numéricos representan % de lisis especifica. Las LCL usadas fueron: R69 (B*2705* con ME1

y EDU-1), R15 (B*2705* con CD3, CD4 y CD8), Wewakl (B*2704) y PAR (B*2706).

4.5.11.- GRUPO XI

Este grupo esié formado por 4 clones, 72DRF de DL y 7.85RY, 47569 y 25RZ de SR que

reconocen B*2705, B*2701, B*2702 y B*2703 (Tabla 28). Los clones 72 DRF y 7.8SRY lisan de forma

muy similar a los 4 subtipos mientras que 47569 lisa dianas B*2703* marginalmente y 2SRZ es menos

efectivo frente al subtipo B*2702 que frente al resto de los subtipos. Ninguno de ellos reconoce lineas

HLA-B27". Los cuatro fueron ensayados con los AcM ME1 y EDU-1 (Tabla 29) frente a los cuatro

subtipos reconocidos, confirmandose su reactividad anti-HILA-B27 en todos los casos.



CELULA
DIANA

CH

LAR
R42

Wewak |
KNE

JSL

LIE

PAR

Y

LB

SIA
SWEIG
TTL
VEN
voo

* Ver Tabla 3.

HLA
A B c DR
12 *2705 2 I
3,24 215, 7 3.5
324 2705, 7 - 3.z
3 *2705, 35 .
24 *2701, 8 1.7 3,4
2,24 *2702, 18
2, 11 *2702, 14 -
2,3 *2702, 33 2,4 i, $
3,33 *2702, 8 -
31,32 *2703, 18 2,7 8, 11
23, 31 *2703, 53 2,4 -
2,6 *2704, *2706
Ii, 24 *2704, 62 2,4 z
1,24 *2704, R - 2,3
11 *2704, 48 2
2, 11 *2706, 54 12
1, 24 *2706, 48 2,11
2 7 - 4,6
28 &0 3 5
2,24 *2704, 60 4 38
29 61 2 1
11, 33 51, 54 1,3 2,6
3,5 18, 55 3,35 -
k3 8, 58 1

Tabla 28. Especificidad fina de los clones del grupo XI: Ensayo de panel
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Tabla 29. Ensayos de inhibicién con AcM de los clones del grupe X1

CTL
T2DRF 78SRY 47569 25RZ
ANTIGENO* AcM 41 11 41 1:1 41 11 4:1 11
B*2705 Nada 48 27 40/66  22/53 59/51 34 60777 38/50
Anti-CD3 18 12 14 /6 911 3
Anti-CD4 44 30 -/s0 -/58 52 2 /58 -/a2
Anti-CD8 25 16 -f14a /4 -2 2 /52 /32
MEI 0 0 12/ 0/- 3/ - 4/- 2/
EDU-1 57 50 37 20/- 60/- - 59/- 39/
B*2701 Nada 88 45 43/29 16/ 30/28 16 68 20
Anti-CD3 49 - -f21 /8 /308 - 0
Ani-Ch4 68 32 -/33 -f20 -f3z 22 - 22
Anti-CD8 12 6 4 12 12 - 1
ME1 12 11 1/~ 1/- o - 0 3
EDU-1 66 36 50/~ 23/- -9 - 63 25
B*2702 Nada 75 34 32 22 28 11 55 47
Anti-CH3 47 40 22 10 - 0 17 12
Anti-CD4 63 51 28 23 - 16 53 43
Ant-CDE 9 9 18 6 - 4 12 o
MEIL t 6 10 6 o - 0 0
EDU-1 53 51 H 24 29 - 65 57
B*2703 Nada 45 2% 40 21 47 13 67 21
Anti-CD3 26 13 26 12 12 - - 5
Anti-CD4 40 27 45 21 49 - - 24
Anti-CD8 18 8 0 3 52 - - 0
ME1 9 4 22 - - 0 0 .
EDU-1 34 36 38 21 - 14 (] -

* Los valores numéricos representan % de lisis especifica. Las LCL usadas fueron: R69 (B*2705" con los clones
T2DRF y 2SRZ), R15 (B*2705" con 79SRY y 47569), LH (B*2701), R34 (B*2702) con todos los clones excepto

7.8SRY donde se usdé R56 y CH (B*2703) en todos los casos excepto con el clon 7.85RY donde se utilizd LAR.

Tambien se comprobé la influencia de anti-CD3 y anti-CD8 en la lisis de los distintos subtipos

(Tabla 29). Anti-CD8 a ambas relaciones E:D, y anti-CD3 solo a la mayor, inhibieron
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significativamente la lisis de los 4 subtipos en el caso del clon 72DRF. Un comportamiento similar se
observé con 7.85RY aunque se pudo detectar una menor inhibicién por anti-CD3 en todos los casos
excepto con dianas B*2705*. La lisis por el clon 47569 se inhibi6 con anti-CD3 y anti-CD8 para todos
los subtipos exceptos B*2703, en donde sélo anti-CD3 inhibi6 la lisis. Con el clon 2SRZ anti-CD3 y
anti-CD8 inhibieron la lisis frente a B*2702 y mucho menos frente a B*2705, confirmando la debil

reaccién cruzada con B*2702, observada en el andlisis de panel (Tabla 28).

GRUPO XIi

El reconocimiento de los subtipos B*2705, B*¥2701, B*2703 y B*2704 est4 representado por €l
clon 112.8GRK, del individuo GM (Tabla 30). Los valores de lisis de los subtipos B¥2705, B¥2703 y
B*2704 oscilan alrededor del 40-50% mientras que la lisis del subtipo B*2701 es algo menor ( cercano
al 20%). Entre las dianas HLA-B27 sélo se observé lisis positiva con SWEIG (HLA-B60*). El panel
de l1a Tabla 30 permite descartar que la reactividad de este clon con las dianas HLA-B27* sea debida
a otros antigenos: las lineas CH y LAR solo comparten el antigeno B*2703 y HLLA-A31, que esta
tambien estd presente en la linea VEN, que no es lisada por este clon. Analogamente las 3 lineas
B*2704* comparten Gnicamente este antigeno.

La lisis mediada por B*2705 y B*2701 fue confirmada por inhibicién con AcM (Tabla 31). De
los tres AcM usados contra moléculas de superficie de la célula efectora solo anti-CD3 produjo una

inhibicién significativa de la lisis de dianas B*2705".



Tabla 30. Especificidad fina del clon

CELULA

DIANA

R15

R69

LH

R34
NW
CH

LAR

R42

WEI
ET

KNE

LIE

PAR

1.B

SWEIG

TTL

FIO

* Ver Tabla 3.

112.8GRK del grupo XIl: Ensayo de panel®

HLA L

A B C DR 112.8GRK

3 2705, 35 ; - 43(1) -

3, 24 *2705, 7 - 3,5 54(5) 29(4)
24 2701, 8 1,7 3, 4 20(1) 16(1)
2,24 2702, 18 2,5 3,5 13(2) 10(2)
3, 33 *2702, 8 . - 9(3) 5(2)
31, 32 *2703, 18 2,7 8, 11 23(1) 6(1)
23, 3] ¥2703, 53 2, 4 - 47(2) 28(2)
2.9 £2704, *2706 - - 30¢1) ;
11,24 *2704, 62 2, 4 2 57(2) 3002)
2,11 ¥2704 38 _ 4 . -
2 *2704, 8 - 2,3 58(2) 38(2)
2, 11 *2706, 5 3 12 42) 0(2)
i1, 24 2706, 48 _ 2,11 ; )

2 7 ; 4, 6 1K) (1)
28 60 3 6 0(1) 0(1)
29 61 2 11 32(1) .

11, 33 51, 54 1,3 2,6 0(1) 0(1)
3, 31 18, 55 3,5 - 0(1) (1)
1,3 8, 56 1 - (1) o(1)
2,3 7, 16 - 2 ] ]



Tabla 31. Ensayos de inhibicién con AcM del clon 112.8GRK del grupo XI1L
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112.8GRK
AcM
ANTIGENG E:D Nada Anti-CD3 Anti-CD4 Anti-CD8 El EDU-1
B*2705 4:1 71 27 59 67 25 66
I:1 39 15 29 34 18 35
B*2701 4:1 20 - - - ) 46
1:1 16 - - - 0 32

* Se eligié una diana representativa de cada antigeno HLA (R69 para B*2705 y LH para B*2701). Los valores

numeéricos representan % de lisis especifica.

4.5.13.- GRUPO XIII

El clon 122GRK (Tabla 32) reconoce dianas pertenecientes a los subtipos B*2705, B*2702, B*2704

y B*2706, no reconoce B*2703 y el ensayo con el subtipo B*2701 no pudo realizarse por lo que la asignacién

de este clon al denominado grupe XIII es tentativa. Ademds este clon es capaz de reconocer tambien a las

LCL SWEIG y VOO que expresan en sus respectivos haplotipos los antigenos HLA-B61 y B56 entre otros.

Los 6 antigenos lisados fueron probados en ensayos de inhibicién con AcM (Tabla 33) demostrandose

que la lisis estd mediada en todos los casos por los antigenos nominales previamente sugeridos por el panel

de la Tabla 30.



Tabla 32. Especificidad {ina del clon 122GRK del grupo XIl: Ensayo de pancl®

CELULA

DIANA

LG15

R69

LH

R34
R56

NW

CH

1LAR

R42

WEI

KNE

LIE

PAR

Y

LB
SWEIG
TTL
VEN
VOO

IFJO

* Ver Tabla 3.
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32

3,24

24

2,24

3.33

33, 32

23, 31

{1, 24

29
11, 33

3,31

HLA

B < DR
2705 2 !
*2705, 7 - 3,5
*2701, 8 1,7 3, 4
2702, 18 2,5 3.5
2702, 14 - )
*2702, 8 . X
*2703, 18 2, 7 8. 11
2703, 53 2,4 -
*2704, ¥2706 - ]
*2704, 62 2, 4 2
2704, § - 2,3
2706, S 3 12
2706, 48 - 2, 1
7 ) 4.6
60 3 6
4002 2 I
51, 54 1,3 2, 6
18, 55 3,5 -

8, 56 ] -

7, 16 . 2

CTL.
22GRK
a1 11
/1 26
705 48(6)
00 200)
541 42
11{1) 2{1)
(Y 1)
811y 5002
371 2203)
3 18(2)
8301)  500)
540 2e)
4(1) o(1)
10(4) 4{6)
155) 1)
0(1) 0(1)
2(1) 0(1)
/G 26(8)
0(1) 2(2)
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Tabla 33. Ensayos de inhibicién con AcM del clon 122GRK del grupo XIiI,

122GRK
AcM
ANTIGENO®* E:D Nada Anti-CD3 Anti-CD4 Anti-CD8 ME® EDU-1
B*2705 4:1 56 0 26 0 0 23
1:1 36 0 21 0 0 29
B*2702 4:1 40/23 -/19 -/24 -/0 9/- 53/-
1:1 24/15 -/15 -/19 -/1 5/- 34/-
B*2704 4:1 27/34 - - - 0/1 35/32
1:1 16/14 - - - 0/2 23/16
B*2706 4:1 29 2 27 2 0 26
1:1 16 4 19 3 0 21
B56 4:1 40/21 - - - 24/1 43/16
1:1 33/16 - - - 15/2 40/16
Bo1l 2:1 12 - - - 6 21

* Se eligié una diana representativa de cada antigeno HI.LA (R69 para B*2705, R34 para B*2702, KNE para
B*2704, PAR para B*2706, VOO para B56 y SWEIG para B61) . Los valores numéricos representan % de

lisis especifica.

® El AcM usado frente al antigeno B61 fue W6/32.

Ademais con los subtipos B*2705 ,B*2702 y B*2706 se produjo una inhibicidn significativa con

los AcM anti-CD8 y anti-CD3 excepto en el caso de B*2702 con anti-CD3.

Con este clon tambien se realizaron ensayos citotoxicidad frente a mutantes en posiciones

polimdrficas entre los subtipos de HLA-B27 (Figura 9). Se observé concordancia general entre la
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Figura 9. Citotoxicidad del clon 122GRK frente a los transfectantes HMy2.C1R que expresan B*2702
o mutantes especificos de HLA-B27. Estos fueron designados con el codigo de una letra del
aminodcido introducido seguido del nimero de la posicién en la estructura de HLA-B*2705. Los
resultados se expresan como % de lisis relativa con respecto al transfectante equivalente de B*2705
a la misma relacién E:D. Los resultados se obtuvieron a las relaciones E:D de 4:1 (barras negras), 1:1
(barras ralladas) y 0'5:1 (barras blancas). La lisis especifica del transfectante B*2705" a las tres
relaciones E:D fue: 67, 50 y 33% respectivamente. Como control negativo se usaron las células

HMy2.C1R transfectadas con el gen pSV2neo cuya lisis fue siempre inferior al 10%.
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reactividad frente a mutantesy el patrén de reaccién con los subtipos de HLA-B27. La Ginica excepcién
fue que este clon no lisa a Y116 pero si al subtipo B*2706 que posee tres cambios adicionales (E152,

§77, D114) por lo que probablemente estas posiciones compensarian el efecto del cambio Y116.

3.4.14.- GRUPO XIV

Este grupo consta del clon 37SLG (del respondedor SR) que reconoce todos los subtipos de
HLA-B27 excepto (Tabla 34). La lisis de los subtipos B*2701, B*2702 y B*2704 son marcadamente
inferiores (20-30%) que las del subtipo estimulador (70-80%) siendo la lisis del subtipo B*2703
intermedia (40-50%). Este clon también es capaz de lisar células HLA-B60* (LB, OT) observdndose
que la lisis de la diana SIA (doble positiva HLLA-B*2704, -B60) es marcadamente superior a la
correspondiente a cada uno de los antigenos B que posee por separado.

En la Tabla 35 se resumen los ensayos de inhibicién con AcM de este clon frente a una diana

representativa de cada uno de los antigenos reconocidos.



Tabia 34. Especificidad fina del clon 37SLG del grupo X1V: Ensayo de panel

CELULA o HLA CTL
DIANA A B c DR 37SL.G

4:1 11
R15 3 ¥2705, 35 1, 4 ] 74(6) 56(5)
R70 3, 24 *2705, 7 - 3,5 83(2) 38(1)
R69 3, 24 *2705, 7 - 3,5 75(3) 61(2)
LH 24 *2701, 8 1,7 3, 4 24(2) 24(2)
R34 2. 24 *2702, 18 2,5 3,5 26(4) 21(2)
R56 2, 11 *2702, 14 - - 21(2) 22(2)
NW 3,33 *2702, 8 - - 18(1) 16¢1)
CH 31,32 *2703, 18 2,7 8, 11 52(1) 61(1)
LAR 23, 31 *2703, 53 2,4 - 48(3) 44(2)
WEI 11,24 *2704, 62 2,4 2 26(4) 14(2)
STA 2, 24 £2704, 60 4 3,5 73(2) 61(2)
KNE 1, 2 *2704, 8 - 2,3 18(2) -
LIE 2,11 *2706, 5 3 12 0(2) oD
PAR 11, 24 *2706, 48 - 2,11 6(3) 0(2)
JY z 7 - 4,6 8(1) 12(1)
LB 28 60 3 6 38(2) 30(2)
OoT 2,24 7, 60 - - 59%(1) 14(1)
SWEIG 29 61 2 11 6(1) 4(1)
TTL 11, 33 51, 54 1,3 2, 6 o aH
VEN 3,31 18, 55 3,5 - 8(4) 7(2)
VOO 1,3 8, 56 1 - ohH acl)

* Ver Tabla 3.
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Tabla 35. Ensayos de inhibicién con AcM del clon 37SLG del grupo XIV.

3ISLG
AcM

ANTIGENQO®* E:D Nada Anti-CD?3 Anti-CD4 Anti-CD8 ME1 EDU-1
B*2705 4:1 587100 -/46 -/89 -/13 10/- 38/-

1:1 52 ; - - 10/- 62/-
B*2701 4:1 36 - - - 16 23

1:1 29 - - - 11 20
B*2702 4:1 34 - - - 5 20

1:1 21 0 10 0 - -
B*2703 4:1 50 - - - 0 43

1:1 44 - - - 1 38
B*2704 4.1 42 13 39 8 8 33
Bo6O® 4:1 45 - - - 12 54

1:1 31 - - - 9 35

® Se eligi6 una diana representativa de cada antigeno HLA (R69 para B*2705, LH para B*2701, R34 para
B*2702, LAR para B¥2703, Wewakl para B*2704 y LB para B60). Los valores numéricos representan % de
lisis especifica.

® El AcM usado frente al antigeno B60 es W6/32 y no MEL.

Los resultados corroboran la especificidad del clon 37SLG por los subtipos de HLA-B27, y por
B60. Ocasionalmente (con los subtipos B*2705, B*2702 y B*2704) se ensayé la influencia de CD3, CD4
y CD8 en el reconocimiento observindose que los AcM anti-CD3 y anti-CD8 pero no anti-CD4
inhiben dicha lisis, aunque la inhibicién de s6lo el 54% con anti-CD3 en dianas B*2705 estaria en

consonancia con la mayor lisis observada hacia este subtipo (Tabla 34).
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4.5.15.- GRUPO XV

Este grupo est4 formado por el clon 20.8GRK que reconoce todos los subtipos de HLA-B27
excepto B*2704 (Tabla 36). Este clon diferencia a la LCL B*2702' NW de otras LCL que expresan
este subtipo. Ello, unido a que también diferencia a los subtipos B*2704 y B*2706, que Unicamente
difieren en las posiciones 114 y 116, ubicadas en la lamina B y no accesibles al TCR, sugiere que el
epitopo reconocido por este clon implica peptidos.

La especificidad por los cinco subtipos de HILLA-B27 fue confirmada por ensayos de inhibicién
con los AcM ME1 y EDU-1 (Tabla 37).

Tambien se prob6 que el transfectante que contenia el cambio Y116 dentro del contexto de
B*2705 era especificamente reconocido por parte de este clon,

Los AcM anti-CDD)3 y anti-CD8 inhibieron especificamente la lisis mediada por todos los

subtipos ensayados, excepto en el caso de anti-CD8 y B*2703 lo que concuerda con la mayor lisis de

la correspondiente diana LAR.



Tabla 36. Especificidad fina del clon 20.8GRK  del grupo XV: Ensayo de panel®

DIANA

LG5

R69

I.H

R34
R56

NW

CH

LAR

R42

WEI

KNI

LIE

PAR

Y

LB
SWEIG
TTL
VEN
VOO

FJO

* Ver Tabla 3.

HLA

A B C DR
32 *2705 2 1

3, 24 *2705, 7 ; 3,5
24 2701, 8 1,7 3,4
2,24 ¥2702, 18 2,5 3,5
2, 11 *¥2702, 14 _ ]

3. 33 *2702, § ] _
31,32 ¥2703, 18 2, 7 8. 11
23, 31 2703, 53 2,4 -
2,9 2704, *2706 - -
11,24 *2704, 62 2, 4 2
1.2 2704, 8 ; 2,3
2, 11 *2706, 5 3 12
11, 24 2706, 48 _ 2, 11
2 7 _ 4,6
28 60 3 6
29 61 2 11
11, 33 51, 54 1,3 2,6
3, 31 18, 55 3,5 -
1,3 8, 56 ! ;
2,3 7,16 ; 2

CTL
20.8GRK
51(1} 37(1)
44(11) 29(%)
62(2) 36(2)
39(3) 21(3)
38(2) 23(2)
5(2) -
24(2) 22(2}
Ti4) 35(4)
35(3) 23(3)
12(6) 6)
6(3) 9(3)
42(2) 30(2)
65(5) 43(4)
(1) o1
0(1) (1)
10(7) 5(6)
(1) (1)
o) 4(1)
6(2) 22)
0(1) 6(1)



Tabla 37. Ensayoes de inhibicion con AcM del clon 20.8GRK del grupo XV.

93

ANTIGENO?®

B*2705

B*2701

B*2702

B*2703

B*2706

B*2705-Y116°

E:D

4:1
1:1

4:1
1:1

4:1
i:1

4:1
i1

4:1
1:1

2:1
1:1

20.8GRK

AcM
Nada Anti-CD3 Anti-CD4 Anti-CD8 ME1 EDU-1
58 9 58 18 18 64
38 0 28 3 2 25
63/67 - - 3/7 51/73
14/- - - - 0/- 40/-
50 15 55 21 8 65
30 5 30 13 4 45
81/68 0 69 64 19 79
50/51 0 45 43 12 52
73 27 66 24 25 82
56 15 48 11 13 63
58762 14/- 51/- 12/- 14/13 51/53
39/49 12/- 34/- 10/- 10/7 37/38

* Se eligié una diana representativa de cada antigeno HLA (R69 para B*2705, LH para B*2701, R34 para
B*2702, LAR para B*2703 y PAR para B*2706). Los valores numéricos representan % de lisis especifica.

® Esta diana es el transtectante de HMy2.C1R que expresa el gen de HLLA-B*2705 con el cambio Y116
correspondiente a B*2706.

Como este clon es el tnico que diferencia los subtipos B*2704 y B*2706, se realizaron ensayos

de inhibicién frfa usando lineas B*2705* y B*2706* como dianas marcadas (Figura 10). Este ensayo

corrabora, ademds de la naturaleza monoclonal de la especificidad, la similitud en el reconocimiento
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Figura 10. Inhibici6n fria de la citotoxicidad del clon 20.8GRK frente a células diana marcadas R69
(B*2705) (A) y PAR (B*2706)(B). La relacién E:D usada en ambos casos fue 4:1. Los porcentajes de
liberaci6n especifica de *'Cr en ausencia de células competidoras fueron: 38 y 47% respectivamente.
Se usaron como células competidoras las siguientes LCL: R69 (—), Wewakl (— —), PAR

{(—oe—)ylY (s o o).
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Figura 11. Inhibicién fria de la citotoxicidad del clon 20.8GRK frente a células diana marcadas R69
(B*2705) (panel A) y R34 (B*2702)(B) por células competidoras R69 (—— ), R34 (— =), NW
(B*¥2702) (—e ¢ =) Y JY (¢ & o). La relacién E:D usada en ambos casos fue 4:1. Los porcentajes de

liberacion especifica de >'Cr en ausencia de células competidoras fueron: 52 y 64% respectivamente.
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Figura 12. Citotoxicidad del clon 20.8GRK frente a los transfectantes HMy2.C1R que expresan los
antigenos correspondientes a todos los subtipos excepto B*¥2704 o mutantes especificos de HLA-B27.
Los mutantes fueron designados con el codigo de una letra del aminodcido introducido seguido del
correspondiente nimero de orden que representa la posicién en la estructura de HLA-B*2705. Los
resultados se expresan como % de lisis relativa con respecto al transfectante equivalente de B*2705
a la misma relacién E:D. Los resultados se obtuvieron a las relaciones E:D de 4:1 (barras negras), 1:1
(barras ralladas) y 0°5:1 (barras blancas). La lisis especifica del transfectante B*2705* a las tres

relaciones E:D fue: 56, 46 y 29%. Como control negativo se usaron las células HMy2C1R transfectadas

T T T
Zrsnssrsspzastssrenrsse,

P T

o e e L O P e e Il o P a0
I e R

L L L O 2020 00 o F e )

O e ) L L L Tl N N0

R

B

LEESREERES PR OEL O EEF AL EEEA PO EAEE PRI EN 21
S LTSS £ E T AR T AL I H B FE LA RS GO0 11 LI AIIIS IS TP I PELIEEEAP R A EPRPEP VI PETRLE S
O O o o

40 80 120

% LISIS RELATIVA

con el gen pSV2neo cuya lisis fue siempre inferior al 6%.



y7

de los subtipos B*2705 y B*2706 observado en el ensayo de panel (Tabla 36) ya que ambas células
compiten con eficiencia similar. Se observé una debil inhibicién con la linea B*2704" usada como
competidora no marcada con dianas B*2705" radioactivas y, bastante mas claramente cuando la célula
marcada es B*2706". Esto indica un debil reconocimiento del subtipo B*2704.

El clon 208GRK, es de todos los estudiados, el que diferencia més claramente a la linea NW
del resto de las B*2702* (Tabla 36) ya que mientras que lisa eficientemente a R34 y R56 la lisis frente
a NW es negativa. Esta diferencia fue confirmada en ensayos de inhibicion fria (Figura 11), donde s6lo
R34 pero no NW es capaz de competir eficientemente frente a dianas marcadas B*2705* 6 B*2702°.
Este experimento implica una ausencia casi total del epitopo reconocido por el clon 20.8GRK en NW.

El ensayo de citotoxicidad frente a mutantes de HLLA-B27 (Figura 12) indica que:

* Existe correlacion entre la nula lisis del subtipo B*2704 con la destruccién del epitopo en

E152 y su alteracion parcial en $77.

* El reconocimiento algo menor del subtipo B¥2702 con respecto a B*2705 se correlaciona con

la ligera alteracion del epitopo en los transfectantes N77A81, N77180.El efecto de la mutacién

180 es parcialmente compensado por el cambio N77.

* Existe una correlacién entre el eficiente reconocimiento de B*2701 (Tabla 36) y de los

mutantes que contienen el cambio Y74, presente en ese subtipo.

* El reconocimiento de B*2706 se correlaciona con la eficiente lisis del transfectante Y116.

4.5.16.- GRUPO XVI

El clon 100GRK, del individuo GM, reconoce todos los subtipos de HLA-B27 excepto B*2703
(Tabla 38). La lisis del subtipo B*2703 fue considerada negativa ya que, aunque era capaz de lisar muy
marginalmente a Ia linea LAR, no presentaba valores de lisis apreciables con la linea CH. El resto de
los subtipos eran lisados con valores tambien bastante bajos por lo que no puede descartarse un
reconocimiento residual del subtipo B*2703. Ademds de todas las LCL HLA-B27" probadas se observé

lisis positiva frente a las LCL SWEIG y VOO, en ambos casos con valores similares a los obtenidos

frente a dianas B27*.



Tabla 38. Especificidad fina del clon 100GRK del grupo XVI: Ensayo de panel’

CELULA HLA ] CTL
DIANA A [ C DR [00GRK
4. EH

R15 3 *2705, 35 1, 4 ] 43(1) 20(1)
R69 3, 24 *2705, 7 ; 3,5 31(4) 15(2)
LH 24 *2701, 8 1,7 3,4 14(2) 6(2)
R34 2,24 *2702, 18 2,5 3,5 22(2) 12(1)
RS6 2, 11 *2702, 14 - : 1002 8(2)
CHR 2,3 *2702, 8 6 2,7 19(1) 8(1)
CH 31, 32 *2703, 18 2,7 8, 11 2(2) 2(2)
LAR 23, 31 2703, 53 2,4 - 15(2) 7(1)
WEI 11,24 *2704, 62 2,4 2 32(2) 16(1)
SiA . -
KNE 12 2704, 8 - 2,3 27(3) 24Q2)
LIE 2, 11 2706, S 3 12 22(1) -
PAR 1, 24 2706, 48 - 2, 11 15(1) -

Y 2 7 - 4,6 ] ]

LB 28 60 3 6 8(1) -
SWEIG 79 61 2 i 17(1) _
TTL (1, 33 51, 54 [,3 2,6 0(1) -
VEN 3, 31 18, 55 3,5 - 3(1) -
VOO (3 8, 56 [ - 30(1) .

* Ver Tabla 3,

® La lisis del subtipo B*2702 se considerd positiva ya que las 3 LCL usadas presentaron vaiores >10% a E:D

4:1.
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Los ensayos de inhibicién com AcM (Tabla 39) permitieron corroborar la especificidad anti-
B27 en el caso de tres subtipos (B*2705, B*2701 y B*2704). Asimismo, la citotoxicidad de este clon

frente a dianas B*2705" fue inhibida por los AcM anti-CD3 y anti-CD8 (Tabla 39).

Tabla 39. Ensayos de inhibiciéon con AcM del clon 100GRK del grupo XVI.

100GRK
AcM

ANTIGENO* E:D ‘Nada Anti-CD3 Anti-CD4 Anti-CD8 El EDU-1
B*2705 4:1 33/21 -f12 -/26 -/0 3/4 24/22

1:1 18/12 -/7 -/16 -/4 2/3 25/13
B*2701 4:1 23 - - - 1 18

1:1 14 - - - 2 9
B*2704 4:1 30 - - - i2 29

* Se eligié una diana representativa de cada antigeno HLA (R69 para B*2705, LH para B*2701 y Wewakl

para B*2704). Los valores numéricos representan % de lisis especifica.

45.17.- GRUPO XVII

El clon 21515 reconoce los subtipos B*2705, B¥2701, B*2703, B*2704 y B*2706 del donante
SR (Tabla 40). Células B*2702* asi como las que expresan antigenos del grupo de reaccién serolégico
de HLA-B27 (B7, B60/61 y Bw22) no presentaron reactividad detectable con este clon.

El estudio com AcM anti-HLA (Tabla 41) demostrd, en las cinco LCL representativas usadas
para cada uno de los subtipos de HLA-B27 reconocidos por el clon 21815, que la especificidad estaba

mediada por HLA-B27 en todos los casos. Asimismo, anti-CD3 y anti-CD8 inhibieron

significativamente la lisis frente a B*2705.



Tabla 40. Especificidad fina del clon 21815 del grupo XVII: Ensayo de panel?

CELULA

DIANA

R70
R15

R69

ILH

R34

R56

CH

LAR

R42

WEI

KNE

LIE

PAR

Y

LB
SWEIG
TTL
VEN

VOO

* Ver tabla 3.

HLA

A B C DR
3, 24 *2705, 7 . 3.5
3 *2705, 35 1, 4 1

3, 24 *2705, 7 . 3, 5
24 *2701, 8 1.7 3,4
2,24 2702, 18 2,5 3,5
2, 11 *2702, 14 . ]
31, 32 *2703, 18 2,7 8, 11
23, 31 2703, 53 2,4 -
2,9 *2704, 2706 - -
11,24 *2704, 62 2, 4 2
L2 *2704, 8 - 2,3
2, 1 *2706, 5 3 12
i1, 24 2706, 48 - 2, 11
2 7 - 4,6
28 60 3 6
29 61 2 il
11, 33 51, 54 1,3 2,6
3, 31 18, 55 3,5 -
1,3 8, 56 1 -

31(1)
43(1)

31(4)

493)

0(1)
5(1)

19(3)

31(3)

82(1)

42(5)

78(3)

47(3)

35(2)

7(2)
2(2)
5(2)
0(2)
6(2)

6(2)
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Tabla 41. Ensayos de inhibicién con AcM del clon 21515 del grupo XVIL

21815

AcM
ANTIGENO®* E:D Nada Anti-CD3 Anti-CD4 Anti-CD8 ME1 EDU-1
B*2705 4:1 58/80 18/- 66/- 2/- -/12 -/82
B*2701 4:1 49 - - - 11 30
B*2703 4:1 42 - - - 12 46
B*2704 41 42/61 - - - 6/11 34/64
B*2706 4:1 39/71 - - - 0/14 53/37

* Se eligi6 una diana representativa de cada antigeno HLA (R69 para B*2705, LH para B*2701, LAR para
B*2703, Wewakl para B*2704 y PAR para B*2706). Los valores numéricos representan % de lisis especifica.

4.5.18.- GRUPO XVIII

Finalmente el grupo XVIII estd formado por aquellos clones (37GRK y 123.8GRK del
respondedor GM) capaces de reconocer a los seis subtipos de HLA-B27 usados en este estudio (Tabla
42). El clon 37GRK presenta valores elevados de citotoxicidad frente a todos los subtipos. El clon
123.8GRK presenta el mismo comportamiento, si bien las lisis obtenidas en este caso son més
reducidas. El clon 37GRK es capaz de lisar dos LCL. HLA-B27" (HOM-1 y TTL) con valores de
citotoxicidad préximos al 30%, que es aproximadamente la mitad de la lisis obtenida frente a dianas
HLA-B27*, mientras que el clon 123.8GRK no lisa a las LCL mencionadas. Ninguno de ambos clones

es capaz de lisar a otras dianas HLA-B27~ probadas en este ensayo de panel. La amplia especificidad



CELULA
DIANA

LGIS
R69

R15

I.H

R34
CHR
R56

NW

CH

LAR

R42

WE}
JSL
ET
KNE

SIA

LIE

PAR

HOM-|

TTL

Y

LB
SWEIG
VEN
VOO

FJO

* Ver Tabla 3.

Tabla 42. Especificidad fina de los clones del grupo XVI: Ensayo de panel”

] (LA

A B ¢ DR
32 2705 2 I

3, 24 *2705, 7 ; 3,5
3 2705, 35 14 1
24 2701, & 1,7 3,4
2,24 £2702, 18 2,5 3,5
2,3 ¥2702, 35 6 2,7
2,11 *2702, 14 . .

3, 33 *2702, 8 - -
3132 *2703, 18 2,7 8, 11
23, 31 ¥2703, 53 2,4 ;
2,9 *2704, *2706 - _
11, 24 *2704, 62 2,4 2

1 2704, 48 6 2
2, 11 *2704, 38 - 4
1,2 *2704, 8 ; 2,3
2,24 *2704, 60 4 3,5
2,11 2706, 5 _ 12
11, 24 £2706, 48 - 2, 11
3 7 7 2
11, 33 51, 54 1,3 2,6
2 7 - 4,6
28 60 3 6
29 61 2 11
3, 31 18, 55 3,5 -
1,3 8, 56 1 ;
2,3 7,16 - 2

3TGRK
a1 L
64(2)  40(2)
55(18)  46(12)
532)  26(2)
82(3) 51Q2)
793)  593)
732 3700)
Al4) 214
61(1)  42(1)
86(3)  62(3)
75(7)  6403)
77 70(1)
62(1)  30(1)
743)  54(3)
557y 5703)
292)  199)
23(12)  13(5)
(o)
0(1) 11
84)  1(4)
32)  0Q)
6(4)  4(4)
o) T

123.8GRK
4: 11
30(6)  21(1)
34(7)  19(6}
493) 333
29(5) 17(5)
42(4)  21(4)
37(2)  50(1)
59(4)  46(4)
44(1)  41(1)
192) 11(1)
35(4)  20(4)
213y 11(2)
30(5)  18(4)
172y -
38(2) 19(1)
: 22(1)
15(2)  20(2)
35(5) 22(5)
22y -
23)  0(1)
0(3)

o1y o)
1)y o)
0(1)

W1y ()
0(1) o(1)
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con subtipos de HLA-B27 deducida de la Tabla 42 en ambos casos, fue corrobarada por inhibicién con
AcM (Tabla 43). En todos los casos la molécula reconocida fué el correspondiente subtipo de HLA-
B27 ya que la citotoxicidad hacia cada LCL se inhibié por el AcM ME1 y no por EDU-1.

Se realizaron también ensayos de inhibicién con AcM especificos de CD3, CD4 y CD8 (Tabla
43) observdandose que el AcM «-CD8 inhibi6 la lisis en todos los casos. Con el AcM anti-CD3 se
observé una inhibicién parcial frente a dianas B*2706 y mucho menor frenta a dianas B¥2702 6
B*2704. Estos datos sugieren una reactividad algo mayor de 37GRK frente a B*2702 y B*2704.

En experimentos anilogos con el clon 123.8GRK el comportamiento de ambos AcM anti-CD3
y anti-CD8 es muy similar y en todos los casos la inhibicién producida por los mismos es significativa.

En ambos clones el AcM «-CD4 no presentd un efecto inhibitorio significativo.
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Tabla 43. Ensayos de inhibicién con AcM de los clones del grupo XVIIi.

CTI.
IIGRK 1138GRK
ANTIGENO?® AcM 4:1 1:1 4:1 1:1
B*2705 Nada 84 64 8/55 26/37
Anti-CID3 14 4 -f2 -/2
Anti-CDu4 7 56 -/52 /3
Anti-CD8 7 6 -{0 -f2
ME1 7 4 19/- 14/-
EDU-1 7 60 49/ 32/-
B*2701 Nada 50 23 24/36 17
Anti-CD3 - - -/0 2
Anti-CD4 - - -/15 21
Anti-CDR - - -f0 0
ME1 4 0 0/0 4
EDU-1 26 19 20/37 19
B*2702 Nada 89 66 42/63 18/40
Anti-CID3 57 36 -/18 -/10
Anti-CD4 75 62 -/64 -/51
Anti-CD8 12 8 -/10 -/5
ME1 7 5 0/- 0/-
EDU-1 79 62 49/- 21/-
BZ703 Nada 62 a6 35/44 29
Anti-CD3 7 6 -f15 10
Anti-CD4 57 33 -/51 42
Anti-CD8 3 3 -/5 9
ME1 4 8 14/- .
EDU- 66 37 32/- -
B*2704 Nada 83 5 31/33 16/26
Anti-CD3 n 37 -/6 -{4
Anti-CD4 gl 66 -/37 124
Anti-CDg 16 10 -/9 -/0
ME1 10 7 4/- 4/-
EDU-1 B7 62 37/ 24/-
B*2706 Nada 87 63 43 26/22
Anti-CD3 38 25 0 o/-
Anti-CDd 8 54 45 /-
Anti-CDS8 3 0 0 6/-
ME1 0 0 - -/0
EDU-1 98 60 - -/23
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8 Los valores numéricos representan % de citotoxicidad. Se usaron las siguientes LCL: R69
(B*2705 con 37GRK), R15 (B*2705 con 123.8GRK), LH (B*2701), R56 (B*2702), CH (B*2703 con
37GRK), LAR (B*2703 con 123.8GRK), WewakI (B*2704), LIE (B*2706 con 37GRK) y PAR (B*2706

con 123.8GRK).

El hecho de que el clon 37GRK fuera capaz de lisar dos dianas HLA-B27~ que no presentaban
ninghn antigeno de clase I en comtn (Tabla 42) sugiri6 la posibilidad de que este clon pudiera poseer
una reactividad adicional a-clase IL Por ello se realizé un ensayo de panel con dianas representativas
de los antigenos HLA-DR de estas LCL (DR2, 6) que se resume en la Tabla 44. El panel incluia
ademas de las dianas DR6* varias L.CL representativas de los cuatro subtipos de DR2 {(Dw2, Dw12,
Dw2i y Dw22). De este estudio se deduce que el clon 37GRK reconoce especificamente dianas
homozigotas HLA-DR2Dw2* pero no a aquellas que expresaban los otros subtipos de DR2. De las
dos LCL HLA-DR2Dw?2 heterozigotas estudiadas solo fué lisada una de ellas (TTL). Las tres dianas
Dw2* reconocidas presentan valores de lisis aproximadamente intermedios a los obtenidos con dianas
B*2705%, usadas como controles. Ademas dos subclones derivados de 37GRK por dilucién limite
mantuvieron el mismo patrén de reaccién dual anti-clase 1y -II, indicando que esta reactividad esta
mediada por un Gnico clon.

La citotoxicidad de 37GRK se ensay$ en presencia de AcM anti-HLA frente a dos dianas
DR2Dw2* (Tabla 45). En ambos casos la lisis fué totalmente inhibida por los AcM EDU-1 (anti-clase
II monomorfico) y HB55 (anti-HLA-DR monomérfico) no presentando influencia alguna los
monoclonales W6/32 (monomérfico anti-clase I), B72.1 (monomérfico anti-HLA-DP) y Genox1 (anti-
HLADQI).

Tambien se estudié el papel de CD3 y CD8 en la citotoxicidad de 37GRK hacia las dianas
DR2Dw2*. Como se observa en la Tabla 45 1a lisis de ambas LCL solo fué inhibida con el AcM «-CD3
obteniendose valores de lisis similares con los AcM «-CD4, «-CD8 y en ausencia de AcM. Este

resultado es consistente con la no participacién de CD8 en la lisis dirigida contra antigenos de clase

IL.
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Tabla 45. Ensayos de inhibicion con AcM del clon 37GRK del grupo XVIII (Cont.).

DIANA® ED
TTL 4:1
HOM-1 4:1
TTL 4:1
HOM-1 1:1

37GRK
AcM
Nada Anti-CD3 Anti-CD4 Anti-CD8 w6/32  EDU-1
36 5 34 31 - .
29 2 24 26 20 3
AcM
Nada W6/32 EDU-1 HBS5 B72.1  GENOXI
21 13 1 1 21 23
19 23 1 4 21 16

* Se eligié una diana representativa de LCL DR2Dw2' tanto de células homozigotas (HOM-1) como

heterozigotas (TTL). Los valores numéricos representan % de lisis especifica.

La naturaleza monoclonal de este patrén de reaccién fué analizada en ensayos de inhibicién

fria (Figura 13), Las 3 LCL HLA-B27* usadas (B*2705, B*2704 y B*2706) se inhiben mututamente

de forma eficiente. Ademads la célula B*2704* fué la ma’s eficiente competidora en los tres casos

(observandose la mayor diferencia de inhibicién cuando la linea marcada con *'Cr es la propia célula

B*2704). Estos datos estdn en consonancia con los valores de la Tabla 43 donde se observaba una muy

baja inhibicién con el AcM «-CD3 y sugireren que las células B*2704* son las mds eficientemente

reconocidas.



i
60
il

2% IMNHIBICICOMN

il

+
IR PN NSNS NEE M

I 41 16 t 4] 61 i 41 16
RELACION IAKA FRICALENTE RELACION DI FRACALENTE RELACEON DIANA FRA CALENTE

Figura 13. Inhibici6n fria de la citotoxicidad del clon 37GRK frente a células diana marcadas R69 (B*2705) (panel A), Wewakl (B*2704)(B) y PAR
(B*2706)(C). La relacién E:D usada fué 4:1. Los porcentajes de liberacion especifica de *'Cr en ausencia de células competidoras fueron: 71, 70 y 73%

respectivamente. Se usaron como células competidoras las siguientes LCL: R69 (—), Wewakl (— —), PAR (—ee—) ¥ IY (s o o).
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Un estudio similar se realizé con dianas representativas de los distintos subtipos de HLA-DR2
(Figura 14A). La lisis de dianas B*2705* fué parcial pero significativamente inhibida por células
DR2Dw2*, lo que estd en consonancia con los datos de panel de 1a Tabla 42 donde se observa una lisis
inferior de dianas DR2Dw2*' que de dianas HLA-B27*. La inhibicién fué similar con células
homozigotas o heterozigotas. Las células representativas del resto de los subtipos de HLA-DR2 (Dw12,
Dw21 y Dw22) no inhibieron de forma significativa la lisis de la diana B*2705*. El ensayo
complementario (Figura 14B) con una célula diana HLA-DR2Dw2” como diana marcada demostrd
que las células B*2705' seguian siendo competidoras mds eficientes que las correspondientes
Dr2Dw2".

El hecho de que existiera un segundo clon con un patrén similar de reconocimiento de los
distintos subtipos de HLLA-B27 (Tabla 42) y que presentara valores de lisis bastante inferiores sugirié
que tambien podria reconocer, aunque marginalmente, dianas DR2*. Para comprobar esta posibilidad
se realizaron ensayos de inhibicion fria con el clon 123.8GRK (Figura 15) donde la célula marcada era
una LCIL B*2705 y se ensayaron células representativas de todos los subtipos de HLA-DR2 como
dianas frias. El ensayo demostré vn alto grado de inhibicién con la diana DR2Dw2* bastante simijar
al obtenido con el control B*2705*. Ninguna otra competidora produjo inhibicién detectable. Adem4s
fa inhibicién por parte de la LCL HOM-1 (Dw2*) fué especifica del subtipo mencionado ya que la
linea FJO, usada en el ensayo, incluye en su genotipo todos los antigenos de histocompatibilidad de
la LCIL. HOM-1, excepto el subtipo de DR2 (FJO era Dw21* y HOM-1 Dw2*) como se observa en
la Tabla 42.

Para determinar cual de los dos heterodimeros, que se expresan normalmente en células
DR2Dw2*, era el reconocido por el clon 37GRK se realizaron ensayos de citotoxicidad con
transfectantes de céjulas L. murinas que expresaban separadamente los dos heterodimeros en cuestién:
all (B5*0101) y «B (B1*1501). Ambos transfectantes coexpresaban tambien la molécula de adhesién
humana ICAM-1. El resultado del experimento se expresa en la Figura 16 donde se observa que sélo
el transfectante que expresa el producto génico B5*0101 fué lisado de forma significativa aunque en
mucha menor medida que una LCL humana Dw2* usada como control positivo, mientras que el

correspondiente tansfectante con el producto B1*1501 no fué reconocido. El menor grado de lisis de
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Figura 14. Inhibicidn fria de Ia citotoxicidad del clon 37GRK frente a dianas HLLA-B27* (A) o DR2*
(B). La relacion E:D usada en ambos casos fue 4:1. Los porcentajes de liberacién especifica de S'Cr
en ausencia de células competidoras fueron: 54 y 40% respectivamente. Se usaron como células
competidoras R69 (———), BBF (= 3, VIV (—e =}, JY (o » o), FJO (6—s), [2W9 (o~ 0 —8), KT7
(0— o —¢, Y BAS (0e o @).
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Figura 15. Inhibicién fria de la citotoxicidad del clon 123.8GRK frente a dianas HLA-B27*. La relacién
E:D usada fue 4:1. El porcentaje de liberacién especifica de *'Cr en ausencia de células competidoras
fue del 38%. Se usaron como células competidoras LG15 (——), HOM-1 (— 3, VIV (— o —), JY

(o o o), FIO (0——a), 2%9 (8—0—0), KT7 (8~¢ -9}, Y BAS (8¢ ¢ @
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(e @ ). Los datos estdn expresados como % de liberacién especifica de *'Cr.
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las células murinas aB (B5S*0101) respecto a las linfoblastoides DR2Dw2' humanas se explica por la
menor expresion de moléculas de clase 11 en el transfectante murino y por {a menor eficiencia de las
interacciones xenogénicas que implican moléculas de adhesién. Tambien se realizaron ensayos de
inhibicién fria con las células murinas (Figura 17) como dianas competidoras. Asi la lisis de una célula
B*2705" fue inhibida por el transfectante L B5*0101* + ICAM-1 tan eficientemente como una célula
humana Dw2* usada como control. Ademis el correspondiente transfectante murino que sélo contenia
el heterodimero aff (B5*0101) pero sin la mélecula de adhesién ICAM-1 tambien inhibia la lisis
aunque menos eficientemente. Los transfectantes del producto génico B1*1501 con o sin ICAM-1 no
inhibieron. La lisis de células murinas Dw2B5*0101* fué especificamente inhibida por el AcM anti-DR
(a E:D 20:1 la lisis del transfectante «f3 (B5*0101) se inhibia en un 80% con el AcM anti-HLA-DR
y no con el AcM anti-HLA-clase 1).

Para profundizar en la caracterizacidén del epitopo reconocido por el clon 37GRK se
realizaron estudios de citotoxicidad frente a una serie de mutantes cuyos cambios se localizaban en
posiciones especificas de las hélicas a o de la ldmina B de HLA-B27. La Figura 18 muestra que
ninguna de las mutaciones analizadas en las hélices a destruyen el reconocimiento por este clon. Por
tanto este clon no se afecta significativamente por cambios en las hélices & de la molécula de HLA-
B27. Este clon lisa a todos los transfectantes de los distintos subtipos de HLA-B27 con gran
efectividad.

Entre las mutaciones de la ldmina B (Figura 19) tinicamente el cambio Y116 ya fuese en
solitario o junto con la mutacién D114 produjo una destruccién del epitopo (ambas posiciones
mimetizan los cambios presentes en el subtipo B*2706 con respecto a B*2704). Este efecto estd en
consonancia con los ensayos de inhibicién fria (Figura 13) donde se observa que el efecto heteroclitico
en la competicién por el subtipo B*2704 desaparecia en el subtipo B*2706. Un estudio paralelo con
el clon 123.8GRK mostré un patrén similar con los mutantes de ldmina § al obtenido con el clon
37GRK, pero las lisis correspondientes fueron menos eficientes (Figura 19).

Ensayos de inhibicién fria con los distintos mutantes de la ldmina 8 (Figura 20) mostraron que
Y116 fué capaz de inhibir la lisis de dianas $97 y D114, indicando que este mutante es reconocido,

aunque con muy poca eficiencia por el clon 37GRK.
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Figura 17. Inhibici6n fria de la citotoxicidad del clon 37GRK frente a dianas R69 (HLA-B27%). La
relacién E:D usada fue 4:1. El porcentaje de liberacién especifica de *'Cr en ausencia de células
competidoras fue 84%. Se usaron como células competidoras R69 (—— ), HOM-1 (— -), 5B6

(B5*0101) (— o —), 5B6 21 ( » o), 3B4 (B1*1501)(e— o ~#), 3B4 F10 (ee @), y DAP-3 (o~ -@).
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Figura 18. Citotoxicidad del clon 37GRK frente a los transfectantes HMy2.C1R que expresan los
subtipos de HLA-B27, excepto B*2704, o mutantes especificos en posiciones de 1a hélice a de éste
antigeno. Los mutantes fueron designados con el codigo de una letra del aminodcido introducido
seguido del correspondiente nimero de orden que representa la posicién en la estructura de HLA-
B*2705. Los resultados se expresan como % de lisis relativa con respecto al transfectante equivalente
de B*2705 a la misma relacién E:D. Los resultados se obtuvieron a las relaciones E:D de 2:1 (barras
negras) y 1:1 (barras rayadas). La lisis especifica del transfectante B*2705* a las tres relaciones E:D
fue: 37 y 209%. Como control negativo se usaron las células HMy2C1R transfectadas con el gen

pSV2neo cuya lisis fué inferior al 5%.
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Figura 19. Citotoxicidad de los clones 37GRK y 123.8GRK frente a los transfectantes HMy2.C1R que
expresan mutantes especificos en posiciones de la lamina B de HLLA-B27. Los resultados se expresan
como en Figura 18. La lisis especifica del clon 37GRK frente al transfectante B*2705* a las tres
relaciones E:D fue: 60, 44, 27% respectivamente y la equivalente del clon 123.8GRK: 39, 30 y 22%

respectivamente. Como control negativo se usaron las células HMy2C1R transfectadas con el gen

pSV2neo cuya lisis fué inferior al 1%.
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Figura 20. Inhibicién fria del clon 37GRK frente a mutantes de ldmina 3 de HLA-B27. Las células marcadas fueron los correspondientes transfectantes
de HMy2.C1R que expresan: B*2705 (panel A}, $97 (B) y D114 (C). La liberaci6n especifica de **Cr a la relacién E:D usada (4:1) en ausencia de células

competidoras fue de 77, 42 y 39% respectivamente. Las células competidoras usadas fueron los transfectantes de HMy2.C1R que expresan B*2705

(—), $97 (= -), D114 (—e e =), Y116 (o & o) y pSV2ne0 (— o ).
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4.6.- EPTTOPOS DE CELULAS T COMPARTIDOS POR LOS SUBTIPOS DE HLA-B27.

Los resultados anteriores sobre los patrones de reaccién de los 66 clones citoliticos anti-B*2705
de los tres respondedores estudiados se resumen en la Tabla 46. De ella pueden resaltarse los
siguientes hechos:

* Se observa reactividad compartida entre los 6 subtipos de HLA-B27 estudiados, aunque
epitopos reconocidos por células T comunes a los 6 subtipos son muy raros (clones 37GRK y
123.8GRK, del grupo XVIII). En cambio, aparecen mis frecuentemente reactividades compartidas
entre diferentes grupos de subtipos. Este hecho indica que los subtipos de HLLA-B27 comparten, en
diferente grado, epitopos aloespecificos reconocidos por células T.

* Aparece una clara jerarquia en el grado de reactividad de los distintos subtipos de HLA-B27
con B*2705, que se correlaciona con la estructura de los subtipos. Asi, B*2703, que se diferencia de
B*2705 Gnicamente en el residuo 59, fue el subtipo con el que mds frecuentemente reaccionan los
clones anti-B*2705. B*2701 y B*2702, que presentan cambios en los segmentos 74-81 y 77-81
respectivamente, presentan un grado similar de reactividad cruzada con B*2705 aunque menor que
B*2703. Finalmente, B*2704 que posee cambios en los residuos 77 y 152, y B*2706, que presenta dos
cambios adicionales en 114 y 116 fueron los subtipos antigénicamente mas distantes de B*2705.

* Existen diferencias significativas entre los distintos respondedores, por ejemplo, no se
observaron clones que reconocieran a los subtipos B*2704 y/o B*2706 en DL mientras que los otros
dos individuos si eran capaces de generar ciones de estas caracteristicas. Se obtuvieron clones que
reconocian a B*2701, B*2702 y B*2703 en los tres donantes estudiados aunque con marcadas
diferencias en cuanto a su frecuencia en lo que respecta a la reactividad con B*2701 y B*2703

marcadamente inferior en el individuo DL que en los otros dos.



Tabla 46. Reactividad de clones anti-B*2705 con los subtipos HLA-B27 : Diferencias individuales en la reactividad con subtipos®

ubti Clones reactivos de Respondedores Individuales
DL GM SR TOTAL_

N % N % N % N %
B*2705 15 100 18 100 33 100 66 100
B*2701 2 13 8 47° 11 33 21 32
B*2702 4 27 5 28 11 33 20 30
B*2703 2 13 9 50 20 61 31 47
B*2704 0 0 6 33 4 12 10 15
B*2706 0 0 S 28 2 6 7 11

* Se estudiaron un total de 66 clones derivados de tres respondedores. Los datos representan el numero (N) y el porcentaje (%) de clones que reconocen cada subtipo.

® Este porcentaje fue calculado teniendo en cuenta que el clon 122GRK no fue probado con el subtipo B*2701.
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4,7.- REACTIVIDAD CON OTROS ANTIGENOS HLA.

Otro punto importante que se desprende del estudio de los patrones de reaccion clonales se
refiere a reactividades adicionales con otros antigenos HLA. Estas se resumen en la Tabla 47. La
mayoria estén ligadas a antigenos HLA-B pertenecientes al grupo de reaccion serolégico de HLA-B27.
Asi, se observaron clones reactivos con HILA-B61 en los individuos GM (100GRK, 112.8GRK y
122GRK) y SR (13SLG y 27S69) y con HLA-B60 tGnicamente en el respondedor SR (un total de 10
de los 30 clones probados frente a dicho antigeno). Es remarcable la nula reactividad con HLA-B48,
aun teniendo en cuenta su similitud estructural con B60.

Con una frecuencia aproximadamente de la mitad se observaron clones, en todos los individuos,
que reaccionan con dianas Bw22* (B54, B55 y B56). Asi el clon 2DLE del individuo DL y los clones
7515y 16515 de SR reconocen HLA-B55. Los clones 100GRK y 122GRK de GM y el clon 16515 lisan
a la diana VOO (B56") habiendose confirmando dicho reconociento en ensayos de inhibicién con
monoclonales con Jos dos iiltimos clones. El clon 36SRC reconoce a la diana TTL (B54%). No se
obtuvieron clones que presentaran reactividad cruzada frente a otros antigenos de clase |, -A 6 -B. Sin
embargo dos clones fueron capaces de reconocer especificamente dianas HLA-DR2Dw2", que es

estructural y funcionalmente més diferente a HLLA-B27 que cualquier antigeno de clase I.



Tabla 47. Reactividad de clones anti-B*2705 con antigenos HLA-B27" *

RESPONDEDOR
ANTIGENO
DL GM SR TQTAL

N % N % N % N %
B61 0/15 0 3/16 19 2/29 7 5/60 8
B60 0/14 0 0/16 0 10/30 33 10/60 17
B54 0/14 0 0/16 0 1°/28 4 1"/58 2
B55 1/13 8 0/16 0 /28 7 3*/57 S
BS6 0/14 0 2°/16 13 1/27 4 /57 5
DR2 0 2 0 2

* Los datos representan el nimero de clones reactivos con el antigeno particular/ntimero total de clones testados con cada antigeno. Ademds se indica el

correspondiente porcentaje.

® La confirmacién formal de la reactividad con los antigenos HLA-B22 por irhibicién con monoclonales no pudo llevarse a cabo en todos los casos.

¢ La reactividad con los antigenos HLA-DR2 no se analiz6 de forma sistemitica para todos los clones. Por tanto, no se muestra el porcentaje estimado.
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4.8 - DIVERSIDAD Y FRECUENCIA DE LOS PATRONES DE REACCION DE LOS CLONES

ALOREACTIVOS ANTI-B*2705.

La distribucién de los patrones de reaccién clonales, para cada uno de los individuos
estudiados, se resume en la Tabla 48. En ella tambien se muestra el resumen de un andlisis similar,
que fue previamente realizado en el laboratorio (208) donde se obtuvieron 18 clones anti-B*2705 de
un unico respondedor (PA).

De los 32 patrones de reaccién posibles entre los distintos subtipos de HLA-B27 (inicamente
18 fueron detectados en el total de los clones analizados. Este dato refleja fa baja frecuencia de los
patrones de reaccidn clonal que inluyen a los subtipos B*2704 y/o B*2706.

De todos los patrones de reaccién, los grupos 1 (clones que sélo reconocen al subtipo
estimulador) y IV (clones que ademas reaccionan con el subtipo B*2703) contienen el 51% del total
de clones y estdn presentes en los 4 individuos estudiados. Ademds estos patrones estin relacionados
entre si, para cada respondedor, de forma inversa ya que un porcentaje mayor de uno de ellos implica
un menor porcentaje del otro grupo. Esta relacién no se encuentra con otros grupos de reaccién. Los
otros patrones similares al grupo IV, es decir, aquellos que presentan reactividad con un subtipo
adicional al estimulador se encuentran en un porcentaje mucho menor (6-7% para los grupos Il y I1I
y total ausencia con los correspondientes grupos que implicaran B*2704 y B*2706).

Los patrones 11, III, VIII y XI son los m4s abundantes despues de los grupos [ y IV y se
encuentran en frecuencias que oscilan entre el 5% y el 10% estando presentes en: los cuatro individuos
(grupo II), en tres de ellos (grupos Il y XI) o en sélo dos de ellos (grupo VIII). El resto de los grupos
se encuentra inicamente en dos de los respondedores estudiados (GM y SR) por lo que se deduce que
los individuos DI, y el previamente estudiado PA no presentan patrones propios de reaccién clonales
0 los presentarian en muy bajas frecuencias, es decir, todas las especificidades encontradas en estos
casos estdn tambien presentes en los individuos GM y SR.

La frecuencia de epitopos compartidos entre los distintos subtipos puede ser establecida de la
Tabla 48, donde se expresan las frecuencias globales de los patrones de reaccién individuales. Asi, el

27% de los epitopos aloespecificos son propios del subtipo estimulador (patrén de reacci6n I).
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Epitopos compartidos entre B*2705 y algin otro subtipo (excepto B*2704 y B*2706) dan cuenta del
39% de los clonotipos detectados, oscilando entre el 7 y el 24% ( patrones de reaccién I, I y IV),
siendo los epitopos compartidos entre B*2703 y B*2705 (patrén 1V) los mas frecuentes. Dentro de los
epitopos compartidos entre tres subtipos (patrones de reaccién V-X), que suman el 18% de los
clonotipos, el patrén predominante es el VIII (reactividad entre B*2705, B*2702 y B*2703). Los
epitopos comunes a més de tres subtipos (patrones XI-XVIII) representan el 15% del total de
clonotipos siendo el patrén mdés frecuente en este grupo el XI (6%) que incluye epitopos compartidos
entre todos los subtipos estudiados excepto B*2704 y B*2706. Unicamente el 13% de los clonotipos

implican patrones de reaccién que incluyen a los subtipos B*2704 y/o B*2706 ( grupos VII, IX, X, XII,

XIIL, X1V, XV y XVI).



Tabla 48. Patrones de reaccion de los clones ANTI-B*2705 con los subtipos de HLA-B27*

RESPONDEDOR®

PATRON DE REACCION

PA DL GM SR TOTAL
NUMERO SUBTIPOS"
I 5 6 (33%) 9 (60%) 4 (22%) 4 (12%) 23 (27%)
11 s, 1 2 (11%) 1(7%) 2 (11%) 2 (6%) 7 (8%)
i 1(6%) 3 (20%) 2 (6%) 6 (1%)
Y 2 (11%) 1 (7%) 5 (289%) 12 (36%) 20 (24%)
\ 3 (9%) 3 (4%)
VI 51,3 1 (3%) 1(1%)
Vil s, 1,4 1 (6%) 1 (1%)
VI 52,3 6 (33%) 2 (6%) 8 (109%)
iX 5,2, 4 1 (3%) 1 (1%)
X 5,4, ¢ L (3%) 1 (1%)
XJ 5,1,2,3 1 (6%) 1 (7%) 3 (9%) 5 (6%)
X1 51,3 4 1(6%) 1(1%)
X1t 52,4, 6 1 (6%) 1(1%)
XIV 51,23, 4 1 (3%) 1(1%)
XV 51,2,3,6 1(6%) 1(1%)
XVI 51,2,4,6 1 (6%) 1 (1%)
XVII 5,1,3, 4,6 1 (3%) 1 (1%)
XVIII 5,1,2,3,4,6 2 (11%) 2 (29%)
PATRONES DE REACCION 6 5 9 12 18
TOTAL DE CLONES 18 15 18 33 84
RAZON 0,33 0,33 0,50 0,36 0,21

¥ 3

* Aquellos clones que presentan el mismo patrén de reaccién con los subtipos de HLA-B27 pero que difieren en sus reactividades con antigenos

HLA-B27" se agrupan juntos.

® Los numeros indican los subtipos de HLA-B27 que son reconocidos por 10s clones en cada grupo de reaccién clonal.
¢ El ndmero indica la cantidad de clones que se encuadran en cada grupo. En paréntesis se expresa el porcentaje, relativo al nimero total clones

analizados de cada donante. Los datos del respondedor PA provienen de la referencia (194) y se muestran inicamente a efectos de comparacién.
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4.9.- RECONOCIMIENTO ALOGENICO DE LA LINEA CELULAR NW, CON ANOMALIAS

EN LA PRESENTACION DE ANTIGENO POR HLA-B27.

La linea NW (B*2702") es incapaz de presentar al menos tres péptidos virales restringidos en
el contexto de B*2702 (209). El defecto estd ligado geneticamente y se ha sugerido que puede estar
relacionado con la unién de péptidos, en el reticulo endoplasmico, distintos de los presentados por
otras dianas B*2702". Para examinar la posibilidad de que esta linea celular presentara un repertorio
de péptidos end6geno drasticamente diferente al de otras células B*2702* dicha linea se incluyé
sisteméticamente en los ensayos de panel. Asf, fueron ensayados:

* 23 de los 46 clones (50%), que no lisaban a otras células B*2702* perteneciente a 6 grupos
de reaccidn clonales.

* Los siguientes clones capaces de reconocer a otras dianas B*2702":

- Los cinco clones del grupo 11

- Los clones 16515 y 41515 del grupo V.

- Los dos clones integrantes del grupo VIII (11.8SLG y 27569).
- 13SRB (grupo 1X).

- Todos los clones del grupo XI excepto el 72DRF.

- 37SL.G (grupo XIV).

- 20.8GRK (grupo XV).

- 37GRK y 123.8GRK (grupo XVIII).

Asi, del total de 20 clones que lisaban dianas B*2702* se ensayaron frente a NW 17 (85%),
procedentes de tres individuos y de todos los grupos de reaccién excepto el XVI.

La Tabla 49 resume los valores de lisis obtenidos por los distintos clones ensayados frente a NW,
procedentes de los respectivos ensayos de panel de los correspondientes grupos de reaccidn clonales.
La mayoria de los clones probados (12 de 17: 71%) presentan lisis significativa tanto frente a NW
como a las otras dos LCL B*2702* usadas como controles. La mayoria de ellos lisan de forma similar
a las tres células aunque algunos clones (202DRD, 27569, 21569 y 41S15) reconocen con menor
eficiencia a NW. Este hecho no implica una peculiaridad de esta linea ya que tambien varios clones
son capaces de lisar a las células R34 y R56 con distinta eficiencia. Por lo tanto, las células NW

expresan una gran parte de los epitopos aloespecificos de HLA-B*2702 expresados en el resto de las
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dianas. Tres clones (13SRB, 172DRF y 11.851.G) reconocen marginalmente tanto a R34 como a R56

presentando a su vez valores de lisis nulos frente a NW. Esto no implica necesariamente un
reconocimiento diferencial de NW ya que como se observa con el clon 13SRB (Fig.8) las células NW
compiten con analoga eficiencia a R34.

Unicamente dos clones: 16515 y 20.8GRK reconocen a las LCL R34 y R56 pero no a células
NW. Posteriores ensayos de inhibicién fria confirmaron que el clon 20.8GRK sélo reconoce muy
marginalmente a las dianas NW (Figura 11), confirmando los datos de citotoxicidad. Estos datos

indican claramente que los epitopos reconocidos por el clon 20.8GRK y probablemente por 16515 en

las células B*2702 estan casi totalmente ausentes en.

Tabla 49. Reactividad de clones anti-B27 con lineas HLA-B*2702"

CTL LCL*

R34 R56 NW
37GRK 82 (3) 79 (3) 73 (2)
7.8SRY 51(1) 55 (2) 53 (2)
139DRD 33 (3) 37 (2) 31 (1)
37SLG 29 (3) 21 (2) 18 (1)
29515 25 (2) 21 (1) 20 (3)
2SRZ 40 (2) 16 (2) 28 (2)
47569 38 (2) 66 (2) 30 (2)
202DRD 43 (3) 82 (2) 25 (2)
27569 76 (2) 71 (1) 49 (2)
1238GRK 42 (4) 59 (5) 44 (1)
21869 66 (2) 66 (1) 31 (2)
41515 49 (1) 44 (1) 24 (1)
172DRF 15 (5) 22 (6) 4 (1)
11.8SLG 16 (6) 14 (2) 0(1)
13SRB 15 (4) 14 (2) 2(2)
16515 21 (4) 35 (2) 4 (5)
20.8GRK 23 (2) 38 (2) 5(2)

" Los datos estan expresados como % de lisis especifica a E:D 4:1 y son medias del nfimero de

experimentos indicado entre parentesis.
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4.10.- ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS CADENAS a Y B DE LOS RECEPTORES DE

CLONES CITOLITICOS ALOREACTIVOS ANTI-HLA-B27.

Dentro del contexto general del estudio de la respuesta citolitica aloreactiva anti-HLA-B27 se
llevé a cabo la caracterizacién estructural de las cadenas « y B del TCR para un grupo de clones anti-
B*2705 y un clon anti-B*2704 (64.8P, ref. 210). La estrategia usada se bas6é en la amplificacion
especifica, mediante el uso de oligonucledtidos especificos para cada familia Va 6 VB descrita, y
posterior secuenciacién directa de los diferentes cDNA amplificados de ambas cadenas. Ello permitié
conocer la secuencia nucleotidica, y por inferencia la proteica, de una regién variable (que dependia
de la zona de hibridacién de cada oligonucleétido en la secuencia del segmento V correspondiente)
para cada clon de aproximadamente unos 300 nucleé6tidos. Dicha region incluia parte del segmento VB
(6 Va), las regiones N+ DB y I8 (6 N+Ja) completas y el extremo mds 5’ de las region constante de
la cadena B (6 a).

Como se observa en las Figuras 21 a 23 existe un uso preferente de ciertos segmentos VB que
en algunos casos tambien se asocian a determinadas regiones JB. Ademds aparecen algunos motivos
estructurales recurrentes dentro de la regién N+ DB como son series de residuos no polares y/o la
presencia de un residuo de Ala en el triplete de unién DB-JB. En cambio en el estudio similar de la
cadena a se observa una clara ausencia de restricciones estructurales similares a las observadas en las
cadenas B tanto en el uso de segmentos Ve como de patrones estructurales recurrentes en las regiones
N+1]a. Ello conllevaria una contribucién asimétrica de las cadenas « y 8 del TCR al reconocimiento
alogénico en los distintos clones analizados, aunque debe tenerse en cuenta que éstos representan sélo

una fraccién de los clones obtenidos, en la que predominan clones del grupo 1.
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Figura 21. A) Secuencia de nucleotidos y su correspondiente traduccién a aminocidos de las regiones
de unién de las cadenas 8 del TCR y motivos estructurales recurrentes en las regiones de unién de
los mismos. B) Frecuencia de los motivos de uni6n recurrentes en los CTL anti-HLA-B27 estudiados

comparados con un grupo aleatorio de 63 seucencias de diferentes clones.
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Figura 23. Resumen de los TCR uvsados y patrén de reaccién de cada clon.
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5.1- LI1SIS DIFERENCIAL ENTRE LOS SUBTIPOS B*2704 Y B*2706.

Estudios previos con células T alorreactivas y restringidas por HL.A-B27 demuestran los
subtipos B*2704 y B*2706 son los m4s diferentes funcionaimente, al subtipo principal B*2705 (208,211-
214). La baja reactividad con ambos subtipos puede relacionarse con el dréstico efecto que provoca
sobre el alorreconocimiento el cdmbio en la posicién 152 (Glu>Val) presente en B*2704 y B*2706
(192).

En este estudio se han obtenido 11 clones anti-B*2705 que son capaces de reconocer dianas
B*2704 y/o B*2706: siete clones del individuo GM y cuatro clones de SR. Estos resultados contribuyen
en tres aspectos principales al conocimiento de las propiedades antigénicas de HLLA-B27. En primer
lugar se demuestra que para algunos respondedores las diferencias entre B*2705 y B*2704 /B*2706 no
son barreras criticas para el alorreconocimiento. Segundo, algunos patrones de reaccién clonales
indican que existen claras diferencias funcionales entre B*2704 y B*2706. En tercer lugar la
especificidad fina con el panel de LCL y el comportamiento frente a mutantes, sugieren diferencias
en los péptidos presentados por estos subtipos y una implicacién de éstos en el alorreconocimiento por
c€lulas T.

La aparentemente alta frecuencia obtenida en las respuestas de los individuos SR (13% del
total) y sobre todo GM (39%), indican que estos clones no son clonotipos raros obtenidos por
seleccién aleatoria, sino el resultado de las respuestas particulares de estos donantes. Por tanto, las
diferencias individuales pueden alterar profundamente el repertorio de las especificidades clonales en
respuestas citoliticas anti-HLA-B27.

La existencia de estos clones implica también que B*2705, B*2704 y B*2706 presentarian
epitopos comunes a células T. Esto sugiere, puesto que los epitopos reconocidos por células T
alorreactivas implican péptidos (179,180), la existencia de péptidos con suficiente similitud para poder
ser presentados por estos tres subtipos a células T citoliticas. Este resultado posee implicaciones para
los modelos de asociacién de HLA-B27 a EA, ya que se ha propuesto que esta enfermedad podria
estar originada por una respuesta mediada por células T hacia un peptido(s) presentado

especificamente en el contexto de HLA-B27 en las articulaciones (215). Esta hipétesis implica que el
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peptido(s) artritogénico(s) deberia poder ser presentado por varios subtipos ya que al menos B*2705
y B*2704 est4n igualmente ligados a la EA (186,215). la presentacién de un péptido o péptidos
similares por multiples subtipos es sugerido por los patrones de reaccién clonales presentados en este
estudio y ha sido parcialmente demostrado recientemente (216) con la observacién de que un mismo
péptido del patégeno humano EBV puede ser presentado por los subtipos B*2705, B*2702 y B*2704.

Algunos indicios previos de distincién funcional entre B*2704 y B*2706 estdn basados en la
reactividad de lineas policlonales de un individuo B*2705* frente a B*2704, donde se observé una
disminucién de la eficiencia litica de 2 a 4 veces frente a dianas B*2706* con respecto al subtipo
estimulador (212) y en otro estudio sobre frecuencias de precursores anti-B*2702 (217) donde
aparecian diferencias en las reactividades con B*2704 y B*2706. En ambos casos la naturaleza de los
epitopos implicados no fue definida. Tambien en un trabajo previo en el laboratorio (210) se obtuvo
una muy débil respuesta citolitica anti-HLLA-B*2704 donde sélo pudo generarse un tnico clon que
reaccionaba con todos los subtipos de HLLA-B27 excepto B*2703. Los patrones de reaccion de los
clones 20.8GRK, 58GRK, 112.8GRK y 37SL.G demuestran que los subtipos B¥2704 y B*2706 pueden
ser distinguidos claramente por células T citoliticas y son, por tanto, funcionalmente distintos. Por ello,
y como es general en otros antigenos de clase I, la diversificacion entre los subtipos B*2704 y B*2706
implica cambios inmunologicamente relevantes.

La interpretacion de los patrones de reaccidn clonales a nivel molecular sugiere la implicacién
de distintos péptidos en los correspondientes epitopos aloespecificos:

* Los clones S8GRK, 112.8GRK y 37SLG reconocen al subtipo B*2704 pero no a B*2706. Ello
implica que las dos diferencias existentes entre ambos subtipos (posiciones 114 y 116), que se
encuentran ubicadas en la [4mina B del sitio de unién de péptido y muy probablemente inaccesibles
al TCR, son capaces de destruir el epitopo reconocido en B*2704.

* En consonancia con lo anterior el mutante Y116, que mimetiza un cambio del subtipo
B*2706, no es reconocido por los clones 122GRK, 37GRK y 123.8GRK.

* El clon 13SRB (grupo IX) diferencia claramente en el ensayo de panel a la linea celular KNE
(B*2704*) de otras cuatro LCL que presentaban el mismo subtipo. Los ensayos de inhibici6én fria

demostraron que las diferencias entre dianas B*2704* eran tnicamente cuantitativas, sugiriendo el
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reconocimiento de un epitopo modulado por un péptido polimérfico o que se expresa con mayor
densidad en KNE que en el resto de las células B*2704*. Ademés este clon diferencia KNE (B*2704%)
de dos LCL B*2706* presentando, por tanto, un comportamiento similar a los clones citados mas
arriba.

* Asimismo, el reconocimiento de B*2706 pero no de B*2704 por parte del clon 20.8GRK v,
en menor medida, la diferencia de lisis sobre dianas B*2704 y B*2706 con el clon 122GRK (mayor lisis
contra B*2706) implicaria que los cambios ubicados en la l4dmina B son capaces de revertir la
destruccion del epitopo producida por cambios en la hélice «.

* El clon 58GRK reconoce a ios subtipos B*2704 y B*2705 pero no a ninguno de los dos
mutantes intermedios entre ambas estructuras (S77 y E152). Elio es dificil de explicar mediante una
interaccién directa entre el TCRy las regiones mencionadas de HLA-B27 especialmente porque ambas
posiciones estdn orientadas hacia el sitio de unién de péptido (14). Por otra parte, los mutantes Y116,
D114 y el doble mutante D114Y116 (193) que mimetizan cambios inaccesibles al TCR son
eficientemente lisados, mientras que B*2706, que presenta frente a B*2705 los cambios 877, D114,
Y116 y E152, no es reconocido. La explicaciéon més plausible de este sorprendente comportamiento
donde aparecen miiltiples efectos compensatorios es que este clon reconoce un epitopo modulado por
la presencia de un peptido o de péptidos suficientemente similares que permitieran su unién a los
distintos subtipos o mutantes y un reconocimento similar por parte de células T.

La observacién de reactividad cruzada frecuente con un subtipo perc no con los mutantes de
estructura intermedia indica que muchos epitopos requieren de miltiples cambios para conservarse
y que, paradéjicamente se pierden en mutantes mas similares a B*2705. Esto sugiere una seleccién
evolutiva de los subtipos de HLA-B27 para la conservacién de algunas de sus propiedades
presentadoras de antigeno.

Las consideraciones precedentes estdn en consonancia con la idea generalmente aceptada de
que la mayoria de las células T alorreactivas reconocen péptidos unidos al antigeno de
histocompatibilidad alogénico. Esto multiples evidencias indirectas, junto con la confirmacién de que
una gran mayorfa (60-70%) de clones aloreactivos anti-H-2K® son péptido-dependientes, habiendo sido

identificada la fraccién péptidica separada por HPLC (179,180). Este porcentaje seria probablemente
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un valor minimo, debido a la naturaleza de los ensayos estudiados.

5.2.- RECONOCIMIENTO ALOGENICO DE LA LINEA CELULAR NW.

Como ya se ha mencionado anteriomente es probable que la mayoria de los clones aloreactivos
se influencien, de distinta manera, por péptidos unidos al aloantigeno (179,180). En 12 de 15 clones
presentados en la Tabla 49, el aloreconocimiento mediado por HLA-B27 fue eliminado por cambios
no accesibles a interaccién directa con €l TCR como son el residuo 45 y varios cambios en la limina
B del aloantigeno (218, 219 y Villadangos et al. manuscrito en preparacion) sugiriendo que estos clones
pueden reconocer péptidos unidos a HLA-B27. El porcentaje (12/15: 80%) es muy similar al obtenido
en los ensayos de deteccién de péptidos nominales reconocidos por clones alorreactivos anti-H-2K®
(179,180). Por tanto, en la medida en que el reconocimiento de B*2702 en distintas dianas por un
determinado clon refleja la presentacién del mismo o de un péptido muy similar, el que la mayoria
de los clones no diferencian NW de otras células B¥2702* implica que se estd presentando en todas
ellas un conjunto de péptidos endogenos lo suficientemente similares para poder ser reconocidos por
dichos clones. La ausencia de lisis de NW por los clones 16515 y 20.8GRK sugiere que los
correspondientes epitopos estarian ausentes o muy disiminuidos o parcialmente alterados en NW.

Por otra parte, los perfiles de HPLC de los péptidos unidos a B*2702 en las tres LCL usadas
son muy similares (220) sugiriendo que las células NW no presentan una alteracién general en el

repertorio de péptidos presentados por B*2702, aunque puedan existir algunos péptidos diferentes.

5.3.- SIMILUTUD DESETOPICA ASOCIADA A PRESENTACION PEPTIDICA ENTRE HLA-

B27 Y HLA-DR2

Los clones del grupo XVIII reconocen los 6 subtipos de HLA-B27 junto con el heterodimero
a3 de HLA-DR2Dw2 (B5*0101). Estos resultados demostraban que HLA-B27 y HLA-DR2 comparten
epitopos de células T. El hecho de que previamente se hayan descrito tres clones citoliticos anti-HLA-

B27, originarios de un individuo no relacionado con GM, que reconocen dianas DR2* de varios
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subtipos (221) implica que estos hallazgos no son fortuitos. Estos clones presentaban un patrén de
reaccion clonal completamente distinto a los descritos en esta Tesis, ya que lisaban células B*2705*,
pero no del resto de los subtipos de HLA-B27, y tres de los cuatro subtipos de HLA-DR?2, excepto
Dw12). En ambos casos la reactividad anti-clase II, pero no la anti-HLA-B27, fué independiente de
CD8 lo que implicaba una mayor contribucién del TCR a la avidez total del reconocimiento de células
HLA-DR2" frente a las -B27".

Se correlacioné la estructura de los subtipos de HLA-B27 y -DR2 con la reactividad de 37GRK
intentando encontrar motivos estructurales comunes a los antigenos reconocidos por este clon. En
primer lugar se analizaron las diferencias entre el producto génico DRBS de DR2Dw2 con las cadenas
B de DR2 no reconocidas (Tabla 50). De la comparacién de secuencias puede deducirse que las
posiciones D30, D37 y L38 son las Onicas especificas de la cadena DRB5*0101. Estos residuos son
equivalentes a los residuos 116, 123 y 124 respectivamente de la molécula de clase 1 y se localizan
todos ellos en la ldmina B que acta de base del sitio de unién de péptido. Los residuos 123 y 124
estan conservados en todos los antigenos de clase I secuenciados (Tyr e lle respectivamente) y son
diferentes de D37 y 138 del producto génico DRB5*0101. En cambio, el residuo 116 es altamente
polimérfico en los antigenos de clase | y Gnicamente HILA-B27 y -B44 poseen Asp en esta posicion.
El residuo D116 se encuentra conservado en todos los subtipos de HLA-B27 excepto en B*2706 donde
existe el cambio Y116 que como se ha demostrado (Fig.19 y 20) es critico en el reconocimiento
alogénico por parte de este clon. Andlogamente la posicién 30 es tambien muy polimérfica en las
cadenas B de los antigenos DR2, siendo D30 un residuo tinico del producto DRB5*0101. Por tanto la
comparacién de secuencias sugiere que el residuo D30 de la cadena 8 de DRB5*0101 puede ser
necesario para el reconocimiento especifico de dianas DR2Dw2*.

Posteriormente se compararon las secuencias de HLA-B27 y -DR2Dw2 (B5*0101) signiendo
el alineamiento de secuencias de clase I y II publicado previamente (222) y a la similitud de las
correspondientes estructuras cristalogréficas (14, 17). Existen once residuos en hélices a conservados
entre HLA-B27 y -DR2, pero que presentan poca o nula variabilidad dentro de las cadenas § de los
antigenos DR y no forman una combinacién nica a B27 y DR2, por lo que no dan cuenta de la

reactividad cruzada entre estos antigenos.



Tabia 50. Residuos polimorficos entre los subtipes HLA-DR2*

HLA B1

6 g i1 13 28 30 31 37 338 47 &7 70 71 85
DRB5*0101 R Q D Y H D i D L Y F D R v
DRBES5*0102 G N v
DRBS*0201 C G N AY I Q A A
DRB5*0202 C G N v i Q A A
DRB1*1501 R W P R D Y F S v F I Q A v
DRB1*1502
DRB1*1601 Y F D R
DRB1*1602 Y L D R

B2
104 105 108 120 133 135 142 157 191
A R T N R 5 v T Q
G I
G I
s K P s L G M T R

* $e han comparado separadamente los productos alélicos DRBS y DRBI. Los residuos que son {nvariantes en cada serie alélica no se sefiaian. Blancos indican identidad con la correspondiente secuencia de referencia

(B5*0101 ¢ B1*1501)
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En cambio de los cinco residuos idénticos entre HLA-B27 y -DR2 en ldminas 8 adyacentes,
tres de ellos forman parte del sitio de unién de péptido. Estos son Y13, H28 y D30 de la cadena
B5*0101 que corresponderian a los residuos 99, 114 y 116 respectivamente de HL.A-B27. De los otros
dos residuos, el correspondiente a la posicién 10 estd orientado en la ldmina B hacia fuera del sitio de
unién de péptido, mientras que Y32 corresponde a Y118 de clase I y, aunque este residuo no es
accesible a sondas de solvente (11), puede contribuir en contactos con residuos de la «, hélice, sobre
todo con el residuo 81, e influenciar por tanto la unién de péptidos. Ninguno de los cuatro residuos
orientados hacia el sitio de unién de péptido es Gnico a HLA-B27 o -DR2Dw2 (B5*0101) pero, en
base a su polimorfismo, la combinacién de los mismos es Onica a todos los subtipos de HLA-B27
(excepto B*2706) y el mencionado subtipo de DR2. Ademds un residuo de la hélice a de la cadena
B (W61), que es equivalente a W147 de los antigenos de clase I, se incluy6 en el motivo comin debido
tanto a su proximidad espacial con los cuatro mencionados previamente como a su ubicacién hacia el
sitio combinante. Los residuos ESS y D66 estan ubicados hacia el sitio de unién de péptido y aunque
pueden contribuir al motivo estructural comdin entre B27 y DR2 no se incluyen porque son
monomdrficos en todos los productos DR y ademas los correspondientes residuos en HLA-B27 (59
y 63) no afectan al reconocimiento del clon 37GRK (Fig.12 y Tabla 40). Un esquema del motivo
estructural comin entre HLA-B27 y -DR2 se presenta en la Figura 24.

La ubicacion de dicho motivo en la zona més interna el sitio de unién de péptido, en un lugar
inaccesible a contactos con el TCR, sugiere que el patrén de reactividad dual anti-clase 1y -II puede
estar relacionado con el reconocimiento de péptidos que requeririan el motivo estructural definido.
Algunas de las posiciones definidas como epitopo comiin entre B27 y DR2 como son 13, 28 y 30 en
clase Il equivalentes a 99, 114 y 116 en clase [ son posiciones claramente definidas en ambos sistemas
como ubicadas en algunos de las subcavidades que determinan la especificidad de unién de cadenas
laterales peptidicas (14, 17).

La secuencia las cadenas « y B de los TCR de los clones 37GRK y 123.8GRK (193), mostré6
cierta similitud estructural entre las regiones N-D-JB de dichos clones con los de otras células T

especificas de HLA-DR2 (223), hecho que puede correlacionarse con un reconocimiento de motivos
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Figura 24. Semejanzas estructurales entre HLA-B27 y HLA-DR2. Se compararon las secuencias de
los dominios «; y «, de HLA-B27 con los equivalentes «, y 8, de DRB5*0101 usando como base las
estructuras cristalograficas de HLA-B27 y HLA-DR1. Las posiciones idénticas entre ambas estructuras
se muestran como puntos numerados. Los puntos grandes representan aquellos residuos que se han

propuesto que contribuyen al motivo estructural compartido entre ambos antigenos.
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péptidicos comunes ya que estas regiones estén criticamente implicadas en el reconocimiento peptidico
(73).

Es posible que el mismo péptido pueda unirse tanto a HLLA-B27 como a -DR2 ya que algunos
péptidos pueden ser presentados tanto por antigenos de clase 1 como de clase II en determinados
sistemas de restriccién viral (224-228). No obstante, la reactividad cruzada B27/DR2 no implica
necesariamente el reconocimiento del mismo péptido en los dos antigenos, sino sélamente de péptidos
con ciertos motivos estructurales comunes que les permitan unirse al desetopo comtn descrito y ser
reconocidos con suficiente avidez total.

El ligamiento de HLA-B27 a la EA, enfermedad que puede presentar ciertos componentes
autoinmunes, deja abierta la cuestién de si las propiedades de presentacion peptidica similares entre
HLA-B27 y HLA-DR2 pueden relacionarse con la susceptibilidad a la enfermedad. Por otra parte, se
ha descrito la existencia de de un peptido viral que provoca una respuesta citolitica inmudominante
mediada por clase 1 que puede unirse también a ciertos antigenos de clase II induciendo la aparicién
de células Th restringidas por clase II que contribuye a aumentar la respuesta citolitica anti clase I
frente al mismo péptido (227). Las espondiloartropatias asociadas a HILA-B27 pueden ser el producto
de una respusta autoinmune mediada por células T contra péptidos especificos de tejido presentados
especificamente por HLA-B27 en las articulaciones (215). Por tanto, es concebible que, en aquellos
individuos que presenten el apropiado(s) antigeno(s) de clase II, ciertos péptidos bacterianos que
mimetizen un péptido(s) endégeno(s) "artritogénico(s)" puedan ser presentados por las moléculas de
clase IT a células Th en condiciones de infeccién y aumentar la respuesta proliferativa. Esta podria
estimular a los precursores citoliticos que presentarian reactividad cruzada con HLA-B27 en el tejido
articular. Asi seria interesante evaluar los datos de asociacién a la enfermedad teniendo en cuenta la
posibilidad de que la presencia concomitante de HLA-B27 y ciertos subtipos de DR2 pudiera implicar
un riesgo relativo mayor en el desarrollo de la enfermedad que la existencia tnica de HLA-B27. Asi,

el estudio realizado en pacientes con tuberculosis osteoarticular (229) podria estar en consonancia con

lo anteriomente citado.
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5.4.- REACTIVIDAD CRUZADA CON ANTIGENOS DE LA FAMILIA DE HLA-B40.

En el presente estudio se han definido 15 clones que reaccionan con antigenos HLA-B40: cinco
clones, 3 de ellos de GM y dos de SR, lisan células HI.LA-B61* y diez clones, todos ellos del donante
SR, reconocen HL.A-B60. Ninguno de estos clones es capaz de lisar células HLLA-B48* a pesar de la
relativa semejanza estructural de este antigeno con HLA-B60. Esta reactividad cruzada con B40 fué
la més frecuentemente observada con los CTL anti-HL.A-B27.

Los antigenos HLA-B60 y B61 presentan estructuras muy relacionadas. HLLA-B61 difiere de
B*2705 en 16 residuos (Tabla 51). B60 se diferencia de B*2705 en los mismos cambios que B61 en 7
posiciones adicionales. En la posicién 97 los tres antigenos son diferentes: Asn en B27, Ser en B61y
Arg en B60. Por tanto, se esperaria una reactividad cruzada de clones anti-B27 mayor con B61 que
con B60. Este comportamiento es el observado en el individuo GM (Tabla 48) y en un estudio previo
de nuestro laboratorio con un donante distinto (208). Sorprendentemente, de 12 clones del
respondedor SR que mostraron reaccién cruzada con HLLA-B40, 10 reconocian HI.A-B60 y dos HLA-
B61. Puesto que GM y SR comparten HLA-B7 y difieren en el otro antigeno HLA-B (B8 para GM
y B44 para SR) es concebible que la influencia de los antigenos HLA-B en la seleccién clonal de
células T podria relacionarse con las diferencias observadas en la reactividad de estos individuos frente
a HLA-B40. La comparacién de secuencias de los antigenos HLA-B de los respondedores que
mostraban reaccién cruzada con HLA-B40 con HLA-B27, -B60, -B61 y -B48 se muestra en la Tabla
52, donde se han diferenciado los residuos implicados en la formacion de la subcavidad B del resto
de posiciones polimorficas, por la especial implicacién de ésta en la interaccién con el residuo Arg2
de los péptidos unidos a HLLA-B27 que es un motivo mayoritario de éstos. En contraste con B8 (GM)
y B35, 39 (PA) los residuos de la subcavidad B son idénticos entre B44 (SR), B60 y B61 excepto en
la posicién 9. Por tanto es posible que el repertorio de péptidos end6genos unidos a B44 sea
parcialmente solapante lon correspondientes a B60 y B61. Ello podria inducir una seleccién positiva,
mediada por B44, de cé€lulas T anti-HLA-B27 reactivas con B40 en el respondedor SR. Ademds en el
resto de las posiciones polimérficas de HI.A-B40, el antigeno B44 es el méds homélogo a B60,

incluyendo la posicién 97 donde B44 y B60 presentan Arg mientras que B61 y B48 poseen Ser. Esta



Tabla 51

HIA al
9 11 12 24 32 41 45 52 59 63 67 69 70 71 74 77
B*2705 H Y Vv T L A E I Y E C A X A D D L
B*2701 Y N A
B*2702 N A
B*2703 H
B*2704 S
B*2706 S
Bs1 T K S T N T Y S N R
B&O A M T K S T N T Y hY N R
B48 Y S Q S T N T Y 5 N R
B7 Y S Q N Y Q S N R
B54 Y A M A Q G v N Y Q S N R
B55 Y A M A Q N Y Q S N R
B56 Y A M A Q N Y Q S N R
a2
95 97 103 113 114 116 131 143 147 152 156 163 177 178
B*2705 L N v Y H D S T W A L E E T
B*2701
B*2702
B*2703
B*2704 E
B*2706 D Y E
B61 S H N Y R
B&0 R H N Y R S L D K
B48 S H N Y R S L D K
B7 S H D Y R E R D K
BS54 W T L H N L T
B35S W T L H N L T
B56 W R L H N L L

Comparacién de secuencias de los antigenos relacionados serolégicamente con HLA-B27. Blancos indican identidad con HLA-B*2705.



Tabla 52

aa B27 B61 B60 B48 B35 B39 B8 B7 Bd4
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Comparacién de secuencias de HIA-B27, -B60, -B61 y -B48 (las posiciones indicadas son las
polimérficas entre éstos antigenos) con los antigenos HLA-B de los respondedores que presentan
clones reactivos con algin antigeno B40*: GM (B7, 8), SR (B7, 44) y PA (B35, 39). Este dltimo
respondedor fue previamente estudiado (208) y se muestra s6lo a efectos comparativos. (-) Indica

identidad con HLA-B27. Las posiciones idénticas a HL.A-B60 se indican recuadradas. aa: Amino4cido.
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dltima posicién es especialmente significativa porque es la Gnica de todas las resehadas anteriormente
que se encuentra en la ldmina B del sitio de uni6én antigénica y en una localizacién bastante central,
modulando la conformacién de la subcavidad C-E-F, que son también importantes en la seleccién del
repertorio de péptidos unidos a cada antigeno de histocompatibilidad. Este hecho podria explicar la
mayor reactividad de SR hacia B60, por el efecto de B44 en la seleccion positiva del repertorio de
células T anti-B27.

La virtual ausencia de reactividad frente a HIA-B48, tambien estaria relacionada
principalmente con las diferencias en la estructura de la cavidad B y de la posicion 97 en relacién a
HLA-B60 y B61 serfan suficientes para explicar el pobre reconocimiento.

Es interesante resaltar que existe un aumento de la susceptibilidad a la EA cuando HLA-B60
estd presente en individuos HLA-B27* (230). Es posible que ello se relacione con las semejanzas

antigénicas entre estas dos especificidades como demuestran los datos anteriores.

5.5.- RELACION ESTRUCTURA-FUNCION EN LA RESPUESTA CITOLITICA ANTI-HLA-
B27

El estudio descrito sobre determinacion de la estructura de los TCR de clones citoliticos anti-
HILA-B27 incluy6 16 clones de los cuales 12 de ellos han sido caracterizados funcionalmente en esta
Tesis, pertenecen a los grupos de reaccién més especificos (grupos 1 al IV) y provienen de dos
respondedores (9 clones de DL y 3 clones de GM). Los otros 4 clones proceden de otros tres
respondedores distintos y fueron caracterizados anteriormente en el laboratorio (210, 213). A la vista
de los datos de las Figuras 21 y 22 son resaltables dos hechos:

* Existe una clara asimetria en cuanto al uso de segmentos Ve y VB en esta respuesta ya que
de los 16 clones estudiados 14 presentan segmentos V8 integrantes de Gnicamente dos subgrupos de
homologia (10 de los cuales pertenecen al subgrupo 4), mientras que el uso de segmentos Va no
presenta ningiin sesgo aparente.

* Dentro de las regiones N+ DB y JB aparecen dos motivos estructurales recurrentes que se

asocian claramente a los clones citoliticos anti-HL.LA-B27 pertenecientes al grupo de reacci6én 1



145

(aguellos que no reconocen a ningln otro subtipo excepto el estimulador): la existencia de regiones
N+ DB de entre 5 y 7 residuos apolares y la existencia de una Ala en el triplete de unién entre las
regiones N+ DB y JB. Es decir, ambos motivos pueden correlacionarse con la especificidad fina dentro
del conjunto de la respuesta citolitica anti-HLA-B27.

Estos resultados pueden interpretarse en el contexto de los modelos de interaccién entre MHC
y TCR (231) que postulan que los segmentos variables interaccionan principalmente con residuos en
las a-hélices de la molécula de histocompatibilidad mientras que las regiones N+ Dy J se relacionarian
principalmente con los péptidos unidos al antigeno. Una interpretacién del uso asimétrico de
segmentos Va y VB compatible con este modelo, implica que las posiciones polimérficas en las a-
hélices de HLLA-B27 interaccionan separadamente con los segmentos V de una de las cadenas del
TCR. Ademas, las diferencias de accesibilidad y variabilidad de los residuos de amino4cidos entre las
dos e-hélices de la molécula de MHC pueden implicar diferentes requerimientos en su interaccion con
el TCR. Por otra parte la existencia de motivos estructurales en las regiones N+ DB JB asociados a los
clones del grupo I (aquellos que solo reconocen dianas del subtipo estimulador) podria sugerir que las

mismas estarian interaccionando con los motivos conservados de los péptidos reconocidos en B*2705

por clones de esta especificidad fina.

5.6.- DISCUSION GENERAL

El presente estudio es la primera comparacién de distribucién de especificidades clonales en
respuestas citoliticas anti-HI.A en mdltiples individuos. Algunos estudios previos en ratén han
analizado la influencia de factores genéticos y ambientales en los repertorios de respuestas anti-H-2K®
(232). Los tnicos datos previos en humanos consisten en un estudio de diferencias individuales en las
frecuencias de precursores frente a B*2702, y otros antigenos de clase I (217), en el cual se demostré
una baja frecuencia de precursores anti-B*2702 reactivos frente a B*2704 y B*2706, aunque no se
determind la naturaleza de los epitopos implicados.

Dos aspectos del presente estudio son relevantes en la asociacién de HLA-B27 a la

enfermedad. En primer lugar, la caracterizacién y evaluacién de los epitopos aloespecificos
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compartidos entre los distintos subtipos de HLA-B27 conlleva implicaciones en cuanto a la asociacién
de distintos subtipos a la EA (215). Esta enfermedad estd probablemente mediada por un ataque de
células T contra HLA-B27. Por ello la asociacién de varios subtipos a enfermedad debe implicar que
dichos subtipos comparte epitopos reconocidos por células T.

En segundo lugar, la comparacién de diferencias individuales en la generacién de clones T
citoliticos, donde se observan diferencias en la reactividad con los subtipos, lo que indica una distinta
capacidad de los repertorios individuales de células T para reconocer determinados epitopos y podria
relacionarse con las diferencias en la susceptibilidad a la enfermedad en distintos individuos HLA-
B27*.

Estudios previos han demostrado que el polimorfismo de HILA-B27 afecta al reconocimiento

mediado por células T (182), tanto aloreactivas como restringidas, aunque la cuantificacién de dichos
efectos no fue tratada. En el presente estudio se ha definido el grado de similitud antigénica entre ios
distintos subtipos y su correlacion con la estructura de los mismos. B*2703, que presenta (inicamente
una diferencia con B*2705 en la posicién 59, comparte con B¥2705 més epitopos comunes que el resto
de los subtipos, y por inferencia, mas péptidos.

Los patrones de reaccién clonales que incluyen otros subtipos pero no B*2703 son menos
frecuentes pero significativos. Asi, los subtipos antigenicamente mds distantes, B*2704 y B*2706,
comparten con B*2705 el 15 y 11% de los epitopos respectivamente. Estos datos sugieren que los
repertorios de péptidos presentados por los distintos subtipos de HLA-B27 son diferentes aunque
parcialmente solapantes. Esta conclusion estd también apoyada por un andlisis comparativo de los
repertorios de péptidos enddgenos unidos a los subtipos de HLA-B27, llevado a cabo en el laboratorio
(233). La existencia de epitopos aloespecificos comunes entre los distintos subtipos reflejaria
presentacién de péptidos idénticos o similares entre ellos. Si los hipotéticos péptidos artritogénicos
entraran en esta categoria, se explicaria la asociacién de mdltiples subtipos a la EA.

En cuanto a la caracterizacién de diferencias individuales en las respuestas anti-HLA-B27, DL
es el que presenta una respuesta més restringida hacia el subtipo estimulador, ya que la mayoria de
los clones analizados (53%}) reconocian Gnicamente a dicho subtipo, s6lo un clon reaccionaba con més

de dos subtipos y ninguno con B*2704 6 B*2706. Este comportamiento es bastante similar al obtenido
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en el estudio del donante PA (208) donde tampoco aparecieron clones reactivos con B*2704 y/o
B*2706 siendo el porcentaje de células T reactivas con B*2701 y B*2702 muy similares a los obtenidos
en DL. La reactividad con B*2703 (superior en PA: 50% que en DL.: 13%), y una mayor complejidad
de los patrones de reaccién en PA diferenciaban las respuestas entre estos dos individuos.

En cambio las respuestas de los donantes SR y sobre todo GM son mds amplias. Asf, el ndmero
de clones reactivos frente a B*2701 o frente a antigenos no-B27 es mayor. Estos respondedores
presentan también reactividad con B*2704 y B*2706, y la complejidad de los patrones de reaccién
clonales en SR y GM es con frecuencia mucho mayor.

Aunque otros factores pueden inducir diferencias individuales en respuestas T aloespecificas,
es razonable asumir que los antigenos de histocompatibilidad juegan un papel importante, ya que en
el timo se seleccionan aquellos TCR que poseen una afinidad baja por los antigenos HLA propios
{165-167). Los antigenos del mismo locus son los que presentan una mayor semejanza estructural y
de epitopos comunes y por tanto son los que podrén influir o modular mas directamente la seleccién
de aquellos clones T que se van a activar en la respuesta alogénica. Dentro de este estudio, dicha
influencia esta probablemente relacionada con el hecho de que los dos respondedores cuya respuesta
es més restringida comparten el antigeno HLA-B39 mientras que GM y SR, con una respuesta mds
amplia, expresa HLA-B7. Se observé una correlacién entre la naturaleza de la posicién 152 en los
antigenos HLA-B de los respondedores (Tabla 53) con las reactividades encontradas en cada individuo.
Dentro de los antigenos de clase I el polimorfismo del residuo 152 se restringe a dos amino4cidos: Val
o Glu. Los subtipos B*2701, B*2702, B*2703 y B*2705 presentan V152 mientras que B*2704 y B*2706
tienen E152. Los antigenos HLA-B de los respondedores PA (B35, 39) y DL (B39, 44) presentan V152.
Todos los clones provenientes de estos individuos reconocen antigenos HLA-B con V152: B*2705,
B*2701, B*2702, B*2703, BSS5, B60 y B61. Asi mismo, no se detect6 reactividad con el antigeno HLA-
B7 que se encuentra seroldgicamente relacionado con HLA-B27 pero que posee E152. Por otra parte
el respondedor PA se utilizé en un intento de generacién de respuestas citoliticas anti-B*2704 (210)
no obteniéndose ningin clon con dicha especificidad aunque en el experimento en paralelo con B*2705
la respuesta fue relativamente abundante ya que lograron caracterizarse 18 clones. En el mismo

estudio un segundo respondedor que presentaba tambien V152 en sus dos antigenos HLA-B gener6
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tambien una respuesta citolitica anti-B*2704 muy pobre ya que sélo pudo obtenerse un clon con esta
especificidad despues de numerosos intentos, lo que indicaria que la gran dificultad en obtener estos
clonotipos era debida a una frecuencia mucho menor de los mismos en relacion a B*2705. Ademas
este clon poseia una especificidad que era independiente de la posicién E152. Otro estudio (217)
indicé que individuos con V152 en sus antigenos HILA-B generaban mayores frecuencias de
precursores con respecto a HLA-B56 (V152) que anti-HLA-B7 (E152), aun cuando ambos alelos
presentaban un nimero similar de cambios con respecto al antigeno estimulador y estdn relacionados
serologicamente entre si.

En cambio los individuos GM y SR, que presentan cada uno un antigeno con E152, generaron
clones citoliticos capaces de reaccionar con los subtipos B*2704 y/o B*2706. Por tanto es concebible
que la influencia del residuo 152 en la seleccién del repertorio T sea determinante. Ello seria debido
a la naturaleza del cambio y a la ubicacién de dicho residuo en una posicién central en la « hélice del
dominio «, orientado hacia el sitio de unién de péptido, de forma que influiria drésticamente en el
repertorio de péptidos presentados. Ademds, $97, Y116 y R156, localizados en el entorno del residuo
152, estan presentes en los antigenos HLA-B de los respondedores GM y SR pero no en DL y PA.

Las consideraciones anteriores sugieren que el fenotipo HLA del respondedor y, en particular,
ciertas caracteristicas estructurales de los antigenos HLLA-B influyen en el curso de la respuesta celular
anti-HLA-B27 y en la frecuencia de respuesta contra epitopos especificos. Es probable que esta
influencia de los antigenos HLA sobre el repertorio T influya en la susceptibilidad diferencial de

individuos HLLA-B27* a desarrollar espondilartropatias.



Tabla 33

HLA @]

g 11 12 24 32 41 45 63 67 69 70 71 74 77 80 82 83
B*2705 H S T L A E E C A K A D D T L R
B35 Y A M A Q M N F T N T Y s N R G
B3g Y S Q N T N T S N R G
B39 Y S Q N T N T S N R G
B44 Y A M T K S T N T Y N R
B7 Y S Q N Y Q S N R G
B8 Q A M S Q N F T N T S N R G
B44 Y A M T K N) T N T Y N R
B? Y S Q N Y Q 8 N R G

o2 a3
94 95 97 103 1066 197 113 114 116 131 152 156 158 163 167 168 177 178 180 194 199 205

B*2705 T L N v D G Y H D S A% L A E W L E T Q I A A
B35 1 I R L H D S L v
B39 R E R H N F T T C v
B39 R E R H N F T T C v
B44 I I R D D L S v S
B7 S5 H b Y R E R E D K E
B8 S H N Y R D T
B44 I 1 R D D L S v S
B7 S H D Y R E R E b K E

Comparaci6n de secuencias del antigeno HLA-B*2705 con los correspondientes alelos HLA-B de los distintos respondedores: PA (B35, 39), DL (B39, 44), GM (B7, 8) y SR (B7, 44). El individuc PA fue

previamente descrito (208) y se muestra aqui unicamente a efectos comparativos. Blancos indican identidad con HLA-B*2705.
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6.- CONCLUSIONES
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* El espectro de especificidades clonales en la respuesta celular anti-HLA-B*2705 es amplio,

pero los clones pueden agruparse en base a sus patrones de reaccién con los subtipos de HLA-B27.

* De los 32 posibles patrones de reaccién s6lo 18 han sido detectados, lo que refleja una baja

frecuencia de reactividad cruzada con B*2704 y B*2706.

* De los 18 patrones de reaccién detectados 6 aparecen con frecuencia apreciable y de forma
recurrente en todos o la mayoria de los respondedores examinados, mientras 12 s6lo se detectan con

baja frecuencia y en respondedores tinicos.

* El grado de relacién antigénica de los subtipos de HLA-B27 respecto a B*2705 es:
B*2705>B*2703>B*2702>B*2701>B*2704 >B*2706 y se correlaciona con la naturaleza de las

diferencias en su secuencia de aminodcidos.

* Todos los subtipos de HLA-B27 comparten epitopos reconocidos por células T con B*2705.
Esto implica que pueden presentar péptidos idénticos 0 con motivos estructurales comunes y se

correlaciona con la asociacién de miltiples subtipos a enfermedad.

* Distintos individuos difieren notablemente en su respuesta celular contra HLA-B27. Las
diferencias en la naturaleza y frecuencia de los patrones de reaccién clonales de cada individuo se
correlacionan con diferencias estructurales en sus antigenos HLA-B tales como con la naturaleza del

residuo 152 y su entorno, la estructura de la cavidad B y el aminoacido 97.

* La reactividad diferencial de los repertorios de células T de distintos respondedores hacia
epitopos particulares de HLA-B27 sugiere un posible mecanismo para explicar la diferente

susceptibilidad de individuos HLA-B27* a la enfermedad basado en la diferente capacidad para

responder a determinantes artritogénicos.
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* Los subtipos B*2704 y B*2706 son funcionalmente distintos y, el efecto de su polimorfismo

sobre el reconocimiento alogénico sugiere una adaptaci6n evolutiva relacionada con la especificidad

de presentacién de péptidos.

* HLLA-B60 y -B61 son los antigenos no-B27 més frecuentemente reconocidos por CTL anti-
B*2705. B60, cuando estd presente junto con HLA-B27 induce una mayor susceptibilidad a espondilitis
anquilosante. Por tanto hay una correlacién entre la conservacién de epitopos entre ambos antigenos

y su papel en espondiloartropatias.

* Se ha definido una reactividad recurrente entre HLLA-B27 y HLA-DR2 que puede ser

explicada por la existencia de un desetopo comdn en ambas estructuras asociado a la modulacién de

la especificidad de unién de péptidos.

* El repertorio de péptidos presentados por HLA-B27 en la LCL NW no es sustancialmente
diferente del de otras células B*2702* aunque algunos péptidos presentados por estas dltimas pueden
estar ausentes o muy disminuidos en NW. Por tanto, la incapacidad de NW de presentar ciertos

péptidos virales en el contexto de HLLA-B27 no es debida a una alteracién de caracter general en

la presentacién de antigeno por HLA-B27 en ésta célula.
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