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ABSTRACT

The association of HLA-B27 with ankylosing spondylitis (AS) is the strongest
one between an HLA class | molecule and any disease. HLA-B*1403 was strongly
associated to AS in the Togolese population, where both this disease and HLA-B27 are
unfrequent. B*1402, which differs from B*1403 only at residue 156 (L156R), was
found only in the healthy controls. Thus, the availability of two closely related HLA-
B14 molecules differentially associated with AS, allowed us for the first time to look for
molecular properties that may correlate with disease susceptibility in a non-B27 system.
Current research on AS pathogenesis is focused on a few hypothetical mechanisms. The
ones in which this thesis is focused are the arthritogenic peptide and the misfolding
hypotheses.

On the basis of the arthritogenic peptide hypothesis, we comparatively analyzed
the peptide binding specificity of B*1402, B*1403 and B*2705. Although differing by a
single residue, B*1402 and B*1403 shared only 32-35% of their peptide repertoires.
Subtype-related differences observed in multiple peptide positions, including P3 and P7,
were largely explained by a direct effect of the L156R change on peptide specificity.
The HLA-B14 subtypes shared only 3% of their peptide repertoires with B*2705.
Shared ligands between B*1403 and B*2705 were positively identified by sequencing.
Antigenic overlap analized by CTLs was similar to the peptide overlap, suggesting that
shared ligands tend to maintain their antigenic features when bound to the different
allotypes. In conclusion, our results indicate that B*1403 and B*2705 can present
common peptides.

On the basis of the misfolding hypothesis, we comparatively analyzed folding,
export, and stability of B*1402, B*1403 and B*2705. B14 folding was faster and more
efficient than B*2705, and similar for B*1402 and B*1403, but some unfolded heavy
chain (HC) from both B14 subtypes remained in the endoplasmic reticulum with a long
half life. The expor rate of B*1402 and B*1403was slow, and the heterodimers partially
dissociated after exiting the endoplasmic reticulum, as revealed by significant amounts
of Endo H-resistant and surface-expressed free HC. Both interaction with tapasin and
thermostability decreased in the order: B*2705>B*1402>B*1403, suggesting that the
B*1402 and, specially, B*1403-bound peptide repertoires were less optimized than that
of B*2705. So, folding, maturation and stability of B*1403 differ more from B*2705
than from B*1402.
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INTRODUCCION

La funcidn del sistema inmune es proteger al organismo de las enfermedades y
mas especificamente de las enfermedades infecciosas. Esta funcion la lleva a cabo
reconociendo, respondiendo y eliminando lo extrafio y a la vez, no reaccionando
perjudicialmente frente a lo propio.

El individuo sano se encuentra protegido contra los microorganismos por medio
de diferentes mecanismos, que se engloban en dos tipos de respuestas inmunitarias: la
innata y la adquirida o especifica. La innata, engloba a los fagocitos (neutréfilos y
macrofagos), eosinofilos, basofilos, células dendriticas, células NK (natural killer) y al
complemento. La adquirida estd mediada por los linfocitos B y T. Ambas respuestas
forman un sistema integrado de defensa, en el que existe una cooperacion funcional de
numerosas células y moléculas. La inmunidad innata, aparte de proporcionar una
primera linea de defensa contra microorganismos, también desempefia un papel
fundamental en la induccion de respuestas inmunitarias adquiridas. La respuesta
especifica estd dividida, a su vez, en la inmunidad humoral, en la que participan los
linfocitos B, productores de anticuerpos y la inmunidad celular, en la que participan los
linfocitos T citotoxicos (CTLs CD8"). Estos reconocen solo péptidos antigénicos unidos
a las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase 1. Ambas
respuestas estan reguladas por los CTLs CD4", que reconocen péptidos antigénicos en
el contexto de moléculas del MHC de clase II. Las respuestas humoral y celular tienen
una serie de caracteristicas fundamentales: especificidad, diversidad, memoria
inmunologica, especializacion, auto-limitacion y discriminacion de lo propio y lo
extrafio. La falta de respuesta inmunoldgica se denomina tolerancia. Las anormalidades
en induccion o en mantenimiento de la tolerancia, dan como resultado respuestas
inmunitarias contra antigenos propios, ocasionando las enfermedades autoinmunes.
Entre todos los genes asociados a autoinmunidad, las asociaciones mas fuertes
corresponden a los genes del MHC. Una de las correlaciones mas fuertes que se
conocen es entre la espondilitis anquilosante (EA), una enfermedad inflamatoria,

probablemente autoinmune y HLA-B27.
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1. ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS DEL MHC DE CLASE 1.

Las moléculas del MHC de clase I se expresan en todas las células nucleadas.
Son glicoproteinas de membrana formadas por la asociacion no covalente de una cadena
pesada (HC), de 44 kDa, una cadena ligera de 12 kDa, denominada beta 2-
microglobulina (B,m) y un péptido generalmente de entre 8 y 13 aminoacidos (Figura

1A).

Un amplio nimero de estudios cristalograficos ha permitido analizar en detalle la

estructura de los antigenos de clase I (Achour et al., 1998; Balendiran et al., 1997,
Bjorkman et al., 1987b; Bouvier et al., 1998; Fremont et al., 1992; Fremont et al., 1995;
Garboczi et al., 1996; Garrett et al., 1989; Guo et al., 1992; Hillig et al., 2001; Loll et
al., 2005; Madden et al., 1993; Madden et al., 1991; Madden et al., 1992; Saper et al.,
1991; Silver et al., 1992; Smith et al., 1996a; Smith et al., 1996b; Uchanska-Ziegler et
al.,, 2003; Young et al., 1994; Zawacka et al., 2005). La HC consta de una region
extracelular de 274 aminoécidos formada por tres dominios (o, 0, y 03), un segmento
transmembrana de unos 25 aminoécidos y una region citoplasmica de alrededor de 30

aminoacidos. El dominio a3, el mas préximo a la membrana plasmatica, y ,m, poseen



Introducciéon 3

una estructura similar a la de los dominios constantes de las inmunoglobulinas (Orr et
al., 1979). Bom, interacciona con a3, asi como con los dominios o, y ay, contribuyendo
decisivamente a la estabilidad de la molécula (Madden, 1995) (Figura 1A). La HC tiene
dos puentes disulfuro conservados que se encuentran en los dominios o, y o3 y que son
esenciales para el plegamiento correcto de la molécula de clase I (Creighton, 1988;
Koch and Tampe, 2006).

Los dominios a; y o, conforman una cavidad conocida como el sitio de union de
péptido. Dicha cavidad consta de una base formada por 8 ldminas B antiparalelas y 2
hélices a sobre ella (Figura 1B). Una hélice a y cuatro ldminas B provienen de al y la
otra hélice a con las otras cuatro laminas f restantes, de a2. Las dimensiones del sitio de
unién (25 A de longitud y 12 A de anchura) permiten alojar un péptido de entre 8 y 13
aminoacidos en su interior, con los extremos amino y carboxilo anclados mediante
puentes de hidrogeno. Los residuos situados en la region central del péptido suelen estar
orientados hacia el solvente, determinando la interaccion con el receptor de células T
(TCR). Los dominios al y a2 son altamente polimoérficos, lo que confiere propiedades
unicas en la unién del péptido y del TCR a cada molécula del MHC (Bjorkman and
Parham, 1990; Bjorkman et al., 1987a; Garrett et al., 1989; Saper et al., 1991). Un
analisis detallado del sitio de union revela la existencia de una serie de subcavidades (A-
F) cuya forma, tamafio y polaridad vienen determinados por las cadenas laterales de los
residuos que las componen (Garrett et al., 1989; Saper et al.,, 1991). En estas
subcavidades se acomodan las cadenas laterales de los aminoacidos del péptido unido,
asi como los extremos amino y carboxilo del mismo (figura 1B) La mayor parte del
polimorfismo descrito para las moléculas de clase I afecta a residuos localizados en el
interior del sitio de union de péptidos y modula la especificidad de uniéon de los mismos.
Los péptidos adoptan una conformacion extendida con los extremos N- y C-terminales
interaccionando con las subcavidades A y F, respectivamente. En HLA-B27 las
subcavidades C y F forman una tinica subcavidad C/F (Madden et al., 1991). El residuo
en posicion 2 (P2) del péptido se aloja en la subcavidad B, el residuo 3 en la subcavidad
D, y el residuo 7 (en general Q-2) en la subcavidad E. Algunas cavidades suelen ser
muy restrictivas para un aminoacido o un tipo determinado de aminoacidos. Estas
posiciones peptidicas que interaccionan fuertemente con la molécula de clase I, se
denominan posiciones de anclaje. Asi, los péptidos eluidos de un determinado alotipo

comparten una serie de residuos comunes en posiciones fijas (Huczko et al., 1993;
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Jardetzky et al., 1991; Rammensee et al., 1993). El resto de posiciones del péptido (para
nonameros los residuos 4, 5, 6 y 8) interaccionan débilmente con la molécula de HLA,
estdn expuestos en la superficie molecular para su reconocimiento por el TCR y
muestran mayor variabilidad de residuos, permitiendo a un unico alotipo unir muchos
péptidos, lo que posibilita la presentacion de gran diversidad de epitopos a los linfocitos

T.

2. RUTA DE PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE LOS
ANTIGENOS DE CLASE 1.

La inmunidad celular se desencadena por la interaccion de los TCRs con los
péptidos antigénicos presentados en el contexto del MHC de clase 1. Aunque
tradicionalmente se consider6 que los ligandos de clase I derivan de proteinas
endogenas maduras que son degradadas al final de su vida 1til, actualmente se admite
que los principales sustratos de esta via son productos defectivos de la sintesis proteica
(DRiPs, defective ribosomal products) (Qian et al., 2006; Reits et al., 2000; Yewdell et
al.,, 1996). La degradacion de las proteinas se lleva a cabo de modo general, previa
ubiquitinacion de las mismas (Arendt and Hochstrasser, 1997; Ciechanover, 1994) por
una compleja estructura multicatalitica denominada proteasoma, en un proceso
dependiente de ATP (Niedermann et al., 1995; Rock et al., 1994).

Los péptidos generados en el citosol son transportados al reticulo endoplasmico
(RE) por el transportador asociado al procesamiento de antigenos (TAP). Este es un
heterodimero formado por las subunidades TAP-1 y TAP-2, codificadas por genes
localizados en el MHC e inducibles por interferéon y (INF-y) (Lankat-Buttgereit and
Tampe, 2002). La ausencia de cualquiera de estas dos subunidades origina una profunda
inhibicién de la expresion de moléculas de clase I en la superficie celular (de la Salle et
al., 1994). El tamafo de los péptidos transportados por TAP varia entre 8§ y 16
aminodcidos (Momburg et al., 1994) y la eficiencia del proceso de translocacion esta
modulada por la secuencia del péptido, fundamentalmente por los tres residuos amino
terminales y el residuo carboxilo terminal (Momburg et al., 1994). Para los nonameros,
estos residuos tienen un efecto significativo en la union del péptido a TAP (Uebel et al.,
1997; Van Endert et al., 1995). Los residuos acidos en las posiciones C-terminal, P1 y
P3 de un nondmero reducen significativamente la afinidad de unién (Uebel et al., 1997).

Prolina en P2 impide en gran medida la union. Ciertos alotipos de HLA de clase I se
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asocian pobremente con TAP, y se ha sugerido que los residuos 116 y 156, localizados
en la region o2 del sitio de union de péptido de la molécula de clase I, podrian estar
implicados en esta asociacion (Neisig et al., 1996).

Algunos alotipos de clase I presentan ligandos con secuencias incompatibles con
el transporte por TAP, asumiéndose que proceden del recorte (trimming) de precursores
con extensiones amino terminales. Este recorte puede tener lugar en el RE, mediante
aminopeptidasas como ERAP1 (Saric et al., 2002; York et al., 2002) y ERAP2 (Tanioka
et al., 2003), ambas inducibles por IFN-y, con funciones complementarias y asociadas
fisicamente (Saveanu et al., 2005). En el citosol, se han identificado wvarias
aminopeptidasas, como la bleomicin hidrolasa, la aminopeptidasa sensible a puromicina
(Stoltze et al., 2000), la leucin aminopeptidasa (Beninga et al., 1998) y la tripeptidil
peptidasa II. Sin embargo, el consenso actual es que estas aminopeptidasas citosolicas
juegan un papel limitado en la generacion de ligandos de clase I, siendo su funcién
principal la degradacion de péptidos.

Una vez transportados al RE a través de TAP, los péptidos se unen a las
moléculas de clase I. La carga peptidica esta asistida por una chaperona residente en el
RE denominada tapasina (Tpn), que interacciona por un lado con TAP y por otro con la
HC (Bangia et al.,, 1999; Ortmann et al., 1997; Sadasivan et al., 1996) que ya se
encuentra unida a la ,m, y que esté estabilizada por otras chaperonas del RE. Una vez
formados los complejos trimoleculares (HC-B,m-péptido), las moléculas del MHC de
clase I salen del RE a la superficie celular a través de la via secretoria constitutiva.

La Tpn es una chaperona cuyo papel dentro de la ruta de procesamiento de clase
I no esta del todo clara. Incrementa los niveles de TAP y permite una mayor
translocacion de péptidos al RE (Lehner et al., 1998), al tiempo que favorece la uniéon de
péptidos a TAP (Li et al., 2000). Ademas, tiene un papel fundamental en el control de
calidad de los péptidos que se unen a las moléculas de clase I, ya que retiene a los
heterodimeros HC-B,m vacios o cargados con péptidos suboptimos hasta que adquieren
péptidos de alta afinidad. Por lo tanto, la Tpn contribuye a la edicion y a la optimizacion
del repertorio peptidico (Momburg and Tan, 2002; Williams et al., 2002; Zarling et al.,
2003). En ausencia de Tpn, al igual que ocurre en ausencia de TAP, la expresion en
superficie de muchos alotipos de clase I esta claramente disminuida; éste es el caso de
B*4402, B*3501, A*3001 y G*0101 (Park et al., 2003) Sin embargo, otros alelos como
B*2705, mantienen una expresion alta en ausencia de esta chaperona (Peh et al., 1998;

Peh et al., 2000). Los residuos 114 y 116 juegan un papel importante a este respecto, ya
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que la dependencia de Tpn de ciertos alotipos para su expresion en superficie varia
drasticamente con mutaciones puntuales en estas posiciones (Park et al., 2003;

Turnquist et al., 2000; Williams et al., 2002).
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Un anélisis mas exhaustivo revela que, aunque la expresion en superficie de
ciertos alotipos se mantenga en ausencia de Tpn, el repertorio generado presenta ciertas
diferencias cuantitativas y cualitativas (Purcell et al., 2001).

Esta ruta (esquematizada en la figura 2) se conoce con el nombre de via de
procesamiento clasica y es la responsable de la generacion y presentacion de la mayoria
de los ligandos peptidicos. Sin embargo, hay otras vias alternativas que aunque no
aportan gran cantidad de péptidos al repertorio, permiten la presentacion de ligandos
que pueden ser de gran importancia inmunolégica (Gromme and Neefjes, 2002). Una de
estas vias independiente de TAP, permite la presentacion de péptidos generados por
proteasas del RE o por proteasas residentes en la ruta secretoria, como la furina (Gil-

Torregrosa et al., 2000).

3. PLEGAMIENTO PROTEICO Y CONTROL DE CALIDAD EN EL
RETICULO ENDOPLASMICO.

El ensamblaje de las moléculas del MHC de clase I con los péptidos, y su
posterior presentacion a los linfocitos T en la superficie celular, es la culminacion de un
proceso regulado y ordenado que tiene lugar en el RE y que incluye una serie de
interacciones con chaperonas residentes de este compartimento que asisten en el
plegamiento de las proteinas. El RE tiene muchas funciones, entre ellas el plegamiento,
control de calidad (Ellgaard and Helenius, 2001; Sitia and Braakman, 2003) y
degradacion de proteinas. Aunque la conformacion nativa de éstas depende de su
estructura primaria, el RE determina de manera significativa su eficiencia de
plegamiento (Anfinsen, 1973). Mientras las proteinas plegadas correctamente son
exportadas del RE, las proteinas plegadas de forma andémala son retenidas y degradadas

selectivamente.

3.1 EVENTOS TEMPRANOS EN EL ENSAMBLAJE DE LAS MOLECULAS DE
CLASE L.

Las moléculas de clase I recién sintetizadas se translocan cotraduccionalmente
desde el ribosoma al RE para ser glicosiladas y, completar su maduracion. Los primeros
pasos del ensamblaje de la molécula de HLA de clase I estdn regulados por
interacciones con las chaperonas calnexina y calreticulina (Sadasivan et al., 1996;

Vassilakos et al., 1996) capaces de reconocer, a través de sus dominios lectina, N-
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oligosacaridos monoglucosilados. La HC recién sintetizada se asocia en el interior del
RE con la calnexina, que promueve su plegamiento y la unién a la 3,m. Esta asociacion
se establece a través del grupo carbohidrato monoglucosilado (N-oligosacarido)
Glc;ManyGlcNAc, (Glc, glucosa; Man, manosa y GIcNAc, N-acetilglucosamina) que
esta unido a la Asn86 de la HC (Hammond et al., 1994). Una vez que la HC se asocia

con la B,m, la calnexina es sustituida por la calreticulina (Sugita and Brenner, 1994).

3.2 ORGANIZACION DEL COMPLEJO DE CARGA PEPTIiDICO.

El complejo de carga peptidico (PLC) esta compuesto por la HC de clase I, fom,
calreticulina, ERp57, TAP y Tpn. Esta juega un papel decisivo en la formacion y
mantenimiento de la estabilidad del complejo de carga. Es capaz de reunir al resto de los
componentes en las proximidades de TAP (Ortmann et al.,, 1997) y su interaccion
covalente con ERp57 es critica para la formacion de los puentes disulfuro
intracatenarios que estabilizan a las moléculas de clase I (Dick et al., 2002; Peaper et al.,
2005). Después de la union con los péptidos, las moléculas de clase I sufren un cambio
conformacional que facilita su disociacion de la Tpn y del resto de los componentes del
PLC (Lie et al., 1990; Rigney et al., 1998; Townsend et al., 1989; Yu et al., 1999), salen
del RE y entran en el aparato de Golgi, desde donde, tras completar su maduraciéon a

través de modificaciones en el oligosacarido, son transportadas a la superficie celular.

3.3 GLICOSILACION DE LAS MOLECULAS DE CLASE 1.

En el RE, a las moléculas de clase I se les anade un mismo tipo de N-
oligosacarido, GlcsManyGlcNAc,. Este oligosacarido sufre un recorte por la accion
sucesiva de las glucosidasas 1 y II, que eliminan los residuos de glucosa. A
continuacion, una manosidasa de la membrana del RE elimina un determinado residuo
de manosa. En el Golgi, la manosidasa I elimina tres residuos mas de manosa y la N-
acetilglucosamina transferasa I afade un residuo de GIcNAc, lo que permite que la
manosidasa II elimine dos residuos mas de manosa. Asi, se obtiene el ntcleo final de
tres residuos de manosa que se presenta en un oligosacarido complejo. En este
momento, el enlace que existe entre los dos residuos de GIcNAc del nucleo del
oligosacarido se vuelve resistente al ataque de una endoglucosidasa altamente especifica
(Endo H). Todas las estructuras posteriores son resistentes a Endo H, por lo que se
utiliza el tratamiento con esta enzima para distinguir los oligosacaridos complejos de los

ricos en manosa. Por ultimo, se afaden residuos de GIcNAc, de galactosa y de acido
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sidlico (Balch et al., 1984; Helenius and Aebi, 2001). A medida que las moléculas de
clase I van adquiriendo acidos sidlicos, disminuye su movilidad electroforética. De esta
manera las moléculas de clase I terminan de madurar en el aparato de Golgi antes de ser

exportadas a la superficie celular. La glicosilacion aparece esquematizada en la figura 3.

\ APARATO DE GOLGI
GLUCOSIDASA 1 N-ACETILGLUCOSAMINA
TRANSFERASA |
Gl.ucos:DASA 1l
MANOSIDASA |
MANOSIDASA DEL GOLGI X Mghé?-sé%tss? ]
DEL RE =
000

MHC t¢lase 1 MHC ‘clase I MHC clase l MHC ¢lase 1 MHC clase I
O Glucosa © Manosa [ GleNAc [s:wmeumbll | |Rmm a EndoH |1
RETICULO OLIGOSACARIDO COMPLEJO
ENDOPLASMICO } CON ACIDOS SIALICOS

Figura 3. Glicosilacién de las moléculas de clase I. El proceso comienza en el RE con la eliminacion de los
residuos de glucosa del oligosacarico inicialmente transferido a la proteina. A continuacion, la manosidasa del RE
elimina un residuo de manosa. En el Golgi, la manosidasa I elimina tres residuos mas de manosa y la N-
acetilglucosamina transferasa I afiade un residuo de GlcNac, que permite que la manosidasa II elimine dos residuos
mas de manosa. Asi, se obtiene el nucleo final de tres residuos de manosa que se presenta en un oligosacarido
complejo. En este estadio, el enlace que existe entre los dos residuos de GlcNac del nicleo del oligosacarido se

vuelve resistente al ataque de una endoglucosidasa altamente especifica (EndoH).

3.4 CONTROL DE CALIDAD EN EL RETICULO ENDOPLASMICO.

Como ya se ha comentado, en el RE tienen lugar una serie de acontecimientos
que aseguran que solamente se exporten las moléculas de clase I que estén
correctamente plegadas. Las proteinas mal plegadas son reconocidas por diferentes
sensores que las retienen en el RE, las someten a nuevos ciclos de plegamiento y si
éstos resultan fallidos, son degradadas mediante un proceso conocido como degradacion

asociada al RE (ERAD).
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Las moléculas de clase I que no han adquirido una conformacion correcta en el
RE, son sometidas a ciclos de reglucosilacion mediados por la UDP-glucosa:
glicoproteina glucosiltransferasa (GT) que actlia como sensor del plegamiento (Parodi,
2000; Trombetta and Parodi, 1992). Asi, la proteina es marcada para interaccionar de
nuevo con calnexina y calreticulina. Esto incrementa la eficiencia de plegamiento y
previene un ensamblaje prematuro de la proteina y la exportacion de moléculas de clase
I mal plegadas. Sin embargo, algunas proteinas mal plegadas no son retenidas en el RE
en su totalidad y ciclan entre el compartimento intermedio del aparato de Golgi y el RE
(Raposo et al., 1995). Ademas, se ha demostrado que existe una recuperacion selectiva
de proteinas, que no estan bien plegadas, por transporte retrogrado desde el
compartimento intermedio del Golgi o el cis-Golgi (Hammond and Helenius, 1994) a
través de unas vesiculas denominadas COPI (Coatomer protein complex I) (Bednarek et
al., 1996; Letourneur et al., 1994; Rothman, 1996)}. Asi, las moléculas de clase I mal
plegadas y que han escapado de la retencion en el RE, son recuperadas a este

compartimento.

3.5 CONSECUENCIAS DEL PLEGAMIENTO ANOMALO Y RESPUESTAS DE
ESTRES.

Las moléculas de clase I mal plegadas se dislocan al citosol a través del
translocon Sec61 (Wiertz et al., 1996b). Posteriormente, son deglicosiladas por una N-
glicanasa, ubiquitinadas y degradadas por el proteasoma (Wiertz et al., 1996a). Este
proceso se conoce como ERAD. La acumulacion en el RE de proteinas mal plegadas
puede desencadenar estrés celular induciendo dos tipos de rutas de sefializacion. Por un
lado, la respuesta de proteina mal plegada (unfolded protein response: UPR), que pone
en marcha un complejo sistema de adaptaciones destinadas a aliviar el estrés celular
(Schroder and Kaufman, 2005), y la respuesta de sobrecarga (overload response: OR)
que, por mecanismos desconocidos, desencadena la activacion del factor nuclear-kB
(NF-«xB) (Pahl and Baeuerle, 1997). Algunas de las proteinas inducidas en la UPR estan
implicadas en ERAD (Travers et al., 2000). La induccién de NF-xB estd mediada por la
respuesta IRE1 y TRAF2, hasta ahora atribuida solamente a la ruta de UPR (Kaneko et
al., 2003), por lo que UPR y OR probablemente no son independientes. La induccion de
NF-«xB estd relacionada con la trascripcion de genes que codifican para citoquinas

proinflamatorias, tales como TNF-a, IL-1, e IL-6.
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4. LAS ESPONDILOARTROPATIAS Y LOS ANTIGENOS DE

HISTOCOMPATIBILIDAD DE CLASE 1.
4.1 HLA-B27 Y SU ASOCIACION A ESPONDILOARTROPATIAS.

Las espondiloartropatias engloban a un grupo de enfermedades inflamatorias
cronicas que incluyen la espondilitis anquilosante (EA) (Brewerton et al., 1973b) y la
artritis reactiva (Brewerton et al., 1973a). HLA-B27 esta fuertemente asociado a este
grupo de enfermedades. Su asociacion mas fuerte es con EA, una enfermedad crénica
que afecta a las articulaciones sacroiliacas, a la columna vertebral y a las articulaciones
periféricas. Aproximadamente, el 90-95% de los pacientes con esta enfermedad son
HLA-B27 positivos. Este antigeno presenta una amplia distribucion entre las distintas
poblaciones humanas, aunque esta ausente en algunos grupos étnicos como los nativos
de América Central y Meridional, Africa Ecuatorial y Meridional, Polinesia y Australia
(Lopez-Larrea et al., 1998). HLA-B27 est4 directamente implicado en la patogénesis de
las espondiloartropatias. La asociaciéon ocurre en multiples grupos étnicos
independientemente del haplotipo particular. Ademas ratas transgénicas que expresan
HLA-B27 y B,m humana desarrollan espontaneamente una enfermedad inflamatoria
similar a la EA (Hammer et al., 1990), que es dependiente del nimero de copias del
transgén (Taurog et al., 1993) y ratones transgénicos que expresan B27 y son deficientes
en Bom murina, pero expresan ;m humana también desarrollan artritis (Khare et al.,
1997; Khare et al., 1996). Sin embargo, aunque la implicacion de HLA-B27 parece

clara, se desconoce aln cual es el mecanismo patogénico.

4.2 SUBTIPOS DE HLA-B27: ASOCIACION DIFERENCIAL A ESPONDILITIS
ANQUILOSANTE Y ESPECIFICIDAD PEPTIDICA.

Hasta el momento, se han identificado 38 variantes estructurales y funcionales
de HLA-B27 que se diferencian en varios aminodcidos, generalmente situados en el
sitio de unién de péptidos, y que se denominan subtipos. Entre éstos existe una
asociacion diferencial a EA. Asi, mientras que B*2705, B*2702, B*2704, B*2707
(Armas et al., 1999; Gonzalez-Roces et al., 1997) se asocian a enfermedad, aunque se
ha encontrado una excepcion en la poblacion grecochipriota en la que B*2707 no esta
asociado a EA, (Varnavidou-Nicolaidou et al., 2004), B*2706 y B*2709 no lo hacen o
lo hacen débilmente (D'Amato et al., 1995b; Lopez-Larrea et al., 1995; Nasution et al.,
1997; Ren et al.,, 1997). La no asociacion de B*2709 a EA ha suscitado cierta
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controversia. Este subtipo prevalece en Cerdena, donde no estd asociado a EA
(D'Amato et al., 1995a; Paladini et al., 2005). También B*2709 estéd presente en la Italia
Continental en una frecuencia baja, donde se han encontrado pocos individuos con
espondiloartropatias, y ninguno con EA (Ramos and Lopez de Castro, 2002).
Recientemente, mas estudios han complicado la epidemiologia de este subtipo. Primero,
se han encontrado dos individuos B*2709 con EA (Cauli et al., 2007) (Olivieri et al.,
2007). Segundo, en Cerdefia B*2705 y B*2709 segregan en diferentes haplotipos del
MHC, lo que sugiere que genes no B27 del MHC podrian modular la falta de asociacion
de este alotipo a EA en esta poblacion. Tercero, algunos marcadores del MHC, que
mapean en regiones relacionadas con las NK, aparecen incrementados en los individuos
B*2705 y B*2709 sanos, en comparacion a los pacientes de EA B*2705 positivos,
sugiriendo un papel protector de estos genes (Cascino et al., 2007). Todos estos
hallazgos apuntan a que B*2709, por si solo, no carece de papel patogénico. Sin
embargo, hay que tener en cuenta otros factores. De los dos pacientes de EA B*2709
positivos, uno era también B*1403 (Cauli et al., 2007), que esta asociado a enfermedad
en Africa (Lopez-Larrea et al., 2002). El otro paciente presentaba colitis ulcerosa
(Olivieri et al., 2007). La prevalencia de HLA-B27 entre pacientes de EA con
enfermedad inflamatoria del intestino es mas baja que entre pacientes sin dicha
inflamacién sugiriendo asi, de nuevo, la presencia de genes no B27 en este paciente que
pudieran ser responsables de la susceptibilidad a enfermedad. Que B*2705 y B*2709
segregen en diferentes haplotipos en Cerdefia, no parece explicar de manera fehaciente
la falta de asociacion de B*2709 a enfermedad en esta poblacion. Esto implicaria que el
MHC contiene genes protectores capaces de anular el efecto patogénico de HLA-B27.
El hallazgo del incremento entre individuos sanos B*2705 y B*2709 de genes
relacionados con las NK sugiere que existen genes protectores responsables de la falta
de asociacion de B*2709 a EA. Sin embargo, estos estudios tienen que ser confirmados
en un numero mayor de individuos y los efectos de los genes protectores en B*2705
deben ser confirmados en més poblaciones.

La especificidad de HLA-B27 se caracteriza por la union, casi siempre, de Arg
en P2. Esta especificidad se debe al caracter polar de la subcavidad B, que esta
conservada en todos los subtipos, y viene principalmente determinada por el residuo
Glu45 (Madden et al., 1992).

La posicion C-terminal es la segunda posicion mas importante de anclaje de los

péptidos de HLA-B27 y se acomoda en la subcavidad F. Sin embargo, no esta tan
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conservada como la P2. B*2705 une péptidos con residuos C-terminales basicos,
alifaticos y aromaticos. Esta flexibilidad se relaciona con la presencia de Asp77 y
Aspl16 (Madden et al., 1992). B*2702 y B*2704 tienen una especificidad en el residuo
C-terminal restringida a residuos alifaticos y aromaticos. Sin embargo, B*2704 es capaz
de unir algunos péptidos con Arg (Lopez de Castro et al., 2004). La preferencia
disminuida hacia residuos basicos que presentan estos dos alotipos, se debe a la
ausencia de Asp77. B*2702 presenta Asn77 y B*2704, Ser77. B*2706, B*2707, y
B*2709 tienen una especificidad C-terminal restringida solamente a residuos alifaticos
y aromaticos (excluyendo Tyr). B¥2709 puede ocasionalmente admitir péptidos con Tyr
y quizas Arg en la posicion C-terminal, con una frecuencia muy baja (Lopez de Castro
et al., 2004). La especificidad restringida que tienen estos alotipos es debida a la falta de
D116, que estd cambiado a Y116 en B*2706 y B*2707 y a H116 en B*2709. Los
subtipos no asociados a EA unen casi exclusivamente péptidos con residuos C-
terminales apolares, mientras que la mayoria de los asociados unen ademas péptidos con
residuos basicos y Tyr. B*¥2707 se comporta como los subtipos no asociados a EA en lo
que respecta a su preferencia por residuos C-terminales apolares, pero difiere
significativamente de B*2706 y B*2709 en su repertorio peptidico, debido a
preferencias dispares en otras posiciones de anclaje (Gomez et al., 2006; Tieng et al.,
1997). Esto sugiere que las diferencias en las propiedades de union y presentacion de
péptidos entre estos subtipos podrian estar relacionadas con la asociacion diferencial a

enfermedad.

4.3 HLA-B14 Y SU ASOCIACION A ENFERMEDAD.

Como se ha dicho, un rasgo principal de los ligandos de B27 es la presencia de
Arg en P2 (Jardetzky et al., 1991), que se une a la subcavidad B del sitio de union de
péptido (Madden et al., 1991; Madden et al., 1992). Entre los antigenos de clase I, esta
subcavidad esta formada por residuos polimorficos por lo que pocos alotipos unen
péptidos con Arg2. Por este motivo es interesante B*3901, un alotipo que también une
péptidos con este residuo (Falk et al., 1995), une algunos ligandos de HLA-B27 in vitro
(Sobao et al., 1999) y se encuentra asociado a EA en Japon, en pacientes que son HLA-
B27 negativos (Yamaguchi et al., 1995). En pacientes caucasoides, HLA-B39 esta
asociado con un tipo de artritis psoriasica que afecta a la columna vertebral (Crivellato
and Zacchi, 1987), una forma que estd muy asociada a HLA-B27 (Khan, 2002). Ademas

el desarrollo de las espondiloartropatias en gorilas se ha correlacionado en estos
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animales con la expresion de moléculas de clase I, que presentan péptidos con Arg2
(Urvater et al., 2001).

Recientemente, se ha determinado que B*1403, un alotipo que so6lo se ha
encontrado en las poblaciones africanas de Camerin y Togo (Ellis et al., 2000; Lopez-
Larrea et al., 2002), esta fuertemente asociado a EA en la poblacion togolesa, donde
tanto la existencia de HLA-B27 como de la enfermedad son raros (Lopez-Larrea et al.,
2002). En este estudio se evaluaron de forma clinica y genética 7 pacientes de EA y 4
(57%) eran B*1403 positivos. La prevalencia de este alotipo en la poblacion togolesa es
menor del 1%. El alotipo B*1402, que difiere de B*1403 sdlo en la posicion 156 (Leu
en B*1402 y Arg en B*1403), se encontro en el 2% de los controles sanos y ausente
entre los pacientes de EA. B*1402 tiene una amplia distribucidon poblacional, incluida la
caucdsica y nunca se ha visto asociado a enfermedad. B*1402 une preferentemente
péptidos con Arg en P2 (DiBrino et al., 1994). En el comienzo de esta tesis la
especificidad peptidica de B*¥1403 era desconocida. La disponibilidad de dos moléculas
de HLA-B14 estructuralmente similares pero asociadas diferencialmente a enfermedad,
permite estudiar diferentes pardmetros relacionados con la susceptibilidad a

enfermedad, en un sistema no B27.

5. HIPOTESIS PATOGENICAS.

La investigacion actual sobre la patogenia de las espondiloartropatias se
desarrolla generalmente en el marco conceptual de cuatro hipotesis basicas que se

describen a continuacion.

5.1 HIPOTESIS DEL PEPTIDO ARTRITOGENICO.

Esta hipoétesis surgié en 1990 (Benjamin and Parham, 1990) y esta basada en la
propiedad de HLA-B27 como molécula presentadora de antigenos, en el concepto de
mimetismo molecular y en la idea de que la activacion de respuestas de linfocitos T por
medio de un antigeno externo puede resultar en autoinmunidad. HLA-B27 podria unir
uno o mas péptidos provenientes de proteinas bacterianas que generarian una respuesta
de CTLs. Estos podrian reaccionar cruzadamente con algin péptido propio que
presentara mimetismo antigénico con péptidos bacterianos, rompiéndose de este modo
la tolerancia. La respuesta contra el péptido propio produciria dafio tisular e

inflamacion. Esta hipotesis estd apoyada por multiples evidencias indirectas, como la
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presencia de células T CD8" autorreactivas restringidas por HLA-B27 (Fiorillo et al.,
2000; Hermann et al., 1993), o especificas de antigenos bacterianos, en liquidos
sinoviales de pacientes (Hermann et al., 1993; Kuon et al., 2001; Ugrinovic et al., 1997)
y la existencia de expansiones oligoclonales de linfocitos T CD8" en articulaciones de
individuos B27" con artritis reactiva iniciada poco después de un proceso infeccioso
(Dulphy et al., 1999). Se han encontrado receptores de linfocitos T comunes entre
pacientes con EA (May et al., 2002), lo que sugiere la existencia de un mismo agente
activador en estos linfocitos, que podria ser el complejo formado por HLA-B27 y un
péptido bacteriano.

La asociacion diferencial de los subtipos de HLA-B27 a EA sugiere una
implicacion de los péptidos en la patogenia de la enfermedad, debido a la especificidad
diferencial de union de péptidos que presentan los distintos subtipos. Un péptido, ya sea
bacteriano o propio, con caracteristicas que posibiliten la unidn a los subtipos asociados
a EA, e impidan la unién a los subtipos no asociados, seria un candidato ideal a
“péptido artritogénico”. Alternativamente, se ha propuesto que un péptido presentado
mas eficientemente por los subtipos no asociados a enfermedad, y peor por los subtipos
asociados, podria inducir tolerancia en los individuos B*2706 y B*2709, pero no en los
individuos con subtipos asociados a EA. Asi, la respuesta autoinmune inducida por un
antigeno externo se daria en individuos en los que la expresion del autopéptido fuera
muy baja, y no se hubiera producido tolerancia. Ademas, no habria reaccion cruzada en
individuos en los que se habrian eliminado los CTL autorreactivos, como consecuencia
de la tolerancia generada hacia el autopéptido (Fiorillo et al., 2000).

La asociacion diferencial de subtipos de HLA-B27 a EA ha suscitado numerosos
estudios comparativos (Gomez et al., 2006; Ramos et al., 2002b; Sesma et al., 2002), de
los respectivos repertorios peptidicos. Una variante de la hipotesis del péptido
artritogénico se basa en la presentacion por HLA-B27 de péptidos provenientes de su
propia molécula. HLA-B27 presenta en el dominio a2 de su HC, una region (residuos
168-176) homologa con proteinas de bacterias gram-negativas, lo que sugiere que el
péptido artritogénico podria ser un péptido derivado de la propia molécula de HLA-
B27, presentado como ligando natural (Scofield et al., 1993). Se han encontrado dos
péptidos derivados de dicha region entre los ligandos naturales de HLA-B27, el que
incluye los residuos 169-179 y otro relacionado, con los residuos 169-181 (Alvarez et
al., 2001; Boisgerault et al., 1996; Garcia et al., 1997). El primero de ellos es un ligando

bastante abundante, pero tiene un papel patogénico cuestionable porque su presentacion
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por los distintos subtipos no se correlaciona con la asociacion a enfermedad
(Boisgerault et al., 1996; Ramos et al., 2002a). El péptido B27 (169-181) se ha
identificado como ligando natural en B*2705, B*2704 y no se ha encontrado en B*2706
y B*2709 (Alvarez et al., 2001), pero su relacion con la asociacion a EA es incompleta,

porque no se presenta por B*¥2702 (Alvarez et al., 2001).
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Figura 4. Esquema de la hipétesis del péptido artritogénico. Un CTL CD8" con especificidad por un antigeno
bacteriano restringido por HLA-B27 puede ser activado por una célula dendritica que le presente el péptido
bacteriano, que puede adquirir tras fagocitar restos bacterianos. El mimetismo molecular entre el péptido bacteriano y

un autopéptido podria desencadenar una respuesta cruzada del CTL contra células propias.

Adicionalmente, se ha identificado un péptido proveniente de la regidon
intracitoplasmica de HLA-B27, como ligando natural de al menos tres de los subtipos
asociados a enfermedad (B*2702, B*2704, B*2705), que ademas no esta presente en los
repertorios de B*2706 y B*2709 (Ramos et al., 2002b). Dicho péptido presenta una
gran homologia con proteinas de Chlamydia trachomatis y otras bacterias
artritogénicas. En un estudio reciente, la expresion de proteinas procedentes de
Chlamydia trachomatis en células humanas HLA-B27 positivas, ha permitido

identificar péptidos bacterianos que son procesados de manera endogena, presentados
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por B27 y que muestran mimetismo molecular con ligandos propios conocidos de esta
molécula y con proteinas humanas (Cragnolini and Lopez de Castro, 2008).

A pesar de la abundante evidencia circunstancial, no se ha podido constatar la
existencia de péptidos artritogénicos. La presencia de CTL autoinmunes en pacientes
con espondiloartritis podria ser causa o consecuencia de la enfermedad y el papel de
CTLs CDS8" en la artritis inflamatoria asociada a HLA-B27 en ratas transgénicas ha sido
seriamente cuestionado (May et al., 2003), al menos en este modelo animal. Esta

hipotesis esta esquematizada en la figura 4.

5.2 HIPOTESIS DEL PLEGAMIENTO ANOMALO DE HLA-B27.

Esta hipotesis esta basada en propiedades bioldgicas de HLA-B27 que son
independientes de su capacidad de presentar antigenos. HLA-B*2705 madura
lentamente y su plegamiento tiende a ser anémalo, lo que provoca el acimulo de HC
libre en el RE (Mear et al., 1999). Este acumulo puede sefializar respuestas de estrés en
el RE como ya se ha explicado. De esta manera, se desencadenarian procesos
inflamatorios que pueden tener un papel patogénico en el desarrollo de la EA. En
modelos de animales transgénicos de HLA-B27, tanto la necesidad de un alto nimero
de copias (Taurog et al., 1993), como la ausencia de B,m (Khare et al., 1996) para el
desarrollo de la artritis inflamatoria, conducen a una acumulacion de la HC en el RE y,
por tanto, se explicarian por esta hipdtesis. La HC mal plegada que se acumula en el RE
forma homodimeros y multimeros (Dangoria et al., 2002) en los que participa la Cys67
y al menos la Cys164 (Antoniou et al., 2004). Estos homodimeros interaccionan con el
sensor de estrés BiP (Tran et al., 2004; Turner et al., 2005). Se ha sugerido que las
caracteristicas de maduracion y plegamiento estan determinadas, al menos parcialmente,
por la estructura de la subcavidad B (Mear et al., 1999). No obstante, los subtipos de
B27 no asociados a enfermedad tienen la misma subcavidad B. Recientemente, se ha
descrito que existe una correspondencia incompleta entre la eficiencia de plegamiento
de los subtipos de HLA-B27 y su asociacion a EA (Galocha and Lopez de Castro,
2008). Asi: B*2705, B*2702 y B*2704 se pliegan mas lenta e ineficientemente que
B*2706 Y B*2709. Sin embargo, B*2707 se pliega con la misma eficiencia que los
subtipos no asociados a enfermedad. Entre los subtipos de HLA-B27 la eficiencia de
plegamiento se correlaciona con la naturaleza del residuo 116, pero el efecto de dicho
residuo es dependiente del contexto estructural y, por si so6lo, no determina

exclusivamente la eficiencia de plegamiento (Galocha and Lopez de Castro, 2008). El
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plegamiento lento no es exclusivo de HLA-B27. Existen diferencias importantes en las
cinéticas de plegamiento de los alotipos de clase I (Hill et al., 1993; Neefjes and Ploegh,
1988). Por ejemplo, HLA-B51, -B52 y -B78 son mas lentos en su plegamiento que
HLA-B27, aunque estos alotipos carecen de Cys67 y la formacion de homodimeros en

el RE no ha sido analizada.
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~
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La hipotesis del plegamiento andmalo no explicaria el papel demostrado de los

linfocitos T CD4" en la artritis inflamatoria espontdnea en ratas transgénicas (Breban et
al., 1996) ni el componente inmune de las espondiloartropatias humanas. Ademas, la
acumulacién de la cadena pesada mal plegada de B27 y la UPR se revirtieron mediante
la sobreexpresion de om humana en ratas trangénicas B27/Bom humana. Estos animales
desarrollan artritis, espondilitis y entesitis en igual o mayor grado que las ratas

transgénicas convencionales, aunque no desarrollan colitis (Tran et al., 2006). La
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hipotesis del péptido artritogénico y la del plegamiento andmalo no son necesariamente

excluyentes. En la figura 5 se esquematiza la hipotesis del plegamiento anomalo.

5.3 OTRAS HIPOTESIS:

53.1 MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE POR

HOMODIMEROS EN SUPERFICIE.

Esta hipotesis de los homodimeros en superficie (Bowness, 2002) se basa en la
capacidad que tiene B27 para formar homodimeros (Bird et al., 2003; Bowness, 2002) y
multimeros de cadena pesada en superficie tras su disociacion de la f,m durante el
reciclamiento endosomal (Kollnberger et al., 2002). Estas formas no candnicas de B27
son reconocidas por receptores leucocitarios como KIR3DL1, KIR3DL4 e ILT4 (Allen
et al., 2001; Kollnberger et al., 2002). Se ha propuesto que las interacciones entre estos
receptores y los homodimeros podrian tener un papel inmunomodulador y alterar las
respuestas normales mediadas por el HLA de clase I. En tejidos donde se dan
situaciones de tension, como en las articulaciones puede haber una modulaciéon mediada
por citoquinas (Edwards et al., 2000). Estos datos han sugerido que el desarrollo de la
espondiloartritis podria venir determinado por una regulacion anémala de la respuesta
inmune contra bacterias artritogénicas u otros posibles patdégenos. Esta hipotesis no
explica la asociacion diferencial de subtipos de HLA-B27 con EA, ya que los subtipos
no asociados a enfermedad poseen también las caracteristicas estructurales necesarias

para formar homodimeros, especialmente residuos de Cys libres, como Cys67.

5.3.2 DEPOSITOS DE p,m.

Relacionada con la aparicién de un proceso inflamatorio independiente de la
funcion presentadora de antigeno de HLA-B27, se ha formulado una hipdtesis que
postula la aparicion de inflamacion por depdsito de Pom en las articulaciones
(Uchanska-Ziegler and Ziegler, 2003). La base de esta hipdtesis es el potencial
inflamatorio de B,m potencialmente acumulada en el sinovio y cierto paralelismo
existente entre la EA y la amiloidosis por depdsito de B,m asociada a hemodialisis. Se
postula que la estabilidad del heterodimero HLA-B27-B,m, seria distinta en los subtipos
diferencialmente asociados a EA. Los subtipos asociados a enfermedad experimentarian

una disociacion relativamente alta de los complejos HLA-B27/péptido en la superficie
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celular. La B,m se acumularia de modo progresivo y quedaria atrapada en el tejido
sinovial, lo que conduciria a la formacion de amiloide y a la modificacion de éste por
AGE (advanced glycation end-products). Se produciria una interaccion entre el receptor
para AGE (RAGE) expresado en la superficie de fagocitos mononucleares, y amiloide
de Bom o de AGE-Bom que induciria la activacion de NFkB, y éste de citoquinas
proinflamatorias. B*2706 y B*2709 serian mas estables, sin embargo, no hay evidencia
de depositos amiloides de [om en las articulaciones afectadas ni en la
espondiloartropatia humana ni en la artritis asociada a HLA-B27 en ratas transgénicas.
Tampoco hay evidencia de una disociacion diferencial significativa de los subtipos de
HLA-B27, puesto que la expresion de HC libre en la superficie celular es similar en
todos los subtipos analizados (Vazquez and Lopez de Castro, 2005). En esta hipotesis,
tampoco se explica la participacion de linfocitos T en las espondiloartropatias humanas
y en la artritis en ratas transgénicas. Por otra parte, a pesar de ciertas analogias, la
amiloidosis de Bom y las espondiloartropatias tienen condiciones clinicas y patologicas

muy distintas.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis ha sido estudiar la base molecular y el posible
papel patogénico de HLA-B*1403 en la espondilitis anquilosante, mediante el analisis

molecular y comparativo con B*1402 y B*2705.
OBJETIVO 1:

1.1- Analizar la especificidad de unién peptidica de los subtipos de HLA-
B*1402 y HLA-B*1403, para determinar el solapamiento de sus repertorios peptidicos
y las caracteristicas estructurales de los ligandos compartidos y especificos de subtipo.

1.2- Determinar el solapamiento peptidico entre B*1403 y B*2705 para
establecer posibles caracteristicas comunes a los ligandos compartidos entre los dos
subtipos asociados a enfermedad.

1.3- Analizar la relaciéon entre el solapamiento peptidico y el solapamiento

antigénico de B*1402, B*1403 y B*2705.

OBJETIVO 2:

Analizar las propiedades de plegamiento, maduracion y estabilidad de B*¥1402 y
B*1403, comparandolas con las de B*2705.
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MATERIALES Y METODOS

1. LINEAS CELULARES Y TRANSFERENCIA DE GENES

MEDIANTE DNA.
HMy2.C1R (CIR) es una linea celular linfoide humana que presenta bajos

niveles de expresion de sus antigenos de clase I endogenos (Zemmour et al., 1992). El
transfectante C1R-B*2705, con una expresion de HLA-B27 alta, ha sido descrito
previamente (Calvo et al., 1990). Los transfectantes CIR-B*1402 y B*1403 se han
obtenido de la siguiente manera. Se purific6 RNA de la linea celular linfoblastoide
(LCL) R56 (HLA-A2, All; B*1402, B*2702). Se obtuvo el cDNA completo de
B*1402 mediante PCR, utilizando dos oligonucledtidos especificos del locus B que
hibridan con los extremos 5' y 3" 5'-GCG GAG CAG CGG AGA GCC TAC-3' y
3’-GTA GGC TCT CCG CTG CTC CGC-5" (Isogen Sintesis Report). Se clond el
fragmento de cDNA en el vector pCRII (Invitrogen) y se confirmé que la secuencia era
la correspondiente a B*1402. Después se subclond en el vector pCDNA3 (Invitrogen),
en los sitios de restriccion BamHI y EcoRV, se confirmé la secuencia de nuevo y se
transfectd en las células CIR por electroporacion a 250 V y a 960 puF como se ha
descrito previamente (Calvo et al., 1990). B*¥1402 y B*1403 se diferencian en un unico
nucleodtido en la posicion 156 (CTG a CGG). El gen que codifica para B*1403 se
obtuvo por mutagénesis dirigida a partir del cDNA de B*1402 obtenido de la linea
celular R56 y se procedié de forma similar a la descrita para B*1402. Los transfectantes
se cultivaron en medio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) suplementado con 7.5%
de suero fetal bovino (FBS) (ambos de Invitrogen) o en medio RPMI-1640
suplementado con 2 mM L-glutamina (Gibco., Life Tecnologies, Paisley, U. K.) y 10%
de FBS.

2. ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Se han utilizado los anticuerpos monoclonales (mAb) W6/32 (IgG2a, especifico
para un determinante monomorfico de HLA-A, -B y C) (Barnstable et al., 1978). BBM1
(IgG2b, especifico para Pym humana ) (Brodsky et al.,, 1979). HC10 (IgG2a, que

reconoce las formas monoméricas y oligoméricas de HC libre de MHC de clase I). AF8
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(IgG1 especifico para calnexina humana) y PaSta-1 (mAb de raton crecido contra
baculovirus que expresa Tpn, y reconoce Tpn) (Dick et al., 2002). También se ha

utilizado el mAb anti-y-tubulina (IgG1) GTUS88 (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany).

3. CITOMETRIA DE FLUJO.

Aproximadamente 6x10* células de los transfectantes de C1R-B*1402, -B*1403
y B*2705 se lavaron con PBS dos veces, se incubaron durante 30 minutos con
concentraciones saturantes de W6/32 (sobrenadante de cultivo), BBM1 o HCI10
(anticuerpos purificados) en un volumen final de 50 pl. Tras dos lavados con PBS las
células se resuspendieron en 50 pl de antisuero de conejo anti-IgG de ratoén conjugado
con isotiocianato de fluoresceina (FITC, Calbiochem). Después de 30 minutos de
incubacidn las células se lavaron dos veces con tampo6n salino de fosfato (PBS). Todo el
proceso se realizd6 a 4 °C. La citometria de flujo se llevd a cabo en un equipo

FACSCalibur usando el software CellQuest (Beckton Dickinson, Mountain View, CA).

4. AISLAMIENTO Y FRACCIONAMIENTO DE LOS PEPTIDOS

UNIDOS A HLA-B*1402, -B*1403 Y -B*2705.

Los ligandos de HLA-B14 y -B27 se aislaron a partir de 10'° células de los
transfectantes C1R-B*1402, -B*1403 y -B*2705 (cultivadas en DMEM suplementado
con 7.5 % de FBS). Las células se lisaron en TRIS 20 mM, NaCl 150 mM, NP-40 1%,
NaN3 0.2% pH 7.5 en presencia de una mezcla de inhibidores de proteasas (leupeptina
10 pg/ml, pepstatina 2 pug/ml, aprotinina 2.5 pg/ml, iodoacetamida 18.5 pg/ml, EDTA 1
mM y PMSF 2 mM) durante 1 hora a 4°C. El lisado se sometidé a centrifugacion
diferencial durante 10 minutos a 1000 xg y durante 1 hora a 100000 xg. El sobrenadante
se aplico sobre una precolumna de sefarosa bloqueada con TRIS pH 7.5 vy,
posteriormente, sobre una columna de sefarosa en la que estd acoplado el mAb W6/32.
Tras lavar exhaustivamente la columna se eluyeron las moléculas de HLA-B27 con
acido trifluoroacético (TFA) 0.1% y se filtraron a través de un centricon 3 (Amicon,
Beverly, MA) para separar los péptidos de la Bom y la HC. La mezcla peptidica se
fraccion6 mediante HPLC de fase reversa en un equipo Waters Alliance (Waters,
Milford, MA) mediante una columna Vydac 218TP52 C,3 (0.21x25 cm) con un tamafio
de poro de 5Sum (Vydac, Hesperia, CA). La separacion se realizé a un flujo constante de

100 pl/min en un gradiente consistente en condiciones isocraticas de solvente A (TFA
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0.08% en agua) durante 10 minutos, un incremento lineal de 0 a 44% de solvente B
(acetonitrilo 80% y TFA 0.075% en agua) durante 90 minutos y un segundo incremento
de 44 a 100% de solvente B durante 35 minutos. La cromatografia se monitorizo
midiendo la absorbancia a 210 y 280 nm simultaneamente. Se recogieron fracciones de

50 pl y se almacenaron a -20°C para su posterior analisis.

5. ESPECTROMETRIA DE MASAS Y SECUENCIACION.
Los ligandos de HLA-B14 y B*2705 aislados de las fracciones de HPLC se

analizaron mediante espectrometria de masas (MS, mass spectrometry) MALDI-TOF
utilizando un equipo MALDI-TOF Reflex III'™ equipado con una fuente SCOUT™
(ambos de Bruker Daltoniks, Bremen, Alemania) operando en modo reflector positivo.
Las fracciones de HPLC se secaron en un SpeedVac y se resuspendieron en 0.5 pl de
TA (acetonitrilo 33% y TFA 0.1% en agua). Posteriormente se cargaron sobre una placa
MTP AnchorChip™ 600/384 TF (Bruker Daltoniks) y, una vez secas, se afiadieron
0.5ul de acido a-ciano-4-hidroxicinamico a una concentracion de 1 mg/ml en TA.

La secuenciacion peptidica por MS/MS se llevdo a cabo mediante
nanoelectrospray acoplado a una trampa i6nica cuadrupolar en un equipo LCQ usando
el software Xcalibur 2.0 (Finnigan Thermoquest, San Jose, CA) como se describio
anteriormente (Marina et al., 1999; Yague et al., 1998). Algunas secuencias se
obtuvieron en un espectrometro de masas Esquire 3000™ después de separar las
muestras por cromatografia en linea. Las muestras se disolvieron en solvente A ( acido
acético al 0.5%), se cargaron en una columna (100 nm X 100 uM de didmetro interno)
empaquetada con bolas Kromasil C18 de 5 uM (EKA Chemicals, Bohus, Sweden) y se
fraccionaron en un sistema de cromatografia Famos-Switchos-Ultimate (LCPackings,
the Netherlands) con un gradiente lineal de 45 minutos al 5-30% de solvente B
(acetonitrilo 90%, acido acético al 0.5%) a 500 nl/min. Los espectros MS/MS se
obtuvieron acoplando los modos MS con MS/MS mediante exclusion dinamica.
Algunas muestras se analizaron usando el modo Multiple Reaction Monitoring, que
permite secuenciar las masas seleccionadas. La secuenciacion se hizo utilizando el
software Biotools 2.2 (Bruker Daltoniks). La interpretacion de los espectros MS/MS de
fragmentacion se realizd6 manualmente pero asistida por varios paquetes de software que

incluyen la herramienta MASCOT 2.1 (www.matrixscience.com, Matrix Science Ltd.,

London) y el MSProduct, una herramienta del paquete del Protein Prospector (Clauser
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et al., 1999). La asignacion de proteinas parentales a los ligandos secuenciados de B14 y
B27 se realizo basandose en la obtencion de una identidad total entre el ligando y una

unica secuencia proteica de la base de datos UniProtKB (www.expasy.org/sprot),

utilizando la aplicacion Fasta (www.ebi.ac.uk/fasta33/index.html). Si alguna secuencia
presentaba ambigiliedad, se confirm6 mediante la fragmentacion del correspondiente

péptido sintético.

6. CTLs.

Los CTLs alorreactivos que se generaron contra B*1402 se obtuvieron de varios
donantes HLA-B14 negativos tras la estimulacion con la LCL LWAGS (HLA-A*3301,
B*1402), a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) purificadas
con gradiente de Ficoll. La primera semana se estimularon alrededor de 10° PBMC in
vitro con una mezcla de 10° LCL como estimuladoras y 10° PBMC, previamente
irradiadas con 50 y 80 Gy. La LCL es la célula diana que presenta constitutivamente el
alotipo de HLA estimulador. Después de una semana, las células se clonaron por
dilucion limite de las células T estimuladas en placas de 96 pocillos que contenian 2000
LCL irradiadas como estimuladoras y 20000 PBMCs irradiadas por pocillo, en
presencia de 30 unidades/ml de interleukina 2 recombinante (IL2r) (por cortesia de
Hoffmann-La Roche, Nutley, NJ). Tras analizar a qué dilucion tedrica estaban clonadas
las células, se expendieron los pocillos seleccionados y su especificidad se determind
mediante ensayos de citotoxicidad con °'Cr contra dianas CIR-B*1402. Se
seleccionaron los CTLs capaces de lisar la célula CIR transfectada sin lisar la célula no
transfectada.

Tanto los cultivos de linfocitos como los clones de CTLs generados, fueron
crecidos en suspension en, medio Iscove’s modified Dulbecco con Glutamax I (IMDM)
con glutamax I (Life Technologies), suplementado con 100 U/ml de penicilina, 0.1
mg/ml de sulfato de estreptomicina y 0.05 mg/ml de gentamicina (todos de Sigma-
Aldrich) y 14% de FBS (Life Technologies). Los CTLs se crecieron en el mismo medio
y se reestimularon semanalmente en presencia de IL2r. Los clones contra B*2705 se
generaron de la misma forma con algunos cambios. Las PMBCs se estimularon con R15
(HLA-A3, B*2705, B35) o con LG15 (HLA-A32, B*2705). Otros clones descritos

previamente también se utilizaron (Lopez et al., 1994).
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7. ANALISIS ESTADISTICO.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo aplicando el test x* con la correccion
de Yates o el test exacto de Fisher, dependiendo del tamafio de las muestras

comparadas. Los valores de p< 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.

8. WESTERN BLOT.

Se lisaron aproximadamente 5x10° células en 0.5% NP-40, Tris-HCI 50 Mm pH
7.4, MgCl, 5 mM, en presencia de una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete
Mini, Roche, Mannheim, Germany). Los lisados se separaron mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% en condiciones reductoras y
posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se revel6 la HC de clase
[ y y-tubulina con HC10 o con el mAb anti y-tubulina, respectivamente, usando un
antisuero de cabra anti-raton (Ig (H+L)-HRP) conjugado con peroxidasa (Southern

Biotech).

9. MARCAJE METABOLICO E INMUNOPRECIPITACION DE
LOS ANTIGENOS DE MHC DE CLASE 1.

Aproximadamente 3 x 10’ células crecidas en RPMI-1640 suplementado con 2
mM L-glutamina al 10% de FBS, se incubaron en DMEM (Gibco) sin metionina ni
cisteina, durante 45 minutos a 37°C. Transcurrido ese tiempo, las células se marcaron
(pulso) en el mismo medio, con 500-1000 pCi/ml de [*’S]Met/Cys, (Amersham) a 37°C
durante los tiempos indicados y se hicieron cazas a distintos tiempos, en RPMI
suplementado con Met/Cys 1mM no radiactiva a 37°C. Tras cada caza las células se
centrifugaron (16000xg), se resuspendieron en 50 ul de PBS, se congelaron en
nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C para su posterior analisis. Las células se
lisaron en 0.5% NP-40, Tris-HCI 50 mM pH 7.4, MgCl, 5 mM en presencia de una
mezcla de inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche) durante 20 minutos a 4°C.
Los lisados se centrifugaron (16000 xg, 10 minutos, 4°C) y se pre-aclararon tres veces,
con 80 ul de bolas de sefarosa CL-4B (Sigma), y 3 ul de suero de raton durante 60
minutos a 4°C. Seguidamente, se inmunoprecipitaron con el mAb especifico indicado y
70ul de bolas de proteina A sefarosa (Sigma) durante 60 minutos. Los lisados, se

: . . . 35 - .
normalizaron a igual cantidad de proteina marcada con *°S, mediante la valoracion de la
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radioactividad presente en las precipitaciones, previa incubaciéon con acido
tricloroacético al 5% de una parte de cada una de las muestras por triplicado. Los
inmunoprecipitados se lavaron tres veces con 0.5% NP-40, 50 mM Tris-HCI pH 7.4,
NaCl 150 mM y EDTA 5 mM vy las proteinas, extraidas en el tampon de carga (TRIS-
HCl 50 mM pH 6.8, SDS 2%, Glicerol 10%, Azul de Bromofenol 0.1% y pB-
mercaptoetanol 0.1%), se desnaturalizaron a 95°C y se separaron mediante SDS-PAGE
al 10% en condiciones reductoras. En los ensayos de deglicosilacion la Endoglicosidasa
H¢ (Endo H) (New England Biolabs, Beverly, MA) se afiadi6 a los inmunoprecipitados
siguiendo el protocolo de la casa comercial. Los geles se procesaron por fluorografia
usando DMSO-PPO y se expusieron a peliculas AGFA-CURIS RP2 PLUS®. Las
autorradiografias se escanearon y cuantificaron usando el software TINA 2.09¢"

(Isotopenmefgerdte. GmbH).
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RESULTADOS

1. ANALISIS COMPARATIVO DE LOS REPERTORIOS
PEPTIDICOS DE B*1402, B¥1403 Y B*2705.

La disponibilidad de dos subtipos de HLA-B14 estructuralmente similares pero
asociadas diferencialmente a EA, permite buscar diferencias peptidicas que puedan
correlacionarse con la susceptibilidad a enfermedad en un sistema distinto al de HLA-
B27. De igual manera, permite buscar similitudes entre HLA-B27 y otra molécula de
clase I relativamente distante (B*1403 y B*2705 difieren en 19 aminoacidos localizados
en la region extracelular de la molécula en las regiones ol y a2), pero asociada a
enfermedad.

En la primera parte de esta tesis se compararon las especificidades de union
peptidica de B*1402 y B*1403 para determinar el solapamiento entre sus repertorios
peptidicos constitutivos y los rasgos estructurales de los ligandos compartidos y
especificos de subtipo. También, se determind que el solapamiento peptidico entre
B*1403 y B*2705 es muy bajo, aunque hay algunos péptidos comunes y se definieron
las bases moleculares de sus diferencias peptidicas. Finalmente, se utilizaron CTLs
aloespecificos para analizar la relacion entre el solapamiento peptidico y de epitopos
entre B*1402, B*1403 y B*2705. Los CTLs alorreactivos reconocen un amplio espectro
de los péptidos unidos constitutivamente a los antigenos de clase I (Heath et al., 1991;

Rotzschke et al., 1991; Wang et al., 1998).

1.1 B*1402 Y B*1403 PRESENTAN UNA GRAN DISPARIDAD ENTRE SUS
REPERTORIOS PEPTIDICOS CONSTITUTIVOS.

Los repertorios peptidicos de B*1402 y B*1403 se aislaron de sus
correspondientes transfectantes de C1R por inmunoprecipitacion y extraccion acida. La
expresion en superficie de B*1402 y B*1403 en dichos transfectantes fue similar

(Figura 6).
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N° de células
N° de células

Intensidad de fluorescencia Intensidad de fluorescencia
(log) (log)

Los repertorios peptidicos se separaron por HPLC en carreras consecutivas en las

mismas condiciones y la composicion peptidica de las fracciones individuales se analizd
por espectrometria de masas de MALDI-TOF. El espectro de cada fraccion de HPLC de
un subtipo se compar6 con el de la equivalente en el otro subtipo y también con los de
las fracciones anterior y posterior. Esto se hizo para tener en cuenta las ligeras
variaciones en los tiempos de retencion que pudiese haber entre ambas cromatografias.
Los picos con el mismo valor de masa/carga (m/z) £0.8 se asignaron como la misma
especie molecular y los picos que solo aparecian en uno de los dos subtipos, como
especificos de aquél en donde se encontraban. Los péptidos con la misma m/z de estos
repertorios peptidicos serian ligandos idénticos, aunque ésto debe ser confirmado
formalmente mediante secuenciacion. Cuando hablamos de m/z en espectrometria de
masas de MALDI-TOF, en realidad podemos hablar de masa (M+H") porque las sefiales
corresponden principalmente a péptidos de carga uno. Esta estrategia experimental se ha

usado en varios estudios en nuestro laboratorio para determinar el solapamiento
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peptidico entre subtipos de HLA-B27 (Gomez et al., 2006; Ramos et al., 2002b; Sesma
et al., 2002).

Se llevaron a cabo dos comparaciones independientes y el solapamiento
peptidico entre B*1402 y B*1403 se presenté como la media de los dos experimentos
(Tabla 1). Se contabilizaron un total de 846 especies moleculares en el caso de B*1402
y 771 en el caso de B*1403. De éstos, 272 se detectaron en ambos repertorios (32-
35%), 574 (68%) se detectaron so6lo en el repertorio de B*1402, y 499 (65%) s6lo en él
de B*1403. La distribucion de tamafios de los ligandos de B*1402 y B*1403 es muy
parecida y muestran la distribucion gaussiana tipica de los ligandos que se unen a MHC
de clase I (Figura 7A), con una media de masa molecular de 1113 y 1109 Da para
B*1402 y B*1403, respectivamente. Ademads, tanto la media de las masas moleculares
(Tabla 1) como la distribucion de tamafios de los ligandos especificos de subtipo son

muy similares en ambos grupos (Figura 7B).
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Estos resultados indican que B*1402 y B*1403 unen repertorios peptidicos muy

diferentes a pesar de la similitud estructural tan estrecha que presentan, sin embargo,
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esto tiene un efecto pequefio en el tamafio de los péptidos. El cambio del residuo 156
entre B*1403 y B*1402, permite que solo un 32% de los ligandos de este ultimo subtipo
se siga uniendo a B*1403, impide la union del 68%; y ademas, hace que un 65% de los

ligandos no se encuentren en B*1402.

Experimento 1 Experimento 2 Media

B*1402 B*1403 B*1402 B*1403 B*1402 B*1403
Péptidos totales comparados 782 742 909 800 846 771
Péptidos compartidos 319 (41%) | 319(43%) | 225(25%) | 225(28%) | 272(32%) | 272 (35%)
Péptidos especificos 463 (59%) | 423 (57%) | 684 (75%) | 575(72%) | 574 (68%) | 499 (65%)
Masa media de los péptidos totales 1113 Da 1104 Da 1112 Da 1114 Da 1113 Da 1109 Da
Masa media de los péptidos compartidos 1100 Da 1100 Da 1092 Da 1092 Da 1096 Da 1096 Da
Masa media de los péptidos especificos 1122 Da 1108 Da 1119 Da 1123 Da 1121 Da 1116 Da

Tabla 1. Comparacién de los ligandos naturales unidos a B*1402 y B*1403. Se hicieron dos comparaciones
independientes de los repertorios peptidicos de los dos subtipos de HLA-B14 y los resultados finales se dieron como
la media de ambos experimentos. En la comparacion se contabilizé el total de péptidos comparados, los péptidos
compartidos, los péptidos especificos de subtipo. Se calcularon: las masas medias de los péptidos totales, compartidos

y especificos.

1.2 HLA-B14 y HLA-B27 PRESENTAN UN BAJO SOLAPAMIENTO
PEPTIDICO.

Los repertorios peptidicos de B*1402 y B*1403 se compararon con el de
B*2705 usando la misma estrategia que para los dos subtipos de HLA-B14. Se
contabilizaron un total de 1.343 especies moleculares para B*2705 y, tras el andlisis
comparativo se vio que B*1402 y B*1403 difieren de B*2705 en un 88% y 85% de sus
repertorios peptidicos, respectivamente (Tabla 2). Estos resultados sugieren que B*1402
y B*1403 comparten solo el 12% y el 15% de sus ligandos, respectivamente, con
B*2705. Aun asi, esta estimacion es minima porque una comparacién basada en
tiempos de retencion y masas moleculares es tanto mas inexacta en reflejar identidad
peptidica cuanto mas diferentes sean los repertorios peptidicos que se comparan. Se
hizo un estudio de seis pares peptidicos que habian sido secuenciados de B*1403 y
B*2705 atendiendo a su tiempo de retencidon y a sus masas moleculares y se vio que 2
(33%) y 4 (66.7%) correspondian a péptidos idénticos y diferentes, respectivamente.
Cuando estos resultados se extrapolaron al total del repertorio peptidico, se vio que el
solapamiento real entre el repertorio de B*2705 y B*1403 seria: (8x0.333)%=2.7% y el
solapamiento entre B*1403 y B*2705: (15x0.333)%=5%. La media de las masas
moleculares del total de los ligandos unidos a B*2705 es significativamente mas alta

(1222 Da) que la de los péptidos unidos a B*1402 y B*1403 (1113 y 1110 Da,



Resultados 32

respectivamente). Estos resultados sugieren que hay diferencias notorias en la
composicion de la cadena lateral de los ligandos, en la longitud peptidica, o en ambas
caracteristicas, entre los repertorios unidos a B14 y B27 (figura 7A). Ello se aprecia de
forma clara en la distribucion de tamafios de los péptidos unidos diferencialmente a
B*2705 y a B*1402 o B*1403 (Figura 7C). Los péptidos especificos de B14 se
distribuyen principalmente en la zona de bajo peso molecular y los de B*2705 en la
zona de alto peso molecular. La media de las masas moleculares de los ligandos
compartidos entre B14 y B*2705 (1127 y 1145 Da, respectivamente) es algo mayor que
la media del total de los ligandos de B*1402 y B*1403 y claramente menor que en
B*2705 (Tabla 2).

Experimento 1 Experimento 2 Media
B*1402/B*2705 B*1402 B*2705 B*1402 B*2705 B*1402 B*2705
Péptidos totales comparados 782 1132 909 1553 846 1343
Péptidos compartidos 90 (12%) 90 (8%) 114 (13%) 114 (7%) 102 (12%) 102 (8%)
Péptidos especificos 692 (88%) | 1042 (92%) | 795 (87%) | 1439 (93%) | 744 (88%) | 1241 (92%)
Masa media de los péptidos totales 1113 Da 1216 Da 1112 Da 1227 Da 1113 Da 1222 Da
Masa media de los péptidos compartidos | 1136 Da 1136 Da 1118 Da 1118 Da 1127 Da 1127 Da
Masa media de los péptidos especificos 1110 Da 1223 Da 1112 Da 1236 Da 1111 Da 1230 Da

Experimento 1 Experimento 2 Media
B*1403/B*2705 B*1403 B*2705 B*1403 B*2705 B*1403 B*2705
Péptidos totales comparados 739 1132 776 1553 758 1343
Péptidos compartidos 125(17%) | 125(11%) 95 (12%) 95 (6%) 110 (15%) 110 (8%)
Péptidos especificos 614 (83%) | 1007 (89%) | 681 (88%) | 1458 (94%) | 648 (85%) | 1233 (92%)
Masa media de los péptidos totales 1105 Da 1216 Da 1115 Da 1227 Da 1110 Da 1222 Da
Masa media de los péptidos compartidos | 1132 Da 1132 Da 1157 Da 1157 Da 1145 Da 1145 Da
Masa media de los péptidos especificos 1100 Da 1227 Da 1109 Da 1232 Da 1105 Da 1230 Da

El nimero de iones que se contabilizaron en B*1402 y B*1403 fue

consistentemente menor que en B*2705 en todos los experimentos (Tabla 2). Hay varias
explicaciones posibles para este resultado. Podria ser consecuencia de la mayor
expresion en superficie de B*2705 comparada con la de los subtipos de HLA-B14
(Figura 6). Sin embargo, esta alternativa es improbable pues los rendimientos peptidicos
obtenidos con los diferentes repertorios fueron similares (datos no mostrados). La
segunda posibilidad seria que una fraccion significativa de los péptidos unidos a B14 no

pudiera disolverse en el TFA usado para la extraccion de péptidos. Esto es improbable
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porque el TFA es un disolvente muy eficaz para péptidos cortos, en el rango de los
ligandos de MHC de clase I, cuya carga neta es siempre positiva, ya que los grupos
acidos estan protonados a pH 4cido. La tercera posibilidad seria que un nimero
significativo de ligandos de B14 escapase a la deteccion por espectrometria de masas de
MALDI-TOF debido a la carga positiva relativamente baja que presentan. Aunque no
existe una razon obvia para este supuesto, no se puede excluir formalmente y no se ha
comprobado en este estudio. Por ultimo, es posible que el repertorio peptidico de B14
sea realmente mas pequefio que el de B*2705. Esto podria ser consecuencia de un uso
restringido de los residuos en un gran ntimero de posiciones entre los ligandos de
B*1402 y B*1403, como se mostrara posteriormente. En conjunto, estos resultados
indican que B*2705 comparte con los subtipos de B14 una porciéon pequefia de su
repertorio peptidico constitutivo y que une péptidos de mayor masa molecular. Ademas,
los resultados son consistentes con que B*2705 una un repertorio peptidico constitutivo

mayor que B*1402 y B*1403.

1.3 LOS LIGANDOS DE B*1402 Y B*1403 POSEEN UNA HETEROGENEIDAD
RESTRINGUIDA EN MULTIPLES POSICIONES PEPTIDICAS.

Se secuenciaron un total de 34 ligandos de HLA-B14 mediante espectrometria
de masas de nanoelectrospray que incluyen 17 ligandos compartidos, 7 especificos de
B*1402 y 10 especificos de B*1403 (Figura 8). Para establecer los motivos peptidicos
de ambos subtipos se analizd la frecuencia de cada aminoécido en cada posicion, de
todos los nonameros de cada subtipo. El estudio de residuos se hizo s6lo con los
nonameros porque era el Unico grupo de péptidos que proporcionaba un namero
significativo de ligandos con el mismo tamafio. Asi, los motivos peptidicos de B*1402
se determinaron a partir de 16 nonameros que incluian 11 ligandos compartidos con
B*1403 y 5 especificos para este subtipo. De igual forma, se establecieron los motivos
peptidicos de B*1403 a partir de 19 nondmeros que comprendian 11 compartidos con
B*1403 y 8 especificos. Se considerd, arbitrariamente, que una posicidon muestra
heterogeneidad restringida cuando un residuo dado o un tipo de residuos quimicamente
analogos (por ejemplo; acidos, basicos, polares, alifaticos o aromaticos), aparecen en
esa posicion en, al menos, el 40% de los nonameros de un subtipo (Figura 9). En base a
este andlisis B*¥1402 y B*1403 muestran un uso restrigido de residuos en 6 y 8 de las 9

posiciones, respectivamente. Ambos subtipos tienen 4 posiciones con los mismos
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motivos predominantes: en P2, arginina; en P5, arginina; en P8, residuos polares; y en

P9, residuos alifaticos (principalmente, leucina).

Péptidos Proteina N°. Acceso | Secuenciado
de
Compartidos
Octameros (N=4)
DRMVGQVL Eukariotic translation initation factor 2 subunit 3 P41091 Ambos
ERVVHYEI (*) NADH-ubiqui ASHI subunit 095169 B*1402
LRDRPLLL MHC class 1l ivator CIITA Q29675 Ambos
VEMHHEAL EEF1AL protein Q6l015 B*1402
Nonameros (N=11)
DEFLRISTA Guanine nucleotide-binding protein 075632 B*1402
DGQVRVAEL H326 protein Q12839 B*1403
DQTIRIHGL Hypothetical protein QYBUSY Ambos
ERLKIRGSL 40 S ribosomal protein 525 P25111 B*1402
HEAERNIAL Ran-binding protein 2 P49792 Ambos
HRDQRDVSL KIAA1463 protein (Fragment) QOP265 Ambos
IRAAPPPLF Cathepsin A QUBROR Ambos
LRLLIHQSL H i nuelear rit leoprotein K P61978 B*1403
NPQERTLTL Heat shock protein HSP 90-beta PO8238 Ambos
QRLPRPSSL Une-112 related protein 2 QREUXT Ambos
VRVGPQPSL Hypothetical protein FLI22659 QYH627 B*1402
Decameros (N=1)
GRVGFFPRSY ‘GRB2-related adaptor protein Q13588 B*1403
Dodecameros (N=1)
DRYRNPKGFSTL Splice isophorm short of P40259 P40259 B*1402
Especificos de
B*1402
Octameros (N=1)
MRNVTMAI CDNA FLI20733 fis clone HEPO8550 AKO000740 B*1402
Nonameros (N=5)
DQFERIKTL Protein kinase A-alpha (fr ) Q15136 B*1402
LQIQRNVTL Insulin-induced protein | 015503 B*1402
LRFPGQLNA TUBR protein (fragment) Q96B8S B*1402
NRVSSRLGL Origin it plex subunit | Q13415 B*1402
SRFFEALRL 268 p gulatory subunit 52 Q13200 B*1402
Decameros (N=1)
SYDPTIENTF GTP-binding protein Rheb Q15382 B*1402
Especificos de
B*1403
Octameros (N=1)
FQOGHEEL Centaurin beta | Q15027 B*1403
Nonameros (N=8)
DDTVRYTSL WD-repeat protein | (Actin interacting protein 1) O75083 B*1403
DHDVRQSEF KIAAT00T protein (fi i Q8TBS3 B*1403
DQDYRVTCF Phorbolin-like protein MDS019 QIHC16 B*1403
DVDQRSTTF COPY signalosome complex subunit | Q13098 B*14
EFDLRVTSV Beta-1,3-galactosyliransferase QINY97 B*14
ERDAAFQRL P dherin beta 7 precursor QUYSE2 B*1403
IRDEQYTAL Leucyl-cystinyl-aminopeptidase QOUIQ6 B*1403
NRAAPGAEF 54 KDa nuclear RNA and DNA-binding protein (015233 B*1403
Decameros (N=1)
SPNPVSPVPL Boule-like protein QENOW6E B*1403

El resto de las posiciones toleran multiples tipos de residuos, excepto P9 que estad

totalmente restringida a residuos alifaticos y aroméaticos. Ambos subtipos tienen en

comun una ausencia de restricciones en el uso de residuos en P6. Debido a la

contribucion de los péptidos especificos de subtipo, cuyos rasgos diferenciales se

comentan mas abajo, ambos subtipos muestran diferencias en el uso de residuos en 4

posiciones: P1, P3, P4, y P7. B¥1402 no muestra preferencia por ningtn residuo (=40%)

en P1 y P4, y si lo hace en P3 y P7 por residuos alifaticos. Por el contrario, B*1403

muestra preferencia por un motivo acido en P1; una frecuencia, estadisticamente

incrementada, de Asp en P3 (aunque es un poco menor del 40% y acepta también

residuos alifaticos); un motivo alifatico en P4, y uno polar en P7. Sin embargo, debido a
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la gran contribucion de los ligandos compartidos en las dos series no habia diferencias
estadisticamente significativas en las frecuencias de los residuos salvo en P3 y P7. Los
motivos peptidicos de B*1402 se analizaron en un estudio previo (Dibrino et al, 1994).
En este estudio, se encontré un enriquecimiento de residuos acidos en P1, arginina en
P2, alifaticos/aromaticos en P3, arginina en P35, leucina/isoleucina en P6, y leucina en
PQ. Estos resultados estan de acuerdo con los de este estudio a excepcion de lo

encontrado para las restricciones en P6, que no se confirmaron en nuestros analisis.
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1.4 RASGOS ESTRUCTURALES DE LOS LIGANDOS COMPARTIDOS
ENTRE B*1402 Y B*1403.
El mismo tipo de andlisis de secuencias se llevd a cabo para el grupo de los

nonameros compartidos entre B¥1402 y B*1403 (Figura 10).

Péptidos compartidos de los nonameros de B*1402/ B*1403 (N=11)
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Figura 10. Motivos peptidicos de los ligandos compartidos entre B¥1402 y B*1403. Se indican las frecuencias de
los residuos en cada posicion de los ligandos compartidos entre los dos subtipos. Se indican los residuos o tipo de
residuos (ver leyenda de la figura 9) que tenian una frecuencia > 40% y que se asignaron como motivos

predominantes en la posicion correspondiente.

Aquellas posiciones que en la comparacion global discutida en el parrafo anterior
(figura 9) tenian un tipo de restriccion parecida (P2, P5, P8, y P9) o que no estaban
restringidos (P6) en ambos subtipos, muestran un patrén muy similar entre los ligandos
compartidos. En aquellas posiciones que presentaban un uso de residuos diferente entre
subtipos, se observo un patron mixto en el grupo de los ligandos compartidos. Al igual
que en B*1402, P1 no esta restringido y P3 muestra preferencia por motivos alifaticos.
Como en B*1403, un motivo alifatico prevalece en P4. En P7, donde ambos subtipos

mostraban restricciones diferentes (alifaticos/polares), no aparece ningin motivo
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predominante. Los ligandos compartidos muestran una heterogeneidad restringida en 6

de 9 posiciones, estando el motivo mas conspicuo en P9.

Péptidos especificos de los nonameros de B*1402 (N=5) y de B*1403 (N=8)
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Diferencias estadisticamente significativas

Bosicién Subtipo Residuo B Posicién Subtipo Residuo B
P3 B*1402 F 0.035 P7 B*1402  Alifitico/L  0.031/0.035
B*1403 D 0.016 B*1403 Polar/T  0.005/0.044
P4 B*1403 Alifatico 0.043

1.5 LOS LIGANDOS ESPECIFICOS DE SUBTIPO EN HLA-B14 PRESENTAN
MOTIVOS DIFERENTES EN MULTIPLES POSICIONES.

Para analizar las bases de la disparidad que presentan los repertorios peptidicos
unidos a B*1402 y a B*1403 se compararon los rasgos estructurales de los ligandos
especificos de subtipo. La comparacion de las frecuencias de residuos entre los
nonameros correspondientes reveld varias diferencias significativas (Figura 11). P1
muestra principalmente una restriccion hacia residuos acidos entre los nondmeros
especificos de B*¥1403, pero no en el grupo especifico de B*1402. P2 esta restringida a
arginina y glutamina en los ligandos especificos de B*1402, pero estd mas degenerada

en B*1403. Sin embargo, las diferencias en estas dos posiciones no alcanzaban un valor
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estadisticamente significativo. Se observa una diferencia dramatica en P3, donde
B*1402 presenta residuos alifaticos o fenilalanina y B*1403, acido aspartico. Ambas
diferencias fueron estadisticamente significativas. En P4, los residuos alifaticos
aparecen estadisticamente incrementados para los nondmeros especificos de B*1403.
Otra diferencia drastica se observa en P7: residuos alifaticos, predominantemente
leucina, en B*1402 y motivos polares, principalmente treonina, en B*1403. Estas
preferencias mostraban una diferencia estadisticamente significativa. El incremento de
residuos polares en P8 en B*1402, relativo a B*1403 no era estadisticamente
significativo. En P9, se observa en ambos grupos una restriccion total hacia residuos no
polares. En B*1402, aparece principalmente leucina y en B*1403, también aparece
fenilalanina con un 50% de frecuencia. Estas diferencias no eran estadisticamente

significativas. Estos resultados indican que el cambio en la posicion 156 modula la
especificidad peptidica alterando la preferencia de residuos en, al menos, tres
posiciones: P3, P4, y P7. Las diferencias que se observaban en otras posiciones (P1, P2,
PS5, P8, y P9) podrian reflejar preferencias de residuo alteradas o ser el resultado del

bajo niimero de secuencias disponible para esta comparacion.

1.6 RASGOS DIFERENCIALES ENTRE LOS LIGANDOS DE B*1402, B*1403 Y
B*2705.

Un total de 13 péptidos secuenciados en este estudio (2 octdmeros, 10
nonameros, y 1 decamero) se encontraron en B*1403 pero no en B*2705 (Figura 12).
Estos péptidos eran compartidos o especificos de B*1403 en la comparacién de
B*1402/B*1403 (Figura 8). Ademas, se secuenciaron 8 ligandos de B*2705 (4
nonameros y 4 decameros) que no se encontraban en B*1403. De éstos, 5 fueron
previamente identificados como ligandos de HLA-B27 (Lopez de Castro et al., 2004) y
los demas se identificaron por primera vez en este estudio (Figura 12). Se analizaron las
bases de la gran disparidad entre los repertorios peptidicos de B*1403 y B*2705,
haciendo una comparacion estadistica del uso de residuos entre las secuencias de
B*1403 y un registro de 108 nondmeros unidos a B*2705 publicado previamente por
nuestro grupo (Lopez de Castro et al., 2004), (Tabla 3). Se analiz6 el conjunto de los 19
nonameros secuenciados de B14, incluidos los compartidos y los especificos de los dos
subtipos (Figura 8) y se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

B*1403 y B*2705 en la mayoria de las posiciones excepto P4 y P6. Asi, en P1
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encontramos residuos acidos en B*1403 y arginina y glicina en B*2705. En P2, B*2705

es claramente mas selectivo para la arginina que B*1403.

En B*1403 en las posiciones P3 y PS5, estaban mas favorecidos acido aspartico y
arginina, respectivamente. Finalmente, se observo en P9 un incremento estadisticamente
significativo de leucina en B*1403 y de residuos basicos en B*2705. Una comparacion
similar entre los 16 ligandos de B*1402 y los 108 de B*2705 mostraron, en general, un
patron de diferencias similares, aunque en P3 y P7 se perdio la significacion estadistica.
Tal disparidad en el uso de residuos en multiples posiciones explica el bajo
solapamiento peptidico observado entre B*1402 o B*1403 y B*2705. En B*1402 y

B*1403 hay mas posiciones con un uso restringido de residuos (5 y 7 posiciones,
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respectivamente) que en B*2705 (3 posiciones). Como ya se ha comentado, este
fendmeno podria reducir la diversidad de los repertorios peptidicos unidos a B*¥1402 y
B*1403, relativo a B*2705, y explicar por qué se detectaron por espectrometria de
masas de MALDI-TOF menos ligandos unidos a HLA-B14 que a B27. Para B*1402 se
defini6 previamente un nimero alto de posiciones peptidicas con un uso restringido de

residuos, relativo a otras moléculas de HLA de clase I (DiBrino et al., 1994).

Diferencias estadisticamente D1t:erfen01as
L. . estadisticamente P
significativas® .. .
significativas?
Posicion B*1402 B*1403 B*2705 B*1402b B*1403b
%
Asp: 25 Asp: 37 Asp: 0 6.07 x10-¢ 2.78 x10°
Pl Glu: 6 Glu: 16 Glu: 0 NS¢ 0.0008
Arg + Gly: 0 0 Arg + Gly: 43.5 0.002 0.0008
Glu: 13 Glu: 11 Glu: 0 0.008 0.016
P2 Pro: 6 Pro: 11 Pro: 0 NS 0.016
Gln: 19 Gln: 11 Gln: 1.9 0.012 NS
Arg: 56 Arg: 47 Arg: 98.1 3.54 x10% | 5.64 x10-1
P3 Asp: 6 Asp: 37 Asp: 0.9 NS 5.62 x10®
P4 Ninguno Ninguno Ninguno NS
P5 Arg: 56 Arg: 63 Arg: 2.8 3.00 x10-1° | 9,69 x10-13
P6 Ninguno Ninguno Ninguno NS
P7 Thr: 0 Thr: 26 Thr: 6 NS 0.021
P8 Ser: 31 Ser: 37 Ser: 7.4 0.014 0.001
P9 Leu: 81 Leu: 63 Leu: 259 4.04 x105 0.003
Basico: 0 Basic: 0 Basico: 25.9 0.046 0.027

1.7 HLA-B*2705 COMPARTE LIGANDOS CON B*1402 y B*1403.

Se secuenciaron dos ligandos comunes a B¥1403 y B*2705 (Figura 12). Ambos

péptidos eran también comunes entre B*1402 y B*1403. Sin embargo, no se
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identificaron ligandos comunes entre los dos subtipos asociados a enfermedad (B*1403
y B*2705), pero que estén ausentes en B*1402. Al contrario, si se encontraron dos
péptidos compartidos entre B*1402 y B*2705 pero que no se presentan en B*1403
(Figura 8). Estos dos ligandos son: LRFPGQLNA, secuenciado del repertorio de
B*2705 en este estudio y de B*¥2707 en un estudio previo (Gomez et al., 2006) (Figura
12), y SRFPEALRL, publicado previamente como ligando natural de B*2705, B*2706
y B*2707 (Gomez et al., 2006; Lopez de Castro et al., 2004). El resumen de los
ligandos compartidos entre HLA-B14/B27 identificados en este estudio se muestra en la
tabla 4. Los 4 péptidos presentan motivos peptidicos tipicos de HLA-B27: arginina en

P2 y residuos alifaticos y aromaticos en P3 y en el P, respectivamente.

Péptida B*27052 | B*1402b B*1403b Otros subtipos de B27
GRVGFFPRSY Si Si Si B*2704
IRAAPPPLF Si Si Si
LRFPGQLNA Si Si No se ha encontrado B*2707
SRFPEALRL Si Si No se ha encontrado B*2706. B*2707

Tabla 4. Ligandos naturales compartidos entre HLA-B27 y HLA-B14. En esta tabla estan representadas 4
secuencias compartidas entre B*2705 y B*1402 y s6lo dos de ellas son comunes a B¥1403.

*Ver figura 12.

>Ver figura 8.

1.8 LA REACTIVIDAD CRUZADA ENTRE B*1402, B*1403, Y B*2705
MEDIADA POR CTLs ALORREACTIVOS ES PARALELA AL
SOLAPAMIENTO PEPTIDICO.

Las respuestas mediadas por CTL alorreactivos se caracterizan por una gran
diversidad clonal (Sherman and Maleckar, 1988). Esto se debe principalmente al hecho
de que los CTLs reconocen un gran nimero de péptidos constitutivamente unidos a la
molécula del MHC alogénico (Heath et al., 1991; Rotzschke et al., 1991; Wang et al.,
1998). De esta manera, el estudio de la reactividad cruzada de los CTLs aloespecificos
nos permite analizar los rasgos antigénicos compartidos entre dos moléculas de MHC
relacionadas en funcion de sus repertorios peptidicos constitutivos. Se obtuvieron 74
CTLs alorreactivos anti-B*1402 de varios donantes diferentes y se analizo su capacidad

para lisar células transfectadas con B*1403 (Tabla 5).
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a-B*1402 CTLs Lisis relativa con B*1403
Donante? Nimero de <30% 30-70% >T70% Reaccion cruzada de
CTLs CTLs con B*1403
1 42 30 (71.4%) 9(21.4%) 3(7.1%) 12 (28.6%)
2 23 16 (69.6%) 4 (17.4%) 3 (13%) 7(30.4%)
3 3 2 (66.7%) 0 1(33.3%) 1(33.3%)
4 6 5(83.3%) 1 (16.7%) 0 1(16.7%)
TOTAL 74 53 (71.6%) 14 (18.9%) 7 (9.5%) 21 (28.4%)

a-B*1402 CTLs Lisis relativa con B*2705
Donante Nimero de <30% 30-70% >T70% Reaccion cruzada de
CTLs CTLs con B*2705
1 42 42 (100%) 0 0 0
2 22 20 (90.9%) 1 (4.5 %) 1 (4.5%) 2
3 3 3 (100 %) 0 0 0
4 3 3 (100 %) 0 0 0
TOTAL 70 68 (97.1 %) 1(1.4%) 1(1.4%) 2 (2.9%)

La especificidad de los CTLs se establecid como su incapacidad de lisar células CIR sin

transfectar y su capacidad de lisar células CIR transfectadas con B*1402. La
reactividad cruzada se analizd como la lisis de las células diana B*1403, relativa a la
lisis de los transfectantes de B*1402. Los valores de lisis relativa menores del 30% se
asignaron como ausencia de reactividad cruzada. Los valores mayores del 70%, se
consideraron como valores de reactividad cruzada completa, indicando una
conservacion total del epitopo aloespecifico. Las lisis relativas entre ambos valores
indican reactividad cruzada parcial, reflejando un epitopo parcialmente alterado como
consecuencia, de una presentacion disminuida o de una conformaciéon alterada del
correspondiente péptido aloespecifico. De todos los clones anti-B*1402 analizados, s6lo
21 (28.4%) mostraron una reactividad cruzada total o parcial con B*1403. Este

porcentaje varia muy poco con respecto al calculado para el solapamiento peptidico
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entre B*¥1402 y B*1403 (32-35%). Puesto que los CTLs reconocen péptidos unidos
constitutivamente a B*1402, estos resultados sugieren que muchos de los ligandos
compartidos entre los dos subtipos de B14 mantienen sus rasgos antigénicos, adoptando,
presumiblemente, una conformacion similar cuando estan unidos a ambos subtipos. No
se obtuvieron clones anti-B*1403 porque no se pudo disponer de ninguna LCL B*1403"
para usarla como linea estimuladora. Los intentos de crecer CTLs alorreactivos usando
la linea C1R-B*1403 resultaron fallidos.

Se llevo a cabo un andlisis similar para determinar el solapamiento antigénico
entre HLA-B14 y B*2705. En este caso se analizé el reconocimiento de dianas B*2705"
por CTLs anti-B*1402. Se analizaron un total de 70 clones anti-B*1402 y solo 2,
(2.9%) del mismo donante, lisaron de forma total o parcial B*2705. El porcentaje del
solapamiento antigénico se asemeja bastante al solapamiento peptidico obtenido entre
B*1403 y B*2705, 2.7 -5% (ver més arriba). Aunque no se llevd a cabo un analisis
similar entre B*¥1402 y B*2705, parece razonable suponer que los resultados han de ser
parecidos, dada la similitud en los porcentajes obtenidos en la comparacion de
B*1402/B*2705 y B*1403/B*2705. Los dos clones anti-B*1402 que tenian reactividad
cruzada con B*2705, presentaban una reactividad cruzada marginal con B*1403 (27 y
30% de lisis relativa, respectivamente), sugiriendo que reconocen péptidos compartidos
entre B*¥1402 y B*2705, que estan ausentes o alterados antigénicamente en B*1403. En
este estudio se han identificado dos péptidos con dichas caracteristicas (Tabla 4). Por
otra parte, un estudio cristalografico realizado con un péptido comin entre B*1402 y
B*2705 (IRAAPPPLF, Tabla 4) ha revelado que los dos alotipos presentan de forma
muy similar el mismo péptido (Pravin Kumar et al, manuscrito en preparacion). Este
péptido se encontrd también en B*1403 en las comparaciones realizadas en esta tesis
pero no se ha podido estudiar mediante cristalografia. Ademas, se analizaron 28 clones
anti-B*2705 contra B*¥1402 y B*1403 y no hubo lisis para ninguna de las dianas de
B14. Es posible que el numero de clones anti-B*2705 analizado sea demasiado bajo,

para la gran disparidad peptidica entre B14 y B*2705.

2. PLEGAMIENTO, MADURACION Y ESTABILIDAD DE B*1402,
B*1403 Y B*2705.

HLA-B*2705 presenta unas propiedades bioldgicas inusuales. Tiene una cinética

de maduracion lenta, una tendencia a plegarse de forma andmala y la capacidad de
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formar homodimeros y multimeros de HC tanto en el RE como en la superficie celular.
En esta segunda parte de la tesis se estudio si HLA-B14 se comporta de forma parecida
a la de B27 en estos aspectos. Se analizaron el transporte intracelular y la maduracion de
B*1402 y B*1403, sus propiedades de plegamiento, su interaccion con la calnexina y la
tapasina y su termoestabilidad. Se compararon estas caracteristicas con las de B*2705
para evaluar el posible significado en la asociacion de B*1403 y B*2705 a enfermedad.
2.1 LOS SUBTIPOS DE HLA-B14 MUESTRAN UNA CINETICA DE
PLEGAMIENTO RAPIDA.

Para estudiar la cinética de plegamiento, se analizd la formacion de los
heterodimeros maduros de B*1402, B*1403 y B*2705 de la siguiente manera. Los
transfectantes de C1R se marcaron con [°S]Met/Cys durante 15 minutos y se cazaron a
distintos tiempos hasta 4 horas (Figura 13A). La mitad de cada muestra se
inmunoprecipitdé con W6/32 y la otra mitad con HC10. Las muestras se analizaron
mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras. Se examin6 la asociacion de la HC
con la B;m midiendo en el tiempo la desaparicion de la HC libre frente a la aparicion de
los heterodimeros maduros. Tanto en los dos subtipos de B14 como en B*2705, la HC
estd unida a la fom al comienzo de la caza (Figura 13A, linea 1). Sin embargo, el
material inmunoprecipitado con W6/32 de B*1402 y B*1403 decrece con el tiempo
mientras que en B*2705, aumenta a lo largo de la caza (figura 13A, lineas 1-5).
Ademas, en los dos subtipos de B14 y en B*2705, se observa una alta proporcion de HC
libre, precipitada con HC10, a lo largo de la caza (figura 13A, lineas 6-10), sugiriendo
un acumulo de HC en el RE.

A tiempos tardios de caza se detectd una disminucion caracteristica en la
movilidad electroforética, que se observa cuando los oligosacaridos de alto contenido en
manosa se modifican a oligosacaridos complejos durante su transporte a través del
aparato de Golgi, en las muestras de ambos subtipos de B14 precipitadas con HC10. Sin
embargo, esto no se observo en B*2705 (figura 13A, linea 10). Estos resultados
sugieren que una fraccion de las moléculas de HLA-B14 podria disociarse después de
salir del RE.

Los andlisis cuantitativos de los datos de pulso y caza indican que no hay
diferencias en la proporcion de HC libre inmunoprecipitada con HC10 relativa a la HC
correctamente plegada inmunoprecipitada con W6/32 (expresado como relacion
HC10:W6/32) entre los subtipos de B14. Dicha relacion fue mayor para B*2705, al

menos, en los primeros tiempos de caza (figura 13B). Estos resultados indican que la
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eficiencia de plegamiento de ambos subtipos de B14 es similar y significativamente mas

rapida que la de B*2705.
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2.2 DISOCIACION INTRACELULAR Y PLEGAMIENTO INCOMPLETO DE
LOS SUBTIPOS DE HLA-B14.

La disminucion de los heterodimeros de HLA-B14 con el tiempo (figura 13A) y
la aparicion de una banda extra, de menor movilidad electroforética precipitada con
HC10 a tiempos de caza tardios (figura 13A), sugieren que B*1402 y B*1403 podrian
disociarse después de salir del RE. Para estudiar esta posibilidad, se analizo la presencia
de HC libre resistente a Endo H. Los transfectantes de CIR de B*1402, B*1403 y
B*2705, se marcaron con [>>S]Met/Cys durante 15 minutos y se cazaron hasta las 4
horas a distintos tiempos. Seguidamente, cada muestra se inmunoprecipité con el mAb

HCI10, capaz de reconocer las HC libres de HLA-B14 y -B27, se tratd la mitad de cada
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muestra con Endo H y la otra mitad se dejé sin tratamiento (figura 14A). Las muestras

se analizaron mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras. Se observa HC resistente

a Endo H a partir de los 30 minutos de caza en B*1402 y B*1403 pero no en B*2705

(figura 14A, lineas 4, 6, 8 y 10). Puesto que la HC libre une exclusivamente

oligosacaridos con alto contenido en manosa, (Hirsch et al., 2003) es muy probable que

la HC resistente al tratamiento con EndoH provenga de la disociacion de los

heterodimeros maduros en superficie o en compartimentos tardios de la ruta secretoria.
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La cantidad de HC libre resistente a Endo H, aumenta con el tiempo, alcanzando
niveles significativos a las 4h (36+4 % y 3749 % para B*1402 y B*1403,

respectivamente) (figura 14B). Ademas la presencia de una cantidad significativa de HC

libre precipitada con HC10 y sensible a Endo H, incluso a las 4h de caza (figura 14A),
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indica que, al igual que en B*2705, una fraccion de B*1402 y B*1403 permanece sin
plegarse en el RE. La vida media de la HC libre en el RE (figura 14C), calculada
cuantificando la intensidad de las bandas sensibles a Endo H en funcion del tiempo fue
similar para los tres alotipos.

Dos chaperonas de tipo lectina que residen en el RE, la calnexina y la
calreticulina promueven el plegamiento uniéndose transitoriamente a las glicoproteinas
recién sintetizadas. Las proteinas que no estdn completamente plegadas permanecen
asociadas con estas chaperonas y son retenidas en el RE antes de ser degradadas. Este
mecanismo de “control de calidad” asegura solo el transporte de las proteinas
correctamente plegadas. Para estudiar las interacciones de los subtipos de HLA-B14 con
la calnexina los transfectantes de B14 y B*2705 se marcaron con [3 5S]Met/Cys durante
15 minutos, se cazaron hasta las 4 horas y las muestras se inmunoprecipitaron con el
anticuerpo monoclonal AF8 (figura 15A). Las muestras se analizaron mediante SDS-
PAGE en condiciones reductoras y se vio en todos los casos que la calnexina
coinmunoprecipitaba con la HC (expresado como relacion HC/CNX) (figura 15B), pero
que la cantidad de HC unida a la chaperona es mayor para B*2705 y que las tres
moléculas se disocian de ella con una cinética similar. Estos resultados confirman que

una fraccion de la HC de B*1402 y B*1403 permanece sin plegarse en el RE.

A

IP: AF8

Caza(h) 0 05 1 2 4
B*1402

HC

B*2705 HC

w
N

o
©

o
'S

Relacion HC/CNX

120 240
Caza (min)

0+ -
030 60



Resultados 48

2.3 LOS SUBTIPOS DE HLA-B14 EXPRESAN ALTOS NIVELES DE CADENA
PESADA LIBRE EN LA SUPERFICIE CELULAR.

La expresion en la superficie celular de HC de HLA-B27 en forma de
homodimeros, reactivos con HC10, ocurre tras el reciclamiento endosémico (Bird et al.,
2003) y, presumiblemente, tras la disociacion de los heterodimeros canonicos. En las
células CIR-B*2705, la expresion en superficie de HC libre es alrededor del 5%
respecto a la expresion total de los heterodimeros (Vazquez and Lopez de Castro, 2005).
De esta forma, si los heterodimeros de HLA-B14 fueran globalmente menos estables
que los de HLA-B27 y se disociaran mas, la expresion en la superficie celular de las
moléculas reactivas con HC10 relativa a la de los heterodimeros, podria ser mayor que
en HLA-B27. Para analizar si esto ocurria asi en HLA-B14, se analiz6 por citometria de
flujo la expresion en superficie de los heterodimeros maduros y de la HC libre en
B*1402, B*1403 y B*2705, tiniendo los transfectantes con W6/32 y con HC10 (figura
16A). La expresion de la HC libre relativa al heterodimero (figura 16B) es similar para
B*1402 y B*1403 (aproximadamente 0.30 y 0.35, respectivamente medida como la
relacion HC10:W6/32) y 4-5 veces mayor que para B*2705 (0.07) (figura 16B). Estos
resultados sugieren de manera fehaciente que los heterodimeros de HLA-B14 son

globalmente menos estables que los de HLA-B27.

2.4 EL TRANSPORTE Y LA MADURACION DE LOS SUBTIPOS DE HLA-B14
SON MAS LENTOS QUE EN HLA-B27.

El transporte al exterior del RE y la maduracion intracelular de los subtipos de
HLA-B*1402, -B*1403 y -B*2705 se analizaron examinando la adquisicion de
resistencia a Endo H, que se adquiere en el Golgi medio, mediante inmunoprecipitacion
del complejo HC/Bom/péptido, con W6/32, en experimentos de pulso y caza. Esta
aproximacion se modifico para los subtipos de HLA-B14, teniendo en cuenta la HC
resistente a Endo H precipitada con HC10 y que procede, presumiblemente, de la
disociacion de los heterodimeros en el compartimento endosémico. Los transfectantes
de C1R-B*1402, C1R-B*1403 y C1R-B*2705 se marcaron durante 15 minutos con
[*S]Met/Cys y se analizaron a los tiempos de caza indicados. Cada muestra se
inmunoprecipitd con W6/32, se tratdé la mitad de cada muestra con Endo H y la otra
mitad se dejo sin tratamiento. Las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE en

condiciones reductoras (Figura 17A). Para HLA-B*2705 se analiz6 la cinética de salida
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del RE calculando el tiempo que tarda cada subtipo en convertir en resistente a Endo H
el 50% del heterodimero maduro. Para B*1402 y B*1403 se siguié el mismo
procedimiento pero teniendo en cuenta la HC resistente a Endo H precipitada tanto con
W6/32 como con HC10 (figura 14A). De esta forma, las cinéticas de maduracion para
B*1402, B*1403 y B*2705 son de 113+2, 113+6 y 69+5 minutos, respectivamnte
(figura 17B). Estos resultados indican que ambos subtipos de B14 tienen cinéticas de
salida del RE similares y que éstas son aproximadamente 1.6 mas lentas que la de
B*2705. Este pardmetro no se correlaciona con la asociacion diferencial de los subtipos
de B14 a EA, ya que ambos presentan los mismos tiempos de adquisicion de resistencia
a Endo H.
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Para descartar que la maduracion lenta que presentan los subtipos de Bl14,
relativa a B27 pudieran ser una consecuencia de diferencias en la cinética de ensamblaje
de los complejos HC/B,m/péptido, se analizé la generacion de heterodimeros de HLA-
B14 y -B27 a tiempos tempranos. Se marcaron los transfectantes de B14 y B*2705 con
[*S]Met/Cys durante 1 minuto para permitir la sintesis completa de la HC y se
analizaron a los tiempos indicados inmunoprecipitando con W6/32. Los complejos de
clase I correctamente plegados se observaron en todos los casos en la caza de 1 minuto
(figura 17C), indicando que las diferencias en la cinética de maduracion entre B14 y

B27 no se explican por diferencias en el tiempo de formacion del heterodimero.

2.5 LOS SUBTIPOS DE HLA-B14 DIFIEREN EN SU INTERACCION CON LA
TAPASINA Y EN LA ESTABILIDAD DE SUS REPERTORIOS PEPTIDICOS.
B*1402 y B*1403 se diferencian en la posicion 156 donde B*1402 tiene leucina
y B*1403, arginina. Se ha sugerido que esta posicion podria influir en la interaccién con
TAP, que estd mediada por la Tpn (Ortmann et al., 1997). Para estudiar si el

polimorfismo en la posicion 156 influye en las interacciones con el complejo de carga
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peptidica, analizamos la asociacion de la HC con la Tpn en los B*1402, B*1403 y
B*2705. Los transfectantes se marcaron con [~ S]Met/Cys durante 2 horas, se
inmunoprecipitaron con el mAb PaSta-1 y se analizaron mediante SDS-PAGE en
condiciones reductoras (figura 18A). Se analiz6 la cantidad de HC coinmunoprecipitada
con la Tpn como la relacion HC/Tpn y se observé que hay diferencias drasticas entre los

tres alotipos, disminuyendo en el siguiente orden: B*2705>B*1402>B*1403 (1.3+0.1,
0.6+£0.2 y 0.16+0.03, respectivamente).
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Para analizar con mas detalle las diferencias en la unién de la HC a Tpn, se
marcaron los transfectantes de CIR con [*>S]Met/Cys durante 2 horas y se hicieron
cazas hasta 4 horas. Las muestras se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-Tpn. Las
HC de B*1402, B*1403 y B*2705 se asocian a Tpn en todos los tiempos de caza (figura
18B), pero las relaciones HC/Tpn son mas altas para B*2705, intermedios para B*1402
y mas bajas para B*1403 (figura 18C). La vida media (t;2) de la HC unida a Tpn para
B*1403 es dos veces menor (75+4 min) que para B*1402 (142417 min) o para B*2705
(176+13 min) (figura 18D). Estos resultados indican que la interaccion de B*¥1403 con
la Tpn es mas débil, mas corta o ambas cosas, que en B¥1402 y B*2705.

El papel de la Tpn es facilitar la carga de péptidos en las moléculas del MHC de
clase I y optimizar sus repertorios peptidicos (Dick et al., 2002). Para investigar si las
diferencias en la uniéon a Tpn modulan la estabilidad de los repertorios peptidicos,
analizamos la termoestabilidad de las moléculas de clase I. Los transfectantes de B14 y
B*2705 se marcaron durante 15 minutos con [*’S]Met/Cys y tras incubar los lisados
celulares durante 1 hora a diferentes temperaturas, se inmunoprecipitaron con W6/32 y
las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras (Figura
19A). La cantidad del heterodimero precipitado a cada temperatura se expresd como el
porcentaje respecto a la cantidad de heterodimero precipitado a 4°C, en cada tiempo de
caza (Figura 19B). En la caza de 0 horas correspondiente a moléculas de clase I recién
ensambladas, la termoestabilidad de los tres subtipos muestra diferencias claras
(B*2705>B*1402>B*1403), siendo B*1403 quien muestra la menor termoestabilidad.

Se observo una optimizacion progresiva para este subtipo a tiempos de caza de 2
y 4 horas, donde su termoestabilidad se acercé a la de B*1402. El aumento progresivo
de termoestabilidad también ocurri6 en B*2705, fendémeno que se observa
particularmente a 50°C. Sin embargo, la termoestabilidad de ambos subtipos de B14 es

menor que la de B*2705 en todos los tiempos de caza. Estos resultados indican que
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B*1403 es globalmente menos estable que B*1402 inmediatamente tras el ensamblaje

en el RE y, aunque la termoestabilidad de ambos subtipos aumenta con el tiempo, no

alcanzan la de B*2705

2.6 LAS DIFERENCIAS EN LA EXPRESION DE LA CADENA PESADA
ENTRE LOS TRANSFECTANTES NO EXPLICAN LAS PROPIEDADES
DIFERENCIALES DE HLA-B14 Y HLA-B27.

Para descartar que las diferencias en los pardmetros de plegamiento y
maduracion analizados en este estudio pudieran ser debidas simplemente a diferentes

niveles de expresion de la HC, éstos se cuantificaron mediante Western Blot de lisados
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totales, revelados con HC10 (Figura 20A). La expresion de la HC en B*1402 y B*1403,
relativa a B*2705 fue 1.4+£0.3 y 1.3+0.1, respectivamente. Los valores relativos de los
parametros analizados en este estudio para los tres alotipos se compararon con los
respectivos niveles de HC y se representaron en un diagrama de barras (Figura 20B). A
partir de este analisis se pueden sacar dos conclusiones. Primero, no existe correlacion
entre los niveles de expresion de la HC y los parametros estudiados salvo para la
cinética de maduracion (50% Endo Hr). Segundo, la tnica diferencia entre los subtipos
de B14 esta en aquellos parametros relativos al control de calidad de la carga peptidica,
concretamente la interaccion con Tpn (relacion HC/Tpn y t1» de la HC unida a la Tpn) y
la termoestabilidad de los complejos MHC-péptido. En estos dos parametros, los
alotipos asociados a EA (B*1403 y B*2705) muestran la maxima disparidad entre los

tres comparados.
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DISCUSION

HLA-B14 Y LA HIPOTESIS DEL PEPTIDO ARTRITOGENICO.

El analisis de especificidad peptidica de los subtipos de HLA-B14, demostrd que
B*1402 y B*1403 presentan repertorios peptidicos muy dispares. Estos resultados son
llamativos porque las dos moléculas poseen una gran similitud estructural,
diferenciandose sélo en la posiciéon 156 (L156R). Un estudio realizado con B*4402 y
B*4403 que difieren también en un solo cambio (D156L), reveldé que ambos subtipos
comparten el 95% de sus repertorios peptidicos (Macdonald et al., 2003).

El polimorfismo en la posiciéon 156 podria modular la especificidad peptidica al
menos a través de dos mecanismos. Primero, modulando directamente la unién del
ligando, ya que este residuo forma parte de las subcavidades D y E del sitio de union de
péptido, donde se unen los residuos de las posiciones 3 y 7, respectivamente (Garrett et
al.,, 1989; Madden et al., 1992). Segundo, modulando la carga peptidica a través de
interacciones con el complejo de carga. Se ha sugerido que el residuo 156 podria estar
implicado en la interaccion con TAP, que estd mediada por la tapasina (Ortmann et al.,
1997). Estudios en B*4402 y B*4403 han revelado diferencias en la eficiencia que estos
dos subtipos presentan en su unién a TAP (Gauchat-Feiss et al., 1994; Neisig et al.,
1996). Este mecanismo no se correlaciona con el alto solapamiento peptidico que
presentan estos dos subtipos (Macdonald et al., 2003), pero no excluye que en los
subtipos de B14 el polimorfismo afecte de forma diferente a las interacciones con el
complejo de carga, ya que el cambio en la posicion 156 es distinto.

Las notables diferencias en el uso de residuos de los péptidos especificos de
B*1402 y B*1403 se pueden explicar a través del primer mecanismo. Dichas
diferencias se encontraron en tres posiciones, dos de las cuales, P3 y P7, se unen a las
subcavidades en las que participa el residuo 156. La preferencia de B*1402 por residuos
no polares en estas dos posiciones y la de B*1403 por residuos 4cidos (aspartico) en P3
y por residuos polares (treonina) en P7, es perfectamente consistente con la presencia de
leucina y arginina en la posicion 156 de B*1402 y B*1403, respectivamente. Sin
embargo, la razén de la preferencia incrementada de B*1403 por residuos alifaticos en

P4 no es tan obvia en ausencia de datos de difraccion de rayos X. Esta preferencia
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podria ser consecuencia de reajustes en la orientacion de la cadena lateral del péptido y
en los contactos establecidos en el entorno del residuo 156 de B*1403.

B*1403 mostré una preferencia clara, aunque no estadisticamente significativa,
por residuos acidos en P1, respecto a B*1402. Se ha sugerido que el uso de residuos
acidos en P1 podria estar favorecido por la presencia de asparagina en la posicion 63 en
HLA-B14 (DiBrino et al., 1994). Sin embargo, puesto que este residuo esta conservado
en los dos subtipos, no explica la mayor preferencia de B*1403 por residuos acidos en
P1. Esta preferencia tampoco se puede explicar por un efecto directo de la arginina en la
posicion 156 de B*1403, debido a que esta posicion estd muy distante. La unica
alternativa seria un efecto indirecto del residuo 156 cuya naturaleza ha de explicarse
mediante andlisis cristalografico.

Alternativamente, la preferencia de B*1403 por residuos acidos en P1 podria
reflejar una dependencia menor de este alotipo por TAP ya que los motivos acidos de
los péptidos, tanto en P1 como en P3, estdn desfavorecidos para la union de éstos con
TAP (Daniel et al., 1998; Daniel et al., 1997; Lankat-Buttgereit and Tampe, 2002; Van
Endert et al., 1995). De 8 nondmeros especificos de B*1403; 5 tenian residuos acidos en
Pl y P3 y todos menos uno, tenian un residuo acido en al menos una de las dos
posiciones mencionadas. Dos posibilidades podrian explicar estos resultados. Por un
lado, que B*1403 interaccionase o se asociase menos a las proteinas del complejo de
carga y por otro, que la preferencia incrementada hacia residuos 4cidos en P3, resultante
de una interaccion directa entre la arginina en la posicion 156 y el aspartico en P3,
evitase los requerimientos de union de TAP para la carga peptidica e indirectamente
favoreciese también la union de péptidos con residuos acidos en P1.

Los estudios comparativos de coinmunoprecipitacion de la cadena pesada con
Tpn y de termoestabilidad de las moléculas de clase I estudiadas son consistentes con
esta posibilidad. Tanto, la cantidad de HC unida a Tpn a lo largo del tiempo como la
termoestabilidad de los complejos MHC/péptido fueron menores para B*1403 que para
B*1402. Por tanto el polimorfismo en la posicion 156 estd, no s6lo modulando
directamente la especificidad peptidica sino también la carga peptidica, haciendo que el
subtipo asociado a enfermedad una péptidos mas suboptimos que B*1402. A lo largo
del tiempo se observa una optimizacion progresiva de los repertorios peptidicos de
B*1402 y B*1403, que ocurre también en el repertorio de B*2705, pero en menor
medida. La optimizacion dependiente del tiempo en B14 se ha observado también para

B*2705 en células deficientes en Tpn (Williams et al., 2002). Esto es consistente con la
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posibilidad de que la optimizacion en el tiempo que ocurre en los subtipos de B14 sea,
al menos parcialmente, independiente de Tpn.

Es interesante anadir que uno de los péptidos comunes a los tres alotipos
analizados en esta tesis, IRAAPPPLF, es independiente de TAP (datos no publicados de
nuestro laboratorio), como confirmé su aislamiento del repertorio peptidico de B*2705
en cé¢lulas T2, que son deficientes en TAP. Este péptido deriva de la catepsina A, una
proteina del compartimento endosémico y que se procesa por una ruta proteasoma-
independiente (Marcilla et al., 2007). Por tanto, es posible que este ligando se incorpore
a HLA-B14 y HLA-B27 fuera del RE durante una fase mas tardia de la optimizacion de
sus repertorios peptidicos.

Aparte del papel de la posicion 156 como modulador de la especificidad y de la
carga peptidica, es posible que ligandos compartidos se presenten de manera diferente,
aumentando asi la disparidad antigénica entre los dos subtipos. Para analizar esta
posibilidad se utilizaron CTLs alorreactivos, cuyo uso se basa en tres principios.
Primero, que los CTLs reconocen péptidos constitutivos unidos al aloantigeno.
Segundo, que la gran diversidad clonal de las respuestas de los CTLs esta basada en el
reconocimiento de un espectro de péptidos amplio donde virtualmente cada clon
reconocerd a un péptido diferente (Heath et al., 1991; Rotzschke et al., 1991). Tercero,
que aunque los CTLs pueden presentar reaccion cruzada con péptidos diferentes con
una homologia minima en sus secuencias (Evavold et al., 1995), es razonable inferir que
la reaccion cruzada entre alotipos con un grado substancial de solapamiento, estara
basada en el reconocimiento de péptidos comunes. Esto es dificil de demostrar ya que,
en general, los péptidos reconocidos por los CTLs son desconocidos. Sin embargo, hay
un caso formalmente demostrado para subtipos de HLA-B27 (Paradela et al., 2000) y
ademas, algunos ligandos comunes de B*2705 y B*2709 muestran una alta similitud en
su estructura cristalografica cuando se unen a ambos subtipos (Hulsmeyer et al., 2005;
Pohlmann et al., 2004). El hecho de que los porcentajes de solapamiento peptidico y de
solapamiento antigénico entre B*1402 y B*1403 sean parecidos sugiere que la mayoria
de los ligandos comunes mantendrian sus caracteristicas antigénicas y, probablemente,
una conformacién similar cuando se unen a cualquiera de los dos subtipos de Bl4.
Nuestros resultados relativos al alorreconocimiento de HLA-B14 difieren de los
publicados para B*4402 y B*4403. En este par de subtipos, el cambio D156L tiene un
efecto limitado en la especificidad peptidica y muy drastico en alorreactividad

(Macdonald et al., 2003). Una mutacion diferente en la misma posicion en los subtipos
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de B14 (L156R) tiene efectos significativos en la especificidad peptidica pero no parece
tenerlos en el alorreconocimiento de los péptidos compartidos. Por lo tanto, el efecto de
un polimorfismo en un subtipo no puede ser generalizado, porque depende de la
naturaleza de la mutacion, del contexto molecular en el que se da o de ambas cosas. Por
ejemplo, B*3508 y B*3501 que también se diferencian en una sola posicion (L156R),
unen un epitopo compartido con una conformacion similar, pero la inmunodominancia
y el reconocimiento por el TCR de este epitopo son dependientes de subtipo, debido a
un efecto del polimorfismo en la conformacién del sitio de unioén de péptido (Tynan et
al., 2005).

Si la susceptibilidad a EA estd basada en el reconocimiento de péptidos
especificos por parte de las células T, como propone la teoria del péptido artritogénico
(Benjamin and Parham, 1990), seria esperable encontrar péptidos compartidos y con los
mismos rasgos estructurales entre los subtipos asociados a enfermedad, B*1403 y
B*2705. La existencia de péptidos comunes entre estos dos alotipos ha sido
formalmente demostrada en este estudio. Sin embargo, es obvio que la existencia de
ligandos comunes compartidos con HLA-B27, no implica por si misma una
predisposicion a la enfermedad. Un ejemplo que ilustra bien esto es la falta de
asociacion a enfermedad de los subtipos de B*2706 y B*2709 a pesar del gran
solapamiento que tienen con otros subtipos que si estdn asociados (Ramos et al., 2002b;
Sesma et al., 2002). En este estudio también se han encontrado 4 péptidos comunes
entre B*2705 y B*1402.

En el estudio con CTLs se vio que habia alguna reactividad cruzada entre
B*1402 y B*2705 paralela al bajo solapamiento peptidico entre ambos alotipos. Por lo
tanto, podria ser que algunos de los péptidos compartidos entre HLA-B27 y HLA-B14
mantuviesen sus caracteristicas antigénicas. Este seria el caso del péptido IRAAPPPLF
que se presenta de la misma forma por B*¥1402 y B*2705 como han revelado recientes
estudios cristalograficos (Pravin Kumar et al., manuscrito en revision). De manera
alternativa, podria ocurrir que la reactividad cruzada reflejara un reconocimiento de
péptidos diferentes en cada alotipo y esto implicaria que los ligandos presentaran
mimetismo molecular. Aunque la reactividad cruzada entre B*1403 y B*2705 no se ha
estudiado, parece probable que sea muy similar a la existente entre B*1402 y B*2705.
El hallazgo de ligandos compartidos y de reactividad cruzada con CTLs entre HLA-B14
y HLA-B27 sugiere que B*1403 y B*2705 presentan péptidos compartidos con los

mismos rasgos antigénicos o péptidos diferentes que presentan mimetismo molecular.
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Esta seria la prediccion de la hipdtesis del péptido artritogénico (Benjamin and Parham,
1990). Deben considerarse otros dos aspectos relevantes. Primero, en este estudio no se
encontraron péptidos comunes a B*1403 y B*2705 ausentes en B*1402 y aunque
nuestros resultados no excluyen su existencia, deben de ser escasos. Segundo, las bases
de las diferencias en la especificidad peptidica entre los dos alotipos asociados a
enfermedad (B*1403 y B*2705) se explican por el uso diferente de residuos en
multiples posiciones y por el hecho de que muchos residuos favorecidos en un alotipo
son raros o no se encuentran entre los ligandos del otro alotipo. Esto no excluye la
existencia de ligandos comunes a los subtipos asociados a EA y ausentes en el no
asociado, que serian buenos candidatos a péptidos artritogénicos. Alternativamente,
podria ocurrir que se presentaran péptidos comunes a los tres subtipos de forma
antigénicamente alterada en el subtipo no asociado a enfermedad. Por tanto, al andlisis
comparativo de los repertorios peptidicos de B*1402, B*1403 y B*2705 indica que a
pesar de la elevada disparidad de dichos repertorios entre B*¥1403 y B*2705, existen
ligandos y epitopos antigénicos comunes que se ajustan a las predicciones de la

hipdtesis del péptido artritogénico.

HLA-B14 Y LA HIPOTESIS DEL PLEGAMIENTO ANOMALO.

En la segunda parte de esta tesis se examinaron el plegamiento, transporte,
maduracion y estabilidad de los subtipos de HLA-B14 asociados diferencialmente a
enfermedad y se compararon con B*2705 para tratar de definir caracteristicas
diferenciales entre ambos subtipos de Bl4 y comunes a B*1403 y B*2705, que
pudieran explicar la asociacion a EA.

B*2705 mostr6 una cinética de plegamiento lenta, una tendencia de la HC a
plegarse de forma andémala y acumularse en el RE y una cinética de salida del RE
relativamente lenta, en consonancia con estudios previos (Dangoria et al., 2002;
Galocha and Lopez de Castro, 2008; Goodall et al., 2006; Mear et al., 1999).

B*1402 y B*1403 mostraron una cinética de plegamiento y de maduraciéon y
transporte parecidas, que diferian significativamente de B*2705. La diferencia principal
fue que la cantidad de HC libre mal plegada, sensible a Endo H y presumiblemente, en
el RE era menor en los dos subtipos de B14 que en B*2705. Esto indica un plegamiento
mas rapido y eficiente de las moléculas de B14. Sin embargo, la cantidad de HC que no
esta plegada de forma correcta permanecia en el RE tanto tiempo como la de B27. Por

lo tanto, no hay correlacion entre la cantidad o la vida media de la HC que esta plegada
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de forma andémala en el RE y la asociacion (B*2705, B*1403) o no (B*1402) a EA.
Estos resultados sugieren que el plegamiento anémalo de la HC no explica la asociacion
de B*1403 a EA.

Al contrario de lo que ocurre con la cinética de plegamiento, en su maduracion y
transporte, medidos mediante la adquisicion de la resitencia a Endo H, los subtipos de
B14 eran mas lentos que B*2705. Esto es consistente con el hecho de que los
heterodimeros de B14 necesiten mas tiempo que B*2705 para alcanzar el nivel de
optimizacion de la carga peptidica requerida para salir del RE, quizds como
consecuencia de su interaccion menos eficiente con la Tpn. La presencia de HC libre
Endo H resistente y una tasa de aparicion inversamente proporcional a la tasa de
desaparicion de los heterodimeros maduros sugiere que, incluso después de salir del RE,
el repertorio peptidico de Bl4 estd menos optimizado, en términos de estabilidad
peptidica, que el de B27. Probablemente, esto ocurre porque los heterodimeros de B14
se disocian en fases tardias de maduracion en el endosoma durante su reciclamiento
entre este compartimento y la superficie celular, como se ha descrito para HLA-B27
(Bird et al., 2003). Dicha disociacion estaria propiciada por el bajo pH endosomal. De
hecho, B14 present6 una importante cantidad de HC libre en superficie comparada con
la de B*2705. Estos resultados sugieren que ni el transporte, ni la tasa de disociacion
intracelular del heterodimero exportado, ni la expresion de HC libre en superficie, son
relevantes para la asociacion de B*1403 y B*2705 a EA.

La menor estabilidad de los repertorios peptidicos unidos a B14 comparada con
B*2705 explica tanto la disociacion intracelular como la expresion alta de HC libre en
superficie en los subtipos B*1402 y B*1403. La HC disociada en superficie, que no es
capaz de reasociarse, podria formar homodimeros similarmente a HLA-B27 (Bird et al.,
2003). Como en este alotipo, HLA-B14 posee un residuo de cisteina libre en la posicion
67, que es critico para la formacion de homodimeros en HLA-B27 (Allen et al., 1999).
La formacion de homodimeros de HC en HLA-B14 no se ha estudiado en esta tesis.

Existen al menos dos mecanismos por los que un repertorio suboptimo unido a
B*1403 podria tener efectos patogénicos. Tras la disociacion intracelular de B*1403
puede ocurrir: a), un intercambio de péptidos que permita la unidon de ligandos con tasas
de disociacion menores, tales como péptidos de proteinas exdgenas o péptidos propios
procesados fuera del RE, y su posterior expresion en la superficie celular, b), que se
formen homodimeros covalentes de HC y se expresen en la superficie celular. El primer

mecanismo permitiria que B*1403 presentase ligandos bacterianos generados en el
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compartimento endosémico, que podrian desencadenar posibles respuestas de CTLs
contra bacterias artritogénicas u otros antigenos. El segundo mecanismo, favoreceria la
formacion de homodimeros, como se ha propuesto para HLA-B27 (Allen and
Trowsdale, 2004; Kollnberger et al., 2002) y podria inducir una modulacién de
respuestas celulares mediada por receptores leucocitarios. Sin embargo, ninguna de
estas posibilidades explica la asociacion diferencial de los subtipos de B14 a EA. En los
parametros en los que estos subtipos se comportan de manera diferente, B*1402 y
B*2705, presentan mas similitudes. Por razones parecidas, un mecanismo basado en el
acumulo de B,m tras la disociacion de los heterodimeros (Uchanska-Ziegler and Ziegler,
2003) parece poco probable a la vista de la termoestabilidad relativa de los tres alotipos

estudiados.
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En conclusion, si asumimos que el mecanismo patogénico de B*1403 y B*2705
en EA ha de ser el mismo, nuestro estudio no es consistente con el posible papel del
plegamiento andomalo o de la expresion en superficie de HC libre en la patogénesis de
esta enfermedad. La existencia de un péptido comun entre B*1403 y B*2705, en linea
con la hipdtesis del péptido artritogénico, se revela, por tanto, como la nica alternativa
patogénica consistente con la biologia comparada de B*1402, B*1403 y B*2705
analizada en esta tesis. Nuestros resultados indican, asimismo, el papel central de la
union de péptidos en determinar, no sélo la especificidad de presentacion antigénica,
sino el conjunto de la biologia celular de HLA-B14 y HLA-B27.

Estas interrelaciones se presentan esquematicamente en la figura 21 (Marcilla et
al 2008, en prensa), en la que se muestra como la unidon de péptidos determina otras
propiedades de las moléculas de HLA de clase I, que han servido de base para las
distintas hipdtesis que intentan explicar el mecanismo de asociaciéon de HLA-B27 (y

B*1403) con las espondiloartropatias.
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CONCLUSIONES

1. Los subtipos B*1402 y B*1403 presentan una disparidad significativa
(aproximadamente el 65%) en sus repertorios peptidicos a pesar de diferir

estructuralmente en un solo residuo de su secuencia de aminoacidos (R156L).

2. La naturaleza de las diferencias peptidicas entre los subtipos de HLA-B14 se
explica esencialmente por el efecto de la posicién 156 al menos sobre las posiciones de

anclaje 3y 7.

3. El polimorfismo en la posicion 156 entre B*1402 y B*1403 tiene una influencia
directa limitada en el reconocimiento por células T, el cual parece consecuencia

principalmente del efecto de esta posicion sobre el repertorio peptidico.

4. La similitud entre los porcentajes de péptidos comunes y de epitopos
alorreactivos comunes sugiere que la mayoria de los ligandos compartidos se presentan

con una conformacioén similar en las células T.

5. La existencia de ligandos y epitopos de células T comunes entre B*1403 y
B*2705 sugiere, a pesar de su bajo porcentaje, la posibilidad de que un ligando

artritogénico comun pudiera ser presentado por ambos alotipos.

6. Los subtipos de HLA-B14 presentan cinéticas de plegamiento y maduracion

similares, que difieren de las de B*2705.

7. B*1402 y B*1403 so6lo difieren en sus propiedades de unién a la tapasina y en su
termoestabilidad. B*1403 se une con una eficiencia menor a la tapasina y tiene un
repertorio peptidico menos optimizado, que se refleja en una menor termoestabilidad,

con respecto a B*1402.
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8. Las caracteristicas de plegamiento y de termoestabilidad de B*1402, B*1403 y

B*2705 no se correlacionan con la asociacion de estos alotipos a EA.

9. La especificidad de unién de péptidos de B*1402, B*1403 y B*2705 determina
no so6lo la presentacién antigénica sino toda la biologia celular de estas moléculas y
emerge como la propiedad bésica que integra la biologia y el papel patogénico de estas

moléculas.
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The peptide specificity of HLA-B*1403, an allotype associated with
ankylosing spondylitis (Lopez-Larrea, C., Mijiyawa, M., Gonzalez, S.,
Fernandez-Morera, J. L., Blanco-Gelaz, M. A., Martinez-Borra, J., and
Lopez-Vazquez, A. (2002) Arthritis Rheum. 46, 2968 —2971) was com-
pared with those of the non-associated B*1402 and the prototypic dis-
ease-associated B*2705 allotypes. Although differing by a single resi-
due (L156R), B*1402 and B*1403 shared only 32—-35% of their peptide
repertoires. Subtype-related differences observed in multiple peptide
positions, including P3 and P7, were largely explained by a direct effect
of the L156R change on peptide specificity. The HLA-B14 subtypes
shared only ~3% of their peptide repertoires with B*2705. This was due
to distinct residue usage at most positions, as revealed by statistical
comparison of B*1402, B*1403, and B*2705-bound nonamers. Never-
theless, shared ligands between B*2705 and B*1403 were formally
identified, although ligands common to B*2705 and B*1403, but absent
from B¥*1402, were not found. Alloreactive T-cells were used as a tool to
analyze epitope sharing among B*1402, B*1403, and B*2705. The per-
centage of cross-reactive T-cell clones closely paralleled peptide over-
lap, suggesting that shared ligands tend to maintain their antigenic
features when bound to the different allotypes. Our results indicate
that B*1403 and B*2705 can present common peptides. However, both
the disparity of their peptide repertoires and the lack of binding fea-
tures shared by these two allotypes, but not B*1402, argue against,
although do not exclude, a mechanism of spondyloarthritis mediated
by specific ligands of B*2705 and B*1403.

The association of HLA-B27 with spondyloarthropathies and, in par-
ticular, ankylosing spondylitis (AS)? is, by far, the strongest one between
an HLA class I molecule and any disease (1, 2). The property of HLA-
B27 that determines disease susceptibility remains unknown, and sev-
eral pathogenetic mechanisms are currently being considered as a basis
for various research lines (3, 4). One of these mechanisms is proposed by
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assisted laser desorption ionization time-of-flight; PBMC, peripheral blood mononu-
clear cell; m/z, mass-to-charge ratio; TAP, transporter associated with antigen
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the arthritogenic peptide hypothesis (5), which assumes that an initial
pathogenetic event would be a cytotoxic T lymphocyte (CTL) response
against an external antigen, whose molecular mimicry with a constitu-
tive peptide ligand of HLA-B27 would elicit an autoimmune reaction
against this molecule, leading to tissue damage and inflammation. This
hypothesis, which emphasizes the antigen-presenting specificity of
HLA-B27 as a critical pathogenetic feature, has stimulated studies on
the nature of HLA-B27-bound peptide repertoires and their relation-
ship to those presented by other class I molecules. A major feature of
HLA-B27 ligands is the presence of R2 (6, 7), which binds tightly into the
B pocket of the peptide-binding site (8, 9). Because this pocket is made
up of residues that are polymorphic among HLA class I molecules, few
allotypes other than HLA-B27 bind peptides with R2. For this reason, it
was of interest that B*3901, an allotype that also accepts peptides with
this motif (10) and binds in vitro some HLA-B27 ligands (11), was sig-
nificantly increased among HLA-B27-negative AS patients in a study
carried out in Japan (12). In Caucasoid patients, HLA-B39 was associ-
ated with the axial type of psoriatic arthritis (13), a form of this disease
that is strongly linked to HLA-B27 (14). In addition, development of
spondyloarthropathies in gorillas has been correlated with these ani-
mals expressing MHC class I molecules that bind peptides with R2 (15).
Recently, B*1403, an allotype reported only in the African popula-
tions of Cameroon and Togo (16, 17), was found strikingly associated to
AS in the Togolese population, where both this disease and HLA-B27
arerare (17). Of 7HLA-B27-negative AS patients that could be clinically
and genetically evaluated, 4 (57%) were of the B*1403 allotype. The
prevalence of this allotype in the normal Togolese population was <1%.
The closely related allotype B*1402, which differs from B*1403 only at
residue 156 (Leu in B*1402; Arg in B*1403), was found in 2% of the
healthy controls, but was absent among AS patients. B*1402 has a wide-
spread distribution, including among Caucasians, and has never been
found associated with AS. Sequence analysis of B*1402-bound peptides
(18) revealed a strong preference of this allotype for peptides with R2.
Because the B pockets of B*1402 and B*1403 are identical, it was
expected that this allotype would also bind peptides with this motif.
The availability of two closely related HLA-B14 molecules differen-
tially associated with AS, allowed us for the first time to look for peptide
differences that may correlate with disease susceptibility in a non-B27
system. It was also possible to look for similarities in peptide presenta-
tion between HLA-B27 and another relatively distant but AS-associated
class I molecule, because B*1403 differs from B*2705 in 15 amino acid
residues in the extracellular region of the molecule, all of which are
located in the al and a2 domains. Thus, in this study we comparatively
analyzed the peptide binding specificity of B*1402 and B*1403, to deter-
mine the overlap between their constitutive peptide repertoires and the
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structural features of shared and differentially bound ligands. We also
determined that peptide sharing between B*1403 and B*2705 is very
low, although both allotypes bind some common ligands, and defined
the molecular basis of their differential peptide specificity. Finally, allo-
reactive CTLs, which recognize a wide spectrum of the peptides consti-
tutively bound to the allo-MHC molecule (19 —21), were used to analyze
the relationship between epitope and peptide sharing among B*1402,
B*1403, and B*2705.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Lines and DNA-mediated Gene Transfer—HMy2.CIR (CIR) is a
human lymphoid cell line with low expression of its endogenous HLA
class I molecules (22, 23). B*2705-CI1R transfectants with high expres-
sion of HLA-B27 were described elsewhere (24). CIR transfectant cells
expressing B*1402 and B*1403 were obtained as follows. RNA was puri-
fied from the lymphoblastoid cell line (LCL) R56 (HLA-A2, All);
B*1402, B*2702). Full-length ¢cDNA of B*1402 was obtained by PCR,
using two HLA-B locus-specific primers hybridizing in the 5'-flanking
and 3'-untranslated regions, respectively. The DNA fragment was
cloned into the pCRII vector (Invitrogen), sequenced to confirm that it
corresponded to the correct B*1402 sequence, subsequently cloned into
pCDNAIII (Invitrogen), sequenced again, and transfected into C1R cells
by electroporation at 250 V and 960 microfarads, as previously
described (24). One single nucleotide change, at codon 156, differenti-
ates B*1403 from B*1402 (CTG to CGG). The gene encoding B*1403
was obtained by PCR-mediated site-directed mutagenesis of the B*1402
c¢DNA obtained from R56 cells. Two independent PCR reactions were
performed. In the first one, an oligonucleotide hybridizing in the 5'-end
region and an “upstream” primer containing the desired mutation were
used. The second PCR reaction used an oligonucleotide hybridizing in
the 3’-untranslated region and a “downstream” primer with the muta-
tion. A third PCR reaction was then performed using both DNA frag-
ments and cDNA from R56. The full-length cDNA fragment obtained
was cloned into pCRII and fully sequenced to confirm that it corre-
sponded to the B*1403 gene. Finally, the gene was cloned into
pCDNAIII and sequenced again before transfecting it into CIR cells as
above. These cell lines were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium supplemented with 7.5% fetal bovine serum (both from
Invitrogen).

Monoclonal Antibodies—The mAbs used in this study were W6/32
(IgG2a, specific for a monomorphic HLA class I determinant) (25) and
BBM1 (IgG2b, specific for human $,m) (26).

Flow Cytometry—About 6 X 10* untransfected or B*1402-, B*1403-,
or B*2705-C1R-transfectant cells were washed twice in 200 ul of phos-
phate-buffered saline and resuspended in 50 wl of undiluted mAb
supernatant. After incubating for 30 min, cells were washed twice in 200
wl of phosphate-buffered saline, resuspended in 50 ul of fluorescein
isothiocyanate-conjugated anti-mouse IgG rabbit antiserum (Calbio-
chem-Norabiochem GMBH, Schwalbach, Germany), incubated for 30
min, and washed twice in 200 ul of phosphate-buffered saline. All oper-
ations were done at 4 °C. Flow cytometry was done in an Epics Profile
XL instrument (Coulter Electronics Inc., Hialeah, FL), using the System
1T software.

Isolation of B*1402-, B*1403-, and B*2705-bound Peptides—B27- and
Bl4-bound peptides were isolated from about 10'° of the corresponding
CIR transfectant cells as previously described (27). Briefly, cells were
lysed in 1% Nonidet P-40 in the presence of a mixture of protease inhib-
itors. After centrifugation, cell lysates were subjected to affinity chro-
matography using the W6/32 mAb. HLA-B27- and HLA-B14-bound
peptide pools were eluted with 0.1% aqueous trifluoroacetic acid at
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room temperature, filtered through Centricon 3 (Amicon, Beverly,
MA), concentrated, and subjected to high performance liquid chroma-
tography (HPLC) fractionation. This was conducted in a Waters Alli-
ance system (Waters Milford, MA) using a Vydac 218TP52 column
(Vydac, Hesperia, CA) at a flow rate of 100 ul/min, as previously
described (28). Fractions of 50 ul were collected.

Mass Spectrometry Analysis and Sequencing—The peptide composi-
tion of HPLC fractions was analyzed by matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight (MALDI-TOF) MS using a Bruker Reflex ™™ I1I
MALDI-TOF mass spectrometer (Bruker- Franzen Analytic GmbH,
Bremen, Germany) equipped with the SCOUT™ source in positive ion
reflector mode. Dried fractions were resuspended in 0.5 ul of 33% aque-
ous acetonitrile and 0.1% trifluoroacetic acid. This was deposited onto
the stainless steel MALDI probe and allowed to dry at room tempera-
ture. Then 0.5 ul of matrix solution (e-cyano-4-hydroxycinnamic acid
in 33% aqueous acetonitrile and 0.1% trifluoroacetic acid) at 1 mg/ml
was added, and the mixture was allowed to dry again at room
temperature.

Peptide sequencing was carried out by quadrupole ion trap nanoelec-
trospray MS/MS in an LCQ instrument (Finnigan TermoQuest, San
Jose, CA), exactly as detailed elsewhere (29, 30). Some sequences were
obtained using an Esquire 3000™ ion trap mass spectrometer (Bruker)
after online chromatographic separation of samples as follows. Samples
were dissolved in Buffer A (0.5% acetic acid in water) and loaded onto a
column (100 mm X 100 uMm internal diameter) packed with 5 um Kro-
masil C18 beads (EKA Chemicals, Bohus, Sweden) and fractionated in a
Famos-Switchos-Ultimate chromatographic system (LCPackings, the
Netherlands) with a 45-min linear gradient of 5-30% Buffer B (90%
acetonitrile, 0.5% acetic acid in water) at 500 nl/min. MS/MS spectra
were acquired by automatic switching between MS and MS/MS mode
using dynamic exclusion. Some samples were analyzed using the Mul-
tiple Reaction Monitoring mode, which allows specific peptide masses
to be selected. The interpretation of MS/MS spectra was done manually,
but assisted by various software packages, including Mascot (Matrix
Science Ltd., London) and MSProduct, a facility of the Protein Prospec-
tor package (31). In addition, the FASTA software (www.ebi.ac.uk./
fasta33/index.html) was used to look for unambiguous matching of can-
didate peptide sequences with the human genome and proteome
databases.

CTL—Alloreactive CTL clones directed against B*1402 were
obtained from various unrelated HLA-B14-negative donors upon stim-
ulation with the LCL LWAGS (HLA-A*3301, B*1402) as follows. About
10° peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were stimulated i#
vitro with a mixture of 10° stimulator LCL and 10° autologous PBMC
feeder cells irradiated at 80 and 50 Gy, respectively. After a week cells
were directly cloned by seeding serial dilutions of stimulated T cells in
U-bottomed 96-well plates containing 2,000 irradiated stimulator LCL
and 20,000 irradiated PBMCs per well in the presence of 30 units/ml
recombinant interleukin-2 (a kind gift of Hoffmann-La Roche, Nutley,
NJ). Cells in wells growing below the statistical limit of clonality were
tested for HLA-B14 reactivity, using a standard *' Cr release cytotoxicity
assay against B*1402-CIR targets, and untransfected CIR cells as a neg-
ative control. Mixed lymphocyte cultures were grown in Iscove’s mod-
ified Dulbecco’s medium with Glutamax I (Invitrogen), supplemented
with 100 units/ml penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin sulfate, and 0.05
mg/ml gentamicin (all from Sigma-Aldrich) and 14% fetal bovine serum
(Invitrogen). T-cell clones were grown in the same medium and re-
stimulated weekly in the presence of interleukin-2, as described above.

Alloreactive CTL clones directed against B*2705 were obtained by
the same procedure, with the following modifications. PBMCs from
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various unrelated HLA-B27-negative donors were stimulated in vitro
with either the R15 (HLA-A3, B*2705, B35) or LG15 (HLA-A32,
B*2705) LCL for a week, re-stimulated with the alternative LCL in sec-
ondary mixed lymphocyte culture for another week, and cloned with the
initial LCL by limiting dilution. Other previously described B*2705-
specific CTL clones were also used (32).

Statistical Analysis—This was carried out by the y* with Yates cor-
rection or the Fisher’s exact test, depending on the size of the samples
being compared. p values of <0.05 were considered as statistically
significant.

RESULTS

Large Disparity between the Constitutive Peptide Repertoires of
B*1402 and B*1403—The peptide pools from both subtypes were iso-
lated, after immunoaffinity purification with W6/32 and acid extrac-
tion, from the corresponding CIR transfectant cells, whose surface
expression of B*1402 and B*1403 was very similar (Fig. 1). Both peptide

We6/32

E sz . ?403

40

Counts
20 30

10

Counts

Fluorescence

FIGURE 1. Flow cytometry analysis of B¥1402, B*1403, and B*2705 expression on
C1Rtransfectant cells using the W6/32 and BBM.1 mAb. Controlsinclude cells stained
only with the fluorescein isothiocyanate-conjugated anti-mouse IgG antiserum (left his-
tograms) and untransfected C1R cells (shaded). A representative experiment, out of three
independent ones, is shown. Mean channel fluorescence values of the three experi-
ments, including their standard deviations, were the following. With W6/32: C1R, 7 * 1;
B*1402,49 + 7;B*1403, 71 = 7;B*2705, 129 = 10. With BBM.1: C1R, 9 * 2; B*1402, 44 =
6; B*1403, 61 *+ 7; B¥2705,91 * 4.

pools were fractionated by HPLC in consecutive runs under identical
conditions, and each of the peptide-containing fractions was analyzed
by MALDI-TOF MS. The MS spectrum of each HPLC fraction from
one subtype was compared with the correlative, previous, and following
fractions from the other subtype, to take into account small shifts in the
retention time of peptides that may occur even in consecutive chro-
matographic runs. Ion peaks with the same (#+0.8) mass-to-charge
(m/z) ratio in this comparison, were considered to reflect identical
ligands of both subtypes. Ion peaks found in only one peptide pool were
considered to reflect subtype-specific ligands. This strategy has been
previously used to determine the overlap between HLA-B27 subtype-
bound peptide repertoires in several studies from our laboratory (33,
34). Two independent comparisons were carried out, and the overlap
between the B*1402 and B*1403 peptide repertoires was established as
the mean of the two experiments (TABLE ONE). On the basis of this
analysis B*1402 and B*1403 shared only ~32-35% of their peptide rep-
ertoires. The peptide size distribution in both pools was very similar and
showed a Gaussian distribution typical of MHC class I-bound peptides
(Fig. 2A), with an average molecular mass of 1113 and 1109 Da for
B*1402 and B*1403, respectively. Moreover, both the average molecular
mass (TABLE ONE) and size distribution (Fig. 2B) of subtype-specific
ligands were very similar between both sets. These results indicate that,
despite their close structural similarity, B*1402 and B*1403 bind largely
distinct peptide repertoires, although this has little effect on peptide
size.

Limited Peptide Sharing between HLA-B14 and HLA-B27—The
B*1402- and B*1403-bound peptide repertoires were separately com-
pared with that of B*2705, using the same strategy as for the two HLA-
B14 subtypes. B*1402 and B*1403 differed from B*2705 in 88 and 85% of
their peptide repertoires, respectively (TABLE TWO). This is a mini-
mum estimation, because a comparison based on retention times and
molecular mass becomes more inaccurate in reflecting peptide identity,
the more different are the peptide pools compared. Indeed, of six pep-
tide pairs showing the same retention time and molecular mass that
were sequenced from both B*1403 and B*2705 (see below), 2 (33.3%)
and 4 (66.7%) corresponded to identical and different peptides, respec-
tively. If these results are extrapolated to the total peptide pool, the
actual overlap of the B*2705-bound peptide repertoire with that of
B*1403 would be (8 X 0.333)% = 2.7%, and the overlap of the B*1403-
bound repertoire with that of B*2705 would be (15 X 0.333)% = 5%.

The average molecular mass of the total B*2705-bound peptides was
significantly higher (1222 Da) than those of B*1402 or B*1403 ligands
(1113 and 1110 Da, respectively), suggesting notorious differences in
side-chain composition, peptide length or both between the B14 and
B27-bound peptide repertoires (Fig. 2A4). This was clear from the size
distribution of the differential peptides between B*2705 and B*1402 or
B*1403 (Fig. 2C): B14-specific peptides predominated in the lower mass
range, and the opposite was true for B*2705-specific ligands. Peptides
shared between B*2705 and B*1402 or B*1403 had an average molecular

TABLE ONE

Comparison of natural peptide ligands from B*1402 and B*1403
Exp. 1 Exp.2 Mean
B*1402 B*1403 B*1402 B*1403 B*1402 B*1403

Total peptides compared 782 742 909 800 846 771

Shared peptides 319 (41%) 319 (43%) 225 (25%) 225 (28%) 272 (32%) 272 (35%)
Differential peptides 463 (59%) 423 (57%) 684 (75%) 575 (72%) 574 (68%) 499 (65%)
Average mass of total peptides 1113 Da 1104 Da 1112 Da 1114 Da 1113 Da 1109 Da
Average mass of shared peptides 1100 Da 1100 Da 1092 Da 1092 Da 1096 Da 1096 Da
Average mass of differential peptides 1122 Da 1108 Da 1119 Da 1123 Da 1121 Da 1116 Da
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FIGURE 2. Size distribution of B*1402-, B*1403-, and B*2705-bound peptides. A, size
range of the peptide pools from the three allotypes. B, size distribution of the peptides
differentially bound to B*1402 or B*1403. C, size distribution of the peptides differentially
bound to B¥1403 or B*2705. Data are means of two independent experiments.

mass (1127 and 1145 Da, respectively) somewhat higher than the total
B*1402 or B*1403 ligands and clearly below the total B*2705 ligands
(TABLE TWO).

The number of ion peaks counted from B*1402 and B*1403 were
consistently lower than those from B*2705 in all experiments (TABLE
TWO). There are several possible explanations for this result. First, it
might be a consequence of the higher surface expression of HLA-B27,
relative to HLA-B14 subtypes (Fig. 1). However, this possibility was not
supported by the fact that the global peptide yields of the B27- and
B14-bound pools were similar (data not shown). Second, a significant
fraction of the B14-bound peptides might not dissolve in the aqueous
trifluoroacetic acid used for peptide extraction. This is also very
unlikely, because trifluoroacetic acid is a very efficient solvent for short
peptides, in the range of the MHC class I ligands, whose neat charge is
always positive, because the acidic groups are uncharged at acidic pH.
Third, a significantly higher number of B14 than B*2705 ligands might
escape detection by MALDI-TOF MS due to lower positive charge.
Although there is no obvious reason for this, we have not experimentally
addressed this possibility and cannot formally rule it out. Finally, it is
possible that the B14-bound peptide repertoire is actually smaller than
that of B*2705. This might result from restricted residue usage at a large
number of peptide positions among B*1402 and B*1403 ligands (see
below).

Taken together, these results indicate that B*2705 shares with B*1402
and B*1403 only a small fraction of its constitutive peptide repertoire,
and that it binds peptides with higher molecular mass. Our results are
also consistent with the possibility that the B*2705-bound peptide rep-
ertoire is larger than those of B*1402 and B*1403.

B*1402 and B*1403 Ligands Show Restricted Heterogeneity at Multi-
ple Peptide Positions—A total of 34 HLA-B14 ligands were sequenced by
electrospray MS/MS. These include 17 shared ligands of both subtypes,
7 B*1402-specific, and 10 B*1403-specific peptides (Fig. 3). To establish
the peptide motifs of both subtypes we analyzed the frequency of each
amino acid residue at each position among all the nonamers from each
subtype, because they were the only ones to provide significant numbers
of peptides with the same size. Thus, the peptide motifs of B*1402 were
determined from 16 ligands, including the 11 shared and the 5 B*1402-
specific nonamers. Similarly, the peptide motifs of B*1403 were estab-
lished from 19 ligands, including the 11 shared and the 8 B*1403-specific
nonamers. A peptide position was arbitrarily considered to show
restricted heterogeneity when a given residue or type of chemically

TABLE TWO
Comparison of natural peptide ligands from B*1402, B*¥1403 and B*2705
Exp. 1 Exp.2 Mean
B*1402/B*2705 B*1402 B*2705 B*1402 B*2705 B*1402 B*2705
Total peptides compared 782 1132 909 1553 846 1343
Shared peptides 90 (12%) 90 (8%) 114 (13%) 114 (7%) 102 (12%) 102 (8%)
Differential peptides 692 (88%) 1042 (92%) 795 (87%) 1439 (93%) 744 (88%) 1241 (92%)
Average mass of total peptides 1113 Da 1216 Da 1112 Da 1227 Da 1113 Da 1222 Da
Average mass of shared peptides 1136 Da 1136 Da 1118 Da 1118 Da 1127 Da 1127 Da
Average mass of differential peptides 1110 Da 1223 Da 1112 Da 1236 Da 1111 Da 1230 Da
B*1403/B*2705 B*1403 B*2705 B*1403 B*2705 B*1403 B*2705
Total peptides compared 739 1132 776 1553 758 1343
Shared peptides 125 (17%) 125 (11%) 95 (12%) 95 (6%) 110 (15%) 110 (8%)
Differential peptides 614 (83%) 1007 (89%) 681 (88%) 1458 (94%) 6438 (85%) 1233 (92%)
Average mass of total peptides 1105 Da 1216 Da 1115 Da 1227 Da 1110 Da 1222 Da
Average mass of shared peptides 1132 Da 1132 Da 1157 Da 1157 Da 1145 Da 1145 Da
Average mass of differential peptides 1100 Da 1227 Da 1109 Da 1232 Da 1105 Da 1230 Da
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Peptide Protein Accession | Sequenced
N. from

Shared
Octamers (N=4)
DRMVGQVL Eukariotic translation initation factor 2 subunit 3 P41091 Both
ERVVHYEI (*) NADH-ubiquinone oxidoreductase ASHI subunit 095169 B*1402
LRDRPLLL MHC class II transactivator CIITA Q29675 Both
VEMHHEAL EEFIALI protein QeIQ15 B*1402
Nonamers (N=11)
DEFLRISTA Guanine nucleotide-binding protein 075632 B*1402
DGQVRVAEL H326 protein Q12839 B*1403
DQTIRIHGL Hypothetical protein Q9BUS9 Both
ERLKIRGSL 40 S ribosomal protein S25 P25111 B*1402
HEAERNTIAL Ran-binding protein 2 P49792 Both
HRDQRDVSL KIAA1463 protein (Fragment) Q9P265 Both
IRAAPPPLF Cathepsin A Q9BRO8 Both
LRLLIHQSL Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K P61978 B*1403
NPQERTLTL Heat shock protein HSP 90-beta PO8238 Both
QRLPRPSSL Une-112 related protein 2 QBEUXT Both
VRVGEQPSL Hypothetical protein FLI22659 Q9H627 B*1402

FIGURE 3. Amino acid sequence of B¥1402 and Decamers (N=1)

B*1403 ligands. These are classified as shared, B*1402- GRVGFFPRSY GRB2-related adaptor protein Q13588 B*1403

spec‘iﬁc,and 3*1 403-specific. Within each category they Dodecamers ( N=1 )

sy Seiapieielot IO | DRYRNPRGFSTL | Spic sophom shr o AT T

accession numbers in the Fasta databases (www.ebi-

i g et | B*1402-speciific

indicated. Those peptides sequenced from only one Octamers (N=1)

subtype but showing an ion peak with the same reten- MRNVTMAT CDNA FLI20733 fis clons HEPOR550 AK000740 B*1402

tion time and m/zin the corresponding MALDI-TOF MS

spectrum from the other subtype are listed as shared Nonamers {N=5)

ligands. A shared octamer previously reported as a | DQFERIKTL Protein kinase A-alpha (fragment) Q15136 B*1402

B*1402 ligand (18) is indicated with an asterisk. LOIQRNVTL Insulin-induced protein 1 015503 B*1402
LRFPGQLNA TUBB protein (fragment) Q96B85 B*1402
NRVSSRLGL Origin recognition complex subunit 1 Q13415 B*1402
SRFPEALRL 268 proteasome regulatory subunit S2 Q13200 B*1402
Decamers (N=1)
SYDPTIENTF GTP-binding protein Rheb Q15382 B*1402
B*1403-specific
Octamers (N=1)
FQQGHEEL Centaurin beta 1 Q15027 B*1403
Nonamers (N=8)
DDTVRYTSL WD-repeat protein 1 (Actin interacting protein 1) O75083 B*1403
DHDVRQSEF KIAA1007 protein (fragment) Q8TB53 B*1403
DQDYRVTCF Phorbolin-like protein MDS019 QOHC16 B*1403
DVDQRSTTF COP9 signalosome complex subumit 1 Q13098 B*1403
EPDLRVTSV Beta-1,3-galactosyltransferase QONY97 B*1403
ERDAAKQRL Protocadherin beta 7 precursor Q9YSE2 B*1403
IRDEQYTAL Leueyl-cystinyl-aminopeptidase QOUIQ6 B*1403
NRAAPGAEF 54 KDa nuclear RNA and DNA-binding protein Q15233 B*1403
Decamers (N=1)
SPNPVSPVPL Boule-like protein QBNIW6 B*1403

analogous residues (i.e. acidic, basic, polar, aliphatic, or aromatic)
appeared at that position in at least 40% of the nonamers from a given
subtype (Fig. 4). On this basis B*1402 and B*1403 showed skewed resi-
due usage at 6 and 8 of the 9 peptide positions, respectively. Both sub-
types had 4 positions with the same predominant motifs: P2 (Arg), P5
(Arg), P8 (polar residues), and P9 (aliphatic residues, mainly Leu).
Except P9, which was fully restricted to aliphatic/aromatic residues, the
other positions tolerated multiple residue types. Both subtypes had also
in common a lack of significant restrictions in residue usage at P6. Due
to the contribution of subtype-specific peptides, whose differential fea-
tures are analyzed below, both subtypes showed differences in residue
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usage at 4 positions: P1, P3, P4, and P7. B*1402 showed no predominant
(=40%) motif at P1 and P4, and aliphatic motifs at P3 and P7. In con-
trast, B*1403 showed an acidic motif at P1, a statistically increased fre-
quency of Asp at P3, although this was slightly lower than 40% and
aliphatic residues were also allowed at this position, an aliphatic motif at
P4, and a polar one at P7. However, due to the large contribution of
shared ligands in the 2 series compared, the differences in residue fre-
quencies were not statistically significant, except at P3 and P7. The
peptide motifs of B*1402 were also analyzed in a previous report (18). In
that study, an enrichment of particular residues at P1 (acidic), P2 (Arg),
P3 (aliphatic/aromatic), P5 (Arg), P6 (Leu/Ile), and P(} (Leu) was found.

VOLUME 280+-NUMBER 43 +OCTOBER 28, 2005

8002 7T IHdY U0 Y¥INDITON VIDOT0Ig OYLD e 610°0g[ mmm woly papeojumoq


http://www.jbc.org

Peptide Specificity of HLA-B*1402, B*1403, and B*2705

Peptide Motifs of B*1402 (N=16) and B*1403 (N=19) nonamers MOTIF
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FIGURE 4. Peptide motifs of B*1402 (white bars) and B*1403 (black bars) ligands. Residue frequencies at each position among the sequenced nonamers from each subtype (Fig.
3) are indicated both for individual residues and for residue types (acidic: Asp and Glu; basic: His, Lys, and Arg; polar: Asn, GIn, Ser, and Thr; aliphatic: Ala, Cys, lle, Leu, Met, and Val;
aromatic: Phe, Trp, and Tyr; other: Gly and Pro). Residues or residue types showing a frequency =40% are indicated and assigned as peptide motifs. Residues showing lower frequency
but a statistically significant difference between subtypes (Asp-3 and Thr-7 in B*1402) are also indicated. Statistically significant differences in residue frequencies among the
nonamers from both subtypes (p < 0.05) were assessed with the Fisher’s exact test. NS, not significant.
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Peptide Motifs of shared B*1402 / B*1403 nonamers (N=11)
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FIGURE 5. Peptide motifs of shared ligands between B*1402 and B*1403. Residue frequencies at each position among the sequenced nonamers shared by both subtypes are
indicated. Residues or residue types (see legend to Fig. 4) showing a frequency =40% are indicated and assigned as predominant motifs of this series at the corresponding position.

Our results are in agreement with these assignments, except for the
restrictions at P6, which were not confirmed by our analysis.

Structural Features of Shared B*1402/B*1403 Ligands—The same
analysis of residue frequencies was carried out for only the subset of 11
shared nonamers (Fig. 5). As expected, those positions that had a similar
type of restriction (P2, P5, P8, and P9) or were unrestricted (P6) in both
subtypes showed a very similar pattern among shared nonamers. In
those positions that showed different residue usage among subtypes, a
mixed pattern was observed in the subset of shared ligands. As in
B*1402, P1 was unrestricted and P3 showed an aliphatic motif. As in
B*1403, an aliphatic motif emerged at P4. At P7, where both subtypes
showed distinct (aliphatic/polar) restrictions, the subset of shared
ligands showed no predominant motif. Overall, shared ligands showed
restricted heterogeneity at 6 of 9 peptide positions, the most conspicu-
ous motif being at P9.

Subtype-specific HLA-B14 Ligands Have Distinct Motifs at Multiple
Positions—The basis for the disparity between the B*1402- and B*1403-
bound peptide repertoires was analyzed by comparing the structural
features of subtype-specific ligands. A comparison of residue frequen-
cies between the corresponding nonamers revealed a number of signif-
icant differences (Fig. 6). P1 was mainly restricted to acidic residues
among B*1403-specific nonamers but not among the B*1402-specific
set. P2 was restricted to Arg and GIln among B1402-specific nonamers
and was more degenerate in the B*1403-specific set. However, the dif-
ferences in these two positions did not reach statistical significance. A
very dramatic difference was observed at P3, were Phe or aliphatic res-
idues and Asp were the predominant motifs among B*1402- and
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B*1403-specific nonamers, respectively. Both differences were statisti-
cally significant. At P4 aliphatic residues were statistically increased
among B*1403-specific nonamers. Another drastic difference was
observed at P7: aliphatic residues, mainly Leu, were predominant in the
B*1402-specific set, whereas a polar motif, mainly Thr, was observed in
B*1403, both showing statistical significance. The increased abundance
of polar residues at P8 in B*1402, relative to B*1403, was not statistically
significant. At P9 a full restriction to nonpolar residues was observed in
both sets. Among B*1402-specific nonamers, only aliphatic residues,
mainly Leu, were found, whereas in the B*1403-specific set Phe was also
frequent (50%). These differences were not statistically significant.

Thus, the L156R change between B*1402 and B*1403 modulates pep-
tide specificity by altering residue preferences in at least three peptide
positions: P3, P4, and P7. The differences in residue frequencies
observed at other positions (P1, P2, P5, P8, and P9) might reflect altered
residue preferences or result just from the small number of peptide
sequences available for comparison.

Differential Features between HLA-B*1402, B*1403, and B*2705
Ligands—A total of 13 peptides (2 octamers, 10 nonamers, and 1
decamer) found in B*1403 but not in B*2705 were sequenced in this
comparison (Fig. 7). All these peptides were sequenced either as shared
or as B*1403-specific ligands in the B*1402/B*1403 comparison (Fig. 3).
In addition, 8 B*2705 ligands (4 nonamers and 4 decamers) not found in
B*1403 were also sequenced. Of these, 5 were previously identified
HLA-B27 ligands (7) and 3 are reported here for the first time (Fig. 7).

The basis for the large disparity between the B*1403- and B*2705-
bound peptide repertoires was analyzed by means of a statistical com-
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Differential motifs between B*1402 (N=5) and B*1403 (N=8)-specific nonamers
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Position Subtype Residue o] Position Subtype Residue P
P3 B*1402 F 0.035 P7 B*1402 Aliphatic /L 0.031/0.035
B*1403 D 0.016 B*1403 Polar/T 0.005/0.044
P4 B*1403 Aliphatic 0.043
FIGURE 6. Differential motifs of B*1402-specific (white bars) and B*1403-specific (black bars) nonamers. Residue frequencies at each position among the sequenced nonamers
from each subtype (Fig. 3) are indicated both for individual residues and for residue types (see legend to Fig. 4). Residues or residue types with a frequency =50%, and those positions
showing statistically significant differences between both sets are indicated. Statistical significance (p < 0.05) was assessed with the Fisher’s exact test. NS, not significant.
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FIGURE 7. Amino acid sequence of shared and
differential ligands between B*1403 and
B*2705. Within each category peptides are listed
by size and alphabetical order. The human proteins
with which total match was obtained and their
accession numbers in the Fasta data base (www.e-
bi.ac.uk/fasta33/index.html) are given. The one or
more allotypes from which the peptides were
sequenced, and their identification or not as
B*1402 ligands (Fig. 3), are indicated. Peptides
reported previously as natural ligands of HLA-B27
(7) are labeled with an asterisk.

Peptide Protein Accession | Sequenced | Found in
N. from B*1402
Shared (N=2) |
IRARAFFFLE (*) Cathepsin A (Q9BROB B*1403 | Yes
B*2705 |
GRVGFFPRSY (%) GRB2-related adaptor protein Q13588 B*1403 | Yes
B*2705
| B*1403-specific
Octamers (N=2) |
DRMVGQVL Eukariotic translation initation factor 2 subunit 3 P41091 B*1403 | Yes
FQQGHEEL Centaurin beta 1 Q15027 B*1403 | No |
Nonamers (N=10) | |
DDTVRYTSL WD-repeat protein 1 (Actin interacting protein 1) 075083 B*1403 No |
DHDVRQSEF KIAA1007 protein (fragment) QBTB53 B*1403 | No |
DQDYRVTCF Phorbolin-like protein MDS019 QIHC16 B*1403 | No |
DQTIRIHGL Hypothetical protein QOBUS9 B*1403 |  Yes
DVDQRSTTF COP9 signalosome complex subunit 1 Q13098 B*1403 | No
EPDLRVTSV Beta-1,3-galactosyltransferase QINY97 B*1403 | No
ERDAAKQRL Protocadherin beta 7 precursor Q9YSE2 B*1403 | No
IRDEQYTAL Leucyl-cysteinyl aminopeptidase QIUIQ6 B*1403 | No
LRLLIHQSL Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K P61978 B*1403 | Yes
QRLPRPSSL Unc-112 related protein 2 Q86UX7 B*1403 | Yes
Decamers (N=1) |
SENFVSEVEL Boule-like protein QENIWe B*1403 | No
B*2705-specific
Nonamers (N=4) |
ARLKEVLEY (*) Farnesyl pyrophosphate syntase P14324 B*¥2705 | Neo
GRIPGIYGR (*) Chromosome-associated polypeptide C 095752 B*2705 | No
GRYPGVSNY (*) Amyloid protein binding protein 1 Q13564 B*2705 | No
LRFPGOLNA TUBB protein (fragment) QO6BS5 B*2705__ | Yes
Decamers (N=4) |
GRIKATIQLEY (¥*) Regulatory subunit S3 043242 B*2705 | No
GRISDFHETY BCL-6 corepressor short isoform (Q9H232 B*2705 | No
HRFEQAFYTY (*) PMS protein Q15155 B*2705 | No
SRYTPYHVNL proteasome endopeptidase complex 555040 B*2705 | Ne

TABLE THREE

Statistical differences in residue usage between B*1402, B¥1403, and B*2705-bound nonamers
The 16 and 19 sequenced nonamers from B*1402 and B*1403, respectively (Fig. 3) were compared with a published registry of 108 natural B*2705-bound
nonamers (7). Statistical differences (p < 0.05) were determined by the x> test with Yates correction.
. Statistically different residues” L. . . V4
Position Statistically different residues,” B¥2705 - —
B*1402 | B*1403 B*1402” B*1403”
%
P1 Asp: 25 Asp: 37 Asp: 0 6.07 x 10~¢ 278 X 107°
Glu: 6 Glu: 16 Glu: 0 NS¢ 0.0008
Arg+Gly: 0 0 Arg+Gly: 43.5 0.002 0.0008
P2 Glu: 13 Glu: 11 Glu: 0 0.008 0.016
Pro: 6 Pro: 11 Pro: 0 NS 0.016
Gln: 19 Gln: 11 Gln: 1.9 0.012 NS
Arg: 56 Arg: 47 Arg: 98.1 3.54 x 1078 5.64 x 10711
P3 Asp: 6 Asp: 37 Asp: 0.9 NS 5.62 X 1078
P4 None None None NS
P5 Arg: 56 Arg: 63 Arg: 2.8 3.00 x 107*° 9.69 X 10713
P6 None None None NS
P7 Thr: 0 Thr: 26 Thr: 6.5 NS 0.021
P8 Ser: 31 Ser: 37 Ser: 7.4 0.014 0.001
P9 Leu: 81 Leu: 63 Leu: 25.9 4.04 X 107° 0.003
Basic: 0 Basic: 0 Basic: 25.9 0.046 0.027
“ Percent frequency of residues with statistically different usage between B*1402- or B*1403- and B*2705-bound nonamers. Statistically increased frequencies and the corre-
sponding residues are in boldface.
? p values corresponding to the B*1402/ B*2705 and B*1403/B*2705 comparisons, respectively. For the B*1402/B*1403 comparison see Fig. 4.
¢NS, not significant.

parison of residue usage between the sequenced B*1403-bound and a
previously published registry (7) of 108 B*2705-bound nonamers
(TABLE THREE). The whole set of 19 sequenced B*1403 nonamers,
including both shared ligands with B*1402- and B*1403-specific pep-
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tides (Fig. 3), were analyzed. Statistically significant differences in resi-
due usage between B*1403 and B*2705 were found in most positions,
except P4 and P6. Thus, at P1 acidic residues and R+G predominated in
B*1403 and B*2705, respectively. At P2 B*2705 was clearly more selec-
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TABLE FOUR

Natural ligands shared between HLA-B27 and HLA-B14

Peptide B*2705 B*1402° B*1403” Other B27 subtypes
GRVGFFPRSY This study and Ref. 7 Yes Yes B*2704 (7)
IRAAPPPLF This study and Ref. 7 Yes Yes
LRFPGQLNA This study Yes Not found
SRFPEALRL (7) Yes Not found B*2706 (7)

“ See Fig. 7.
? See Fig. 3.

Cross-reaction among B*1402, B*1403 and B*2705 with alloreactive CTL

TABLE FIVE

a-B*1402 CTL Relative lysis with B¥1403 X .
CTLs cross-reactive with B¥1403
Donor” Number of CTLs <30% 30-70% >70%
1 42 30 (71.4%) 9 (21.4%) 3(7.1%) 12 (28.6%)
2 23 16 (69.6%) 4 (17.4%) 3 (13%) 7 (30.4%)
3 3 2 (66.7%) 0 1 (33.3%) 1 (33.3%)
4 6 5 (83.3%) 1(16.7%) 0 1(16.7%)
Total 74 53 (71.6%) 14 (18.9%) 7 (9.5%) 21 (28.4%)
«-B*1402 CTL Relative lysis with B*2705 X .
CTLs cross-reactive with B¥2705
Donor Number of CTLs <30% 30-70% >70%
1 42 42 (100%) 0 0 0
2 22 20 (90.9%) 1 (4.5%) 1 (4.5%) 2
3 3 3 (100%) 0 0 0
4 3 3 (100%) 0 0 0
Total 70 68 (97.1%) 1 (1.4%) 1 (1.4%) 2 (2.9%)

B*1503; Cw4, Cw5); and Donor 4 (HLA-A24, A29; B44, B57; Cw7).

“The HLA class I types of the donors are as follows: Donor 1 (HLA-A1, A2; B7, B18; Cw5, Cw7); Donor 2 (HLA-A2, A23; B44, B62; Cw2, Cw4); Donor 3 (HLA-A23, 24; B51,

tive for Arg than B*1403. At P3 and P5 Asp and Arg, respectively, were
much more favored in B*1403. At P7 and P8, Thr and Ser, respectively,
were statistically increased in B*1403. Finally, at P9 a statistically signif-
icant increase of Leu in B*1403 and basic residues in B*2705 was
observed. A similar comparison between the 16 B*1402 sequenced
nonamers and the registered B*2705 ligands showed a generally similar
pattern of differences, with few exceptions, such as the loss of statistical
significance in residue usage at P3 and P7 (TABLE THREE). Such dis-
parity in residue usage at multiple positions explains the low peptide
sharing observed between B*1402 or B*1403 and B*2705. It may also be
noted that statistically increased residues are found at more positions
among B*1402 and B*1403 ligands (5 and 7 positions, respectively) than
in B*2705 (3 positions). As suggested above, this might reduce the diver-
sity of the B*1402- and B*1403-bound peptide repertoires, relative to
B*2705, and explain that less HLA-B14 than B27 ligands were detected
by MALDI-TOF MS. The higher number of peptide positions with
restricted residue usage, relative to other HLA class I molecules, was
previously noted for B*1402 (18).

HLA-B*2705 Shares Common Ligands with B*1402 and B*1403—Two
identical ligands of B*1403 and B*2705 were sequenced (Fig. 7). Both peptides
were also shared between B*1402 and B*1403. No peptides shared by B*1403
and B*2705, but absent in B*1402 were identified by sequence in this study. In
contrast, two B*1402-bound peptides not found in B*1403 (Fig. 3) were also
identified as B*2705 ligands. These were LRFPGQLNA, sequenced from
B*2705 in this study (Fig. 7), and SRFPEALRL, previously reported as a natural
ligand of B*2705 and B*2706 (7). A summary of the shared HLA-B14/B27
ligands identified in our study is shown in TABLE FOUR. All four peptides had
motifs typical of HLA-B27, namely R2, and aliphatic/aromatic P3 and C-termi-
nal residues.
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Alloreactive CTL Cross-reaction among B*1402, B*1403, and B*2705
Parallels Peptide Sharing— Alloreactive CTL responses are character-
ized by large clonal diversity (35). This is mainly due to the fact that the
CTL clones recognize a vast array of the peptides constitutively bound
to the allo-MHC molecule (19 -21). Thus, determining the cross-reac-
tions of allospecific CTL allowed us to analyze the shared antigenic
features of related allo-MHC molecules as a function of their constitu-
tive peptide repertoires.

A total of 74 alloreactive CTL clones elicited against B*1402 from
various donors were tested for their capacity to lyse B*1403-C1R-trans-
fectant cells (TABLE FIVE). The specificity of the CTL clones was estab-
lished from their lack of killing of untransfected C1R cells and their lysis
of B*1402-CIR transfectants. Cross-reactivity was assessed as the lysis
of B*¥1403 target cells, relative to the lysis of B*1402-C1R-transfectant
cells. Relative lysis values lower than 30% were considered to indicate
lack of cross-reaction. Relative lysis >70% was considered as full cross-
reaction, indicating full conservation of the allospecific epitope. Relative
lysis values of 30-70% were considered as partial cross-reaction, indi-
cating a partially altered epitope as a consequence of either diminished
presentation or altered conformation of the corresponding allospecific
peptide. Only 21 of the 74 anti-B*1402 CTL clones tested (28.4%)
showed either partial or full cross-reaction with B*1403, with little dif-
ference among donors. This percentage was only slightly lower than the
percentage of peptide overlap between B*1402 and B*1403 (32—35%).
Because these CTLs recognize constitutive B*1402-bound peptides,
these results suggest that, globally, many of the shared ligands between
B*1402 and B*1403 maintain their antigenic features, presumably by
adopting a similar conformation, when bound to both subtypes.

A similar analysis was performed to analyze allospecific epitope shar-
ing between HLA-B14 and B*2705. For this purpose we tested alloreac-
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tive CTL clones raised against B*1402 for recognition of B*2705-C1R
targets. Anti-B*1403 CTL could not be obtained, because B*1403-posi-
tive LCL, to be used as stimulators, were not available, and attempts to
raise alloreactive CTL using B*1403-C1R as stimulator cells were unsuc-
cessful. Of a total of 70 anti-B*1402 CTL from four donors, only 2 (2.9%),
both from the same donor, showed either partial or full cross-reaction
with B*2705. This percentage was very close to the estimated peptide
sharing between B*1403 and B*2705, when the percent overlap between
both allotypes obtained by MALDI-TOF (8 —15%) was corrected for the
percentage of shared ion pairs confirmed as identical peptides by
sequencing (2 of 6: 33.3%), resulting in an estimated peptide overlap
between B*1403 and B*2705 of 2.7 to 5% (see above). Although a similar
analysis was not performed with B*1402, it is reasonable to infer that the
B*1402/B*2705 overlap might be similar, because their peptide sharing
by MALDI-TOF MS (8-12%) was very similar to the B*1403/B*2705
overlap.

The two anti-B*1402 CTLs that cross-reacted with B*2705 showed
marginal cross-reaction (27 and 30% relative lysis, respectively) with
B*1403, suggesting that they recognized peptides shared by B*1402 and
B*2705, but absent or antigenically altered in B*1403. Two peptides with
such features were identified in this study (TABLE FOUR).

In addition, 28 and 20 alloreactive CTL clones obtained from various
donors against B*2705 were tested for recognition of B*1402 and
B*1403, respectively. None of these CTL lysed the B14 targets (data not
shown). Given the low peptide sharing, it is possible that the number of
anti-B*2705 CTL tested was not sufficient to detect cross-reaction with
HLA-B14.

DISCUSSION

The B*1402 and B*1403 subtypes showed a disparity in their consti-
tutive peptide repertoires that was strikingly large in view of their close
structural similarity, with only an L156R change. For instance, B*4402
and B*4403, which differ from each other only by the D156L change,
share >95% of their peptide repertoires (36). In principle, polymor-
phism at residue 156 may influence peptide specificity through at least
two mechanisms. First, by directly modulating peptide binding, because
this residue takes part in the D and E pockets of the peptide-binding site,
which accommodate the peptidic P3 and P7 residues, respectively (9,
37). Second, by modulating peptide loading through interactions with
the peptide-loading complex. Residue 156 was suggested to influence
the interaction with the transporter associated with antigen processing
(TAP), which is mediated by the MHC-dedicated chaperone tapasin
(38), on the basis of the different TAP binding efficiency of B*4402 and
B*4403 (39, 40). This mechanism is not supported by the high peptide
sharing between the two B44 subtypes (36), but it does not exclude a
different effect of the B*1402/B*1403 dimorphism on TAP-mediated
peptide loading, because the amino acid change at position 156 in these
subtypes is different. Although interactions with the peptide-loading
complex were not addressed in this study, the peptide differences
between B*1402 and B*1403 can be explained to a large extent by an
effect of residue 156 on peptide-binding specificity. Statistically signifi-
cant differences in residue usage among differentially bound peptides
were found at three positions two of which, P3 and P7, bind in the
pockets of which residue 156 is an integral part. The preference for
nonpolar residues at both positions in B*1402 and for acidic (Asp) and
polar (mainly Thr) residues at P3 and P7, respectively, in B*1403 are fully
consistent with the hydrophobic Leu-156 in B*1402 and the basic Arg-
156 in B*1403. The basis for the increased preference of B*1403 for
aliphatic P4 residues is not obvious in the absence of an x-ray diffraction
model. It might result from readjustments in side-chain orientation and

35878 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

contacts in the vicinity of residue 156, indirectly influencing the binding
mode and frequency of given P4 residues.

For B*1402, acidic P1 residues were suggested to be favored by the
presence of Asn-63 (18). An increased preference of B*1403 for this type
of residues was evident from the sequences of subtype-specific ligands,
although it did not reach statistical significance. This increase is also not
readily explained by a direct effect of Arg-156, because B*1402 and
B*1403 have the same A pocket, including the Asn-63 residue. It is
possible that indirect, long-range effects of residue 156 on residues close
to the A pocket might modulate P1 residue specificity between B*1402
and B*1403, but this can only be properly addressed by crystallographic
analysis. Alternatively, the preference of B*1403 for acidic P1 residues
might reflect lower TAP dependence of this allotype, because these,
along with acidic P3 residues, are among the most disfavored motifs for
TAP binding (41-44). Of the eight B*1403-specific nonamers
sequenced in this study, five had acidic residues at both P1 and P3, and
all but one had these types of residues in at least one of these positions.
These results might have two explanations. A first possibility is that
B*1403 interacts poorly with proteins in the peptide-loading complex
and is more permissive than B*1402 for peptides with disfavored TAP-
binding motifs. A second possibility is that the increased preference for
acidic P3 residues, resulting from a direct influence of Arg-156 on Asp
pocket interactions, helps to bypass TAP binding requirements for pep-
tide loading, indirectly favoring binding of peptides that also have acidic
P1 residues, without involving suboptimal interactions of B*1403 with
other components of the peptide-loading complex. This issue can be
addressed by direct analysis of these interactions, which was not pur-
sued in this study. In addition, because many MHC class I ligands enter
the endoplasmic reticulum as N-terminally extended precursors and
are then subjected to aminopeptidase-mediated trimming (45, 46), the
relationship between N-terminal TAP-binding motifs of HLA class I
ligands and TAP dependence of the corresponding allotype is not
straightforward. However, it is interesting that one of the shared ligands
among B*1402, B*1403, and B*2705, IRAAPPPLF, which derives from
the signal peptide of cathepsin A, is a TAP-independent ligand, as con-
firmed by its isolation from the B*2705-bound peptide pool from the
TAP-deficient T2 cells.® Thus, the significant quantitative and qualita-
tive differences between the B*1402- and B*1403-bound peptide reper-
toires are largely explained by the concomitant influence of residue 156
on at least two anchor positions of the bound peptides, although addi-
tional effects on TAP dependence cannot be formally excluded.

Aside of other putative differences between these two subtypes,
which remain to be investigated, such as interaction with the peptide-
loading complex, folding kinetics, tendency to misfold, or the capacity
to form heavy chain homodimers, it seems clear that the large differ-
ences between their peptide repertoires, allow much room for the pos-
sibility that the differential association of B¥*1402 and B*1403 to AS may
be related to their differential peptide specificity, as proposed by the
arthritogenic peptide hypothesis (47). In principle, an additional level of
disparity might arise from distinct presentation of shared ligands by
these two subtypes, as observed in HLA-B44 (36). To test this issue we
used alloreactive CTL clones as probes to analyze peptide-dependent
epitope sharing between B*1402 and B*1403. This approach was based
on three experimentally well supported assumptions. First, that allo-
reactive CTLs recognize constitutive alloantigen-bound peptides (19—
21). Second, that the large clonal diversity of alloreactive CTL responses
is due to recognition of a vast array of peptides constitutively bound to
the alloantigen molecule, so that virtually every CTL clone recognizes a

3 M. Ramos and J. A. Lépez de Castro, unpublished observations.
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different peptide (19, 21). This is unlike self-restricted CTL responses,
where the majority of the CTL clones are directed against one or few
immunodominant foreign peptides. Third, although CTLs can cross-
react with very distinct peptides showing minimal sequence homology
among each other (48), it is reasonable to assume that alloreactive CTL
cross-reaction between closely related allotypes with a substantial
degree of peptide sharing will be generally based on recognition of
shared ligands. This assumption is very difficult to substantiate experi-
mentally because, in general, the allospecific peptide recognized by any
given CTL clone is unknown. However, it was formally demonstrated
for HLA-B27 subtypes in at least one instance (27). Furthermore, at least
some shared ligands of B*2705 and B*2709 show a highly similar crystal
structure when bound to both allotypes (49, 50). Thus, the finding that
the percentage of allospecific CTL clones cross-reacting between
B*1402 and B*1403 closely reflected peptide sharing, strongly suggests
that most of the shared ligands maintain their antigenic features, and
presumably a similar conformation, when bound to either subtype. Our
results with allorecognition of HLA-B14 subtypes are different from
those reported for B*4402 and B*4403. In this subtype pair, the D156L
change had a limited effect on peptide specificity, and a drastic one on
alloreactivity (36). A different mutation in the same position of HLA-
B14 (L156R) has significant effects on peptide specificity, but seems to
have little effect on allorecognition of shared ligands. Thus, the effects of
subtype polymorphism in a given position cannot be generalized,
because they may depend strongly on the nature of the mutation, the
molecular context in which it occurs, or both. For instance, B*3508 and
B*3501, which also differ by only the L156R change, bind a shared pep-
tide epitope with a similar conformation, but immunodominance and
T-cell receptor engagement of this epitope was subtype-dependent due
to an effect of this polymorphism on the conformation of the peptide-
binding site (51).

If susceptibility to AS were indeed dependent on T-cell recognition of
specific peptides, as proposed by the arthritogenic peptide hypothesis
(5), one would expect to find shared ligands and common peptide fea-
tures between the disease-associated B*2705 and B*1403. The existence
of shared ligands between these two allotypes was formally confirmed in
this study. However, it is obvious that sharing common ligands with
HLA-B27 does not, by itself, imply that the corresponding allotype will
predispose to AS. This is best illustrated by the lack of association of
B*2706 and B*2709 with this disease, despite their large peptide sharing
with AS-associated subtypes (33, 34) and, in this study, by finding of four
ligands shared by B*2705 and B*1402.

Despite the low number of shared ligands, it was remarkable that
some T-cell cross-reaction between B*1402 and B*2705 could be
detected, and that the percentage of cross-reactive CTL clones was
comparable with the low peptide sharing between B*1402 or B*1403 and
B*2705. Thus, regardless of the many amino acid differences between
HLA-B27 and HLA-B14, some of the shared ligands may maintain their
alloantigenic features on both allotypes. Alternatively, these cross-reac-
tions might reflect recognition of distinct peptides on each allotype, but
this would imply that different ligands of HLA-B27 and HLA-B14 show
antigenic mimicry, therefore compensating their biochemical distinct-
ness with their immunological similarity. Although anti-B*1403 CTLs
were not analyzed, it seems reasonable to infer that a similar level of
CTL cross-reaction may occur between B*1403 and B*2705. The joint
finding of few shared ligands and cross-reactive CTL clones between
HLA-B27 and HLA-B14 suggests that B*1403 and B*2705 present either
some shared peptides with the same antigenic features or distinct pep-
tides showing antigenic mimicry. This is a basic requirement of the
arthritogenic peptide hypothesis (5). However, our results are based on
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alloreactive CTLs, which are obviously unrelated to spondyloarthritis,
and formal proof of pathogenetically relevant antigenic mimicry
between B*1403 and B*2705 ligands would require confirmation with
self-restricted CTLs.

Two other relevant aspects should be considered. First, no peptides
shared by B*1403 and B*2705, but absent in B*1402, were found.
Although our results do no exclude the existence of such ligands, they
must be rare. Second, the basis for the large differences between the
B*1403- and B*2705-bound peptide repertoires are clearly explained by
the very distinct requirements of the respective peptide ligands at mul-
tiple positions, and by the fact that many residues favored for one allo-
type are rarely or not found among ligands of the other. These findings
do not exclude the existence of a common disease-related peptide pre-
sented by B*1403 and B*2705, but not by B*1402, but suggest that the
likelihood of finding such a peptide may be low.

In conclusion, our study has defined biochemical and immunological
relationships between two HLA class I allotypes associated with AS that
may set limitations to some assumptions concerning the pathogenesis
of this disease, such as involvement of specific peptides. However,
molecular correlations among peptide repertoires and the use of allo-
reactive CTLs that, although useful as probes for the antigenic conser-
vation of shared ligands bound to different MHC molecules are unre-
lated to AS, cannot provide a direct answer to the mechanism of
spondyloarthritis. Ultimately, the pathogenetic features of HLA-B27
and B*1403 need to be identified through further studies in patients.
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