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Resumen y Abstract IX

Resumen

En este trabajo se investigd acerca de la estabilidad cinética y la susceptibilidad a la
edicion por la molécula HLA-DM de los complejos HLA-DR4/T*-1 y HLA-DR4/QNT-6.
HLA-DR4 une el péptido T*-1 con 10 a 15 veces mas afinidad que el péptido QNT-6,
como lo muestra el resultado del ensayo de unién directa. Se establecié que el tiempo
medio de disociacion del complejo HLA-DR4/T*-1 es 47 veces mas alto que el del
complejo HLA-DR4/QNT-6 cuando HLA-DM esta presente, mientras que ambos
complejos fueron estables en la ausencia de HLA-DM sugiriendo que QNT-6 puede ser
selectivamente removido por la edicion de HLA-DM. La substitucién de un aminoacido en
la posicion P-1 incremento la estabilidad cinética de HLA-DR4/QNT-6 reversando el
comportamiento inestable con HLA-DM. Este resultado nos permite sugerir una
estrategia para mejorar la estabilidad de complejos MHC clase Il in vivo cuando se

proyecta su uso como vacuna.

Palabras clave: Plasmodium falciparum, HLA-DM, HLA-DR4, epitopes, QNT-6, T*, MHC

clase Il.
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Abstract

In this work, the kinetic stability of HLA-DR4/T*-1 and HLA-DR4/QNT-6 complexes and
their susceptibility to HLA-DM editing were investigated. HLA-DR4 binds the T*-1 peptide
with 10 to 15 fold higher affinity than QNT-6, as shown by direct binding assay. It was
found that the dissociation lifetime of HLA-DR4/T*-1 peptide complex is 47 fold higher
than that of HLA-DR4/QNT-6 complex when HLA-DM is present, while both complexes
were stable in the absence of HLA-DM, suggesting the HLA-DR4/QNT-6 complex could
be selectively removed by HLA-DM editing. A single amino-acid substitution at the P-1
position increased the kinetic stability of the HLA-DR4/QNT-6 complex and reversed its
unstable behavior with HLA-DM. These results lead us to suggest a strategy for
improving the stability of MHC class Il Complex in vivo when will be used as vaccine.

Keywords: Plasmodium falciparum, HLA-DM, HLA-DR4, epitopes, QNT-6, T*, MHC
class Il.
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T*: Péptido E326YLNKIQNSLSTEWSPCSVT345 de la proteina CS de P. falciparum
variante NF54 del Africa

T*-1: Péptido Y327LNKIQNSLSTE328



Introduccioén

La respuesta de linfocitos T CD4+ es fundamental en la inmunidad contra la malaria
causada por parasitos del género Plasmodium spp, su activacién requiere de la
formacion de complejos MHC/péptido sobre la Célula Presentadora de Antigeno (CPA),
lo cual est4 determinado por una serie de eventos moleculares y celulares que ocurren
dentro de la CPA. La formacion de complejos MHC clase Il-péptido implica la interaccion
de las cadenas laterales de los aminoacidos que conforman el péptido con los bolsillos
del sitio de unién en las moléculas MHC clase Il, asi como también la formacién de una
red de puentes de hidrégeno entre la estructura central del péptido y algunos residuos
conservados en las moléculas MHC clase 1l [1], su estabilidad esta influenciada por la
capacidad del péptido para permanecer unido a la molécula MHC clase Il luego de
superar estados de transicion en el que el péptido se asocia y disocia en un proceso

ampliamente regulado por la molécula HLA-DM [2-5].

Durante la caracterizacion de la especificidad del antigeno en la respuesta celular T
CD4+ en humanos voluntarios inmunizados con esporozoitos irradiados de P. falciparum
gue se protegieron frente al reto con el parasito vivo, se identific6 una epitope
(E326YLNKIQNSLSTEWSPCSVT345 variante NF54, Africa) derivada de la proteina del
Circunsporozoito (CS) llamada epitope T* [6]. Por su capacidad para inducir la respuesta
inmune de linfocitos T CD4+ especificos contra el parasito la cual es restringida por
diferentes haplotipos HLA-DR en individuos vacunados [7] y expuestos a la infecciéon
natural en areas endémicas [8], el péptido T* es candidato a hacer parte de una vacuna
sintética contra la malaria causada por P. falciparum. Recientemente, durante el estudio
de la especificidad por el antigeno de linfocitos de memoria especificos para el péptido T*
en individuos vacunados con tres dosis de este péptido, se evidenciaron dos epitopes en
T*, una ubicada hacia el amino términal altamente variable (T*-1) y la otra en el carboxi
términal altamente conservada (QNT-6) que se unen con alta afinidad al alelo HLA-DR4
generando linfocitos T CD4+ especificos para ellos en individuos vacunados con tres

dosis del péptido T* [9,10]. El estudio de la aparicion de clones especificos para las dos
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epitopes evidenciaron diferencias en la inmuno-dominancia, mientras clones especificos
para T*-1 aparecieron pronto después de la tercera dosis, los clones especificos para
QNT-6 fueron aislados solo un afio después de la tercera dosis [9]. Previos reportes
sugieren que la estabilidad cinética de los complejos MHC clase ll/péptido y la inmuno-
dominancia de las epitopes estan intimamente ligados y que la molécula HLA-DM juega
un papel definitivo en la modulaciéon de este fenébmeno in vivo. En este trabajo nosotros
examinaremos si las diferencias de inmunodominancia de T*-1 y QNT-6 observadas en
individuos vacunados con T* pueden ser atribuidas a la diferente estabilidad de los
complejos MHC-II/péptido en presencia de la molécula HLA-DM y nos proponemos
evaluar la estabilidad de los complejos formados entre la molécula HLA-DRB1*0401 (que
en este estudio llamaremos HLA-DR4) y los péptidos T*-1y QNT-6.

El disefio experimental para el desarrollo de este trabajo comprendio la determinacion de
la concentracion optima de molécula HLA-DR4 a usar en los ensayos planeados con el
proposito de responder las preguntas planteadas. Luego se procedié a establecer los
residuos de anclaje del péptido a la molécula HLA-DR4 mediante ensayo de competicion
en el que se evalud la capacidad de péptidos analogos de alanina (cubriendo la totalidad
de la secuencia del péptido como se observa en la Tabla 4-1) para inhibir la unién del
péptido biotinado HAgzps318 (Péptido de la hemaglutinina del virus de influenza
comprendido entre los aminoacidos 306-318). La formaciébn de complejos HLA-
DR4/péptido a concentraciones variables de péptido marcado, permitié evaluar la
afinidad de los péptidos por HLA-DR4 y con los complejos formados se hizo reacciones

de disociacién, para determinar la estabilidad de cada uno de ellos.

La afinidad relativa de cada uno de los péptidos por la molécula HLA-DR4 se determin6
en ensayos de competicion de la misma forma que se hizo la identificacién de los
residuos de anclaje del péptido a la molécula HLA-clase Il, ensayo que permite
determinar la fuerza relativa de la interaccion HLA-DR4/péptido. Este ensayo como ya se
dijo antes mide la habilidad del péptido evaluado para inhibir la formacion de complejos

entre un péptido estdndar marcado con la molécula MHC clase II.

Para establecer la estabilidad cinética de la interaccién entre el péptido evaluado y la
molécula HLA-DR4 en presencia y en ausencia de la molécula HLA-DM se hizo la

medida de la disociacion como se describe en la metodologia.



1. Marco Teodrico

1.1 Aspectos Generales de la Formacion de complejos
Péptidos con Moléculas MHC

Un paso crucial en la generacion de respuesta inmune adaptativa envuelve la
presentacion sobre la superficie de las células presentadoras de antigeno (CPA) de
fragmentos proteoliticos unidos a las moléculas MHC, formando complejos MHC/péptido
que interactian con el receptor de antigeno de la célula T (TCR) que permite la
generacion y proliferacion de poblaciones de células T péptido especificas. La
presentacion de fragmentos peptidicos en el contexto de moléculas MHC clase | o Il esta
determinado por el compartimento intracelular en donde se forman los complejos
MHC/péptido dentro de la CPA. Mientras los complejos de péptidos con moléculas clase
Il (HLA-DR, -DP y -DQ del humano) se forman luego de la protedlisis de antigenos
extracelulares en la via endocitica (endosomas y lisosomas), los complejos péptido con
moléculas clase | (HLA-A, B, C los mejor estudiados en el humano) se forman a
expensas de péptidos generados en el citosol luego de la degradacién de proteinas por
el proteosoma. El paso inicial en la presentacién de antigenos proteinicos en moléculas
MHC clase Il se da por la internalizacién del antigeno por una CPA. Esta internalizacion
se puede dar por receptores especificos para el antigeno (ejemplo: Ig de superficie sobre
los Linfocitos B), o por mecanismos como micro-pinocitocis, fagocitosis o por endocitosis
mediada por receptores (receptores Fc o receptores CR1, CR2 o CR3 que internalizan
antigenos opsonizados por anticuerpos o fracciones del complemento respectivamente),
en vesiculas cubiertas por clatrina. Los antigenos son internalizados en vesiculas
llamadas endosomas. El trafico endosomal de los antigenos endocitados continda hasta
gue el endosoma se fusiona con el lisosoma un organelo con caracteristicas
estructurales y contenido enzimatico bien definidos. El siguiente paso en la presentacion
de antigenos en la ruta endocitica es el procesamiento del antigeno en un proceso
dependiente del tiempo, a pH &cido (pH 4.5 a 5.0) propio de los lisosomas, requerido

para la accion proteolitica de proteasas tipo catepsinas [11]. El procesamiento de un
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antigeno proteinico genera péptidos por lo general entre 12 y 30 residuos de longitud
capaces de unirse al bolsillo de la molécula MHC clase Il. Después que el antigeno
proteico ha sido procesado, este se une dentro de compartimentos endosomales y
lisosomales a las moléculas MHC clase Il presentes en estas vesiculas y estos complejos

viajan en vesiculas para ser presentados sobre la superficie celular.

In vivo el cargado de los péptidos en las moléculas MHC clase Il es regulado por
moléculas accesorias. En el reticulo endoplasmico los nuevos dimeros MHC clase I
rapidamente se asocian con cadena Invariante (li) para formar un complejo (af)3li3. Los
residuos 90 a 103 de li ocupan completamente el bolsillo de las MHC clase I, inhibiendo
la union prematura de péptidos, a su vez el tallo citoplasmatico de li sirve de sefial para
gue el complejo formado migre a los compartimentos endosomales. Después del
transporte del complejo (af)3li3, en el endosoma tardio las proteasas degradan la
cadena invariante (li), dejando en el bolsillo de las moléculas clase Il una familia de
péptidos llamada CLIP [12]. La liberacion de estos péptidos es requerida para el cargado
de otros péptidos y generalmente se necesita que la molécula HLA-DM promueva la
disociacién de péptidos similares a CLIP (péptidos con una alta rata de disociacién) en un
proceso que es dependiente del pH. De esta manera HLA-DM es una molécula que
cataliza el intercambio de péptidos en el bolsillo de las moléculas MHC clase Il. Estudios
preliminares muestran que células deficientes en HLA-DM, acumulan en la superficie
celular moléculas MHC clase |l cargadas con CLIP [13]. In vitro HLA-DM promueve la
liberacion de CLIP y de otros péptidos enddégenos unidos al bolsillo de las MHC clase I,
favoreciendo la formacién de complejos MHC clase Il/péptido altamente estables. La
regulacion de este mecanismo de “edicién de unién de péptidos” a moléculas MHC clase
Il por HLA-DM se da posiblemente a la asociacion de HLA-DM con la cara lateral del
complejo MHC clase ll/péptido (aquella que da hacia el extremo amino terminal del

péptido antigénico acomodado en el bolsillo de unién en la molécula) [14,15].
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El péptido es enlazado al heterodimero clase Il en una conformacién extendida y
adoptando una estructura de poliprolina, sobre una hendidura que tiene varios bolsillos
gue pueden acomodar las cadenas laterales de los residuos del péptido que permiten el
anclaje sobre la molécula MHC clase Il [16]. Por estudios estructurales hechos mediante
cristalografia se han identificado cuatro bolsillos principales conocidos como P-1, P-2, P-
4 y P-9 cuyas caracteristicas han sido bien descritas [1]. Estos estudios también
muestran que la formacion del complejo MHC clase Il/péptido implica que se establezca
una red de puentes de hidrégeno que contribuye a su estabilidad, esta se da entre las
cadenas laterales de residuos conservados de la molécula clase Il y &tomos de la cadena
principal del péptido [17]. Andlisis cinéticos del complejo molécula MHC clase Il/péptido
revela que en general estos complejos presentan una taza de asociacion lenta y una
taza de disociacion variable dependiente de la estabilidad del complejo, que puede
abarcar desde perfiles monoféasicos hasta multifasicos atribuibles a la formacién de
isébmeros conformacionales del complejo que se comportan como intermediarios cinéticos
[18,19,20,21].

Estudios de Sant y col. tienen demostrado que la estabilidad cinética intrinseca de los
complejos MHC clase Il/péptido, se correlaciona de manera importante con los efectos de
la funcién editora de la molécula HLA-DM dentro de la célula presentadora de antigeno
(CPA), y a su vez que hay una relacién directa entre la estabilidad e inmunodominancia
de estos complejos durante la respuesta inmune in vivo [22]. Una vez formado el
complejo MHC clase Il/péptido este sale a la superficie de la membrana en la CPA,
donde queda disponible para que interactie con el receptor de antigeno de la célula T
(TCR). Esta interaccion sirve de sefial para desencadenar una serie de reacciones en las
gue participan moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86 [23] que van a favorecer
la generacion de clonos de células T especificos del antigeno presentado por la CPA a
la célula T. Hoy se sabe que para generar una adecuada respuesta de células T CD4+
es necesario la formacion de complejos MHC clase Il/péptido con alta estabilidad cinética
[24]. Resultados nuestros y de otros laboratorios indican que es posible disefiar péptidos
gue tengan una mejor capacidad de union respecto a la secuencia nativa [25], haciendo
modificaciones de los residuos de anclaje del péptido a la molécula MHC clase I
basandose en el conocimiento que se tiene de la estructura de los bolsillos de unién de

las molécula MHC, o en el uso de algoritmos de prediccion de union de péptidos a
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moléculas MHC los cuales se fundamentan en la consideracién de varios parametros que
evallan experimentalmente la estabilidad de complejos MHC/péptidos [26]. Por lo
anterior hoy en dia se considera que es posible modular la estabilidad de los complejos
MHC clase ll/péptido favoreciendo el aumento o disminucién de la inmunodominancia
[24].

1.2 La proteina de Circunsporozoito (CS) de P.
falciparum como Candidata a Vacuna y uso de la
Epitope T* como Vacuna

La proteina CS de P. falciparum que esta presente tanto en esporozoitos como en
estadios hepaticos del parasito, es blanco de la respuesta inmune celular y humoral
protectiva contra este parasito [27]. Los primeros estudios con vacunas sintéticas
utilizando péptidos de esta proteina demostraron que anticuerpos contra la regién
repetitiva de la proteina CS neutralizaban la infectividad de esporozoitos de P.
falciparum. Estas secuencias repetitivas contienen un epitope B (péptido reconocido por
linfocitos B), lineal que consiste en multiples copias de 4 a 9 aminoacidos. EIl primer
ensayo clinico utilizando el tetra-péptido NANP de la proteina CS conjugado a Toxoide-
Tetanico demostr6 que la vacuna generaba anticuerpos neutralizantes contra el
esporozoito en humanos [28]. Este epitope B combinado con un epitope T1 originalmente
definido utilizando CD4 de voluntarios inmunizados con esporozoitos irradiados de P.
falciparum [7] fue sintetizado quimicamente en forma de MAP (Mdltiple Antigenic Peptide)
[29] de forma que los epitopes T y B fueron sintetizados anclados a un core de Lisinas.
Esta vacuna indujo altos titulos de anticuerpos contra el esporozoito e inmunidad
protectiva en modelos murinos de malaria [30]. Posteriormente, Nardin y colaboradores
[31] adelantaron un ensayo Fase | en voluntarios con la vacuna (T1B), MAP que generd
titulos de anticuerpos anti-esporozoitos més altos comparados que los inducidos en
voluntarios expuestos a la picadura de cientos de mosquitos infectados con esporozoitos
de P. falciparum [32]. No obstante este resultado, el fenotipo respondedor fue
genéticamente restringido a fenotipos MHC clase Il encontrados en el 25 a 35% de la
poblacion dependiendo del background genético. Con el fin de identificar un epitope T en

la proteina CS reconocida en un nimero mas amplio de haplotipos HLA, Moreno y
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colaboradores utilizaron clones CD4+ derivados de varios voluntarios inmunizados con
esporozoitos irradiados de P. falciparum quienes se protegieron contra el reto con
esporozoitos [6, 7]. Estos clones reconocieron un epitope en el C-terminal de la proteina
CS cuya respuesta estaba restringida por un amplio rango de moléculas MHC clase II.
Los péptidos representativos de este epitope designado T*, también se unian con alta
afinidad a multiples moléculas DR y DQ in vitro, por lo cual se ha considerado la epitope

T* como “universal” [33].

Un ensayo Fase | fue realizado por Nardin y colaboradores para investigar la seguridad e
inmunogenicidad de los 3 epitopes (T1BT*) en 10 voluntarios con diferentes tipos de
HLA. La polioxima, designada (T1BT*), - P3C, incluyé una polioxima sintética que sirvié
como adyuvante [34]. En este estudio 7 de los 10 voluntarios inmunizados con la
polioxima desarrollaron altos titulos de anticuerpos contra el epitope B que neutralizé
eficazmente esporozoitos de P. falciparum. Adicionalmente, estos voluntarios
desarrollaron células T especificas para el epitope T*. La excelente correlaciéon entre la
respuesta celular contra el epitope T* por estas células y los altos titulos de anticuerpos
contra el epitope B (NANP), confirman la utilidad de las estrategias utilizadas in vitro
(ensayos de uniébn MHC con péptidos) para la identificacion de T* como un epitope

“universal” [33].

Una vez caracterizada la epitope T* por Moreno y col [6] la inmunogenicidad de este
epitope ha sido comprobada no solo en individuos que viven en areas endémicas de
malaria [35] sino ademas en individuos vacunados con RTS, un polipéptido recombinante
gue contiene T* y que expresado en viriones del virus de Hepatitis B se ha utilizado como
vacuna en numerosos individuos [36]. En dos estudios hechos por nuestro grupo se
investigo la especificidad antigénica de clones de linfocitos T-CD4+ especificos para las
epitopes T* [9], T*-1 [10] y QNT-6 (Parra-LOopez y col. manuscrito en preparacion)
contenidas en el péptido T*. Los clones fueron aislados de individuos vacunados con este
péptido en el ensayo Fase | de vacunacion con la polioxima [34]. Estos estudios

demostraron que linfocitos T especificos para estas epitopes (cuya respuesta es
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restringida para un niumero amplio de haplotipos HLA) pueden ser aislados de una amplia

gama de individuos vacunados con T* [9,10].

1.3 Algoritmos Predictivos

El entendimiento de las reglas que gobiernan la interaccion MHC clase Il con péptidos
ha permitido el desarrollo de métodos predictivos que identifican secuencias de péptidos
candidatas a unirse a un alelo clase Il en particular. El uso de librerias de péptidos y
ensayos de union que permiten la identificacion de motivos de unién alelo especificos
junto con el andlisis estructural de complejos HLA-DR- péptido, ha permitido organizar
bases de matrices virtuales que permiten predecir la interaccion de MHC clase Il/péptido.
La identificacién precisa de posiciones de anclaje a lo largo de un grupo de péptidos
seleccionados y estudios cristalograficos de Rayos X sugieren similaridades globales en
las secuencias que se unen independientemente de la conformacion. Inicialmente, los
estudios permitieron definir marcos de unién en las secuencias de los péptidos
asumiendo que la posicion de anclaje P-1 es determinante obligatorio para que un
péptido se una con alta afinidad. Posteriormente, mediante el analisis de la posicién de
una cadena lateral en particular con respecto a P-1 se trat6 de determinar el rol que esta
desempefia en la interaccién con la molécula clase Il (anclaje, inhibitorio o neutro). Lo
anterior permitié el desarrollo de un método para la prediccion de unién a moléculas MHC
clase Il basado en las preferencias observadas en una serie sistematica de experimentos
de unién donde cada posicién en el péptido minimo fue remplazada por cada uno de los
restantes 20 aminoacidos naturales y el efecto de la cadena depende de su posicion
relativa con respecto a P-1. Las preferencias de los péptidos por DRB1*0401 fueron
determinadas e introducidas en un programa que muestra las secuencias de los
potenciales epitopes y asigna a cada péptido un score que se correlaciona con epitopes
de células T previamente determinados en varios antigenos [37]. De manera similar
Southwood y col. [38] desarrollaron un método de prediccion que se fundamenta en la
identificacion de motivos de anclaje a los bolsillos P-1, P-4, P-6, P-7 y P-9 de los alelos

Clase Il. La premisa béasica de este método es la determinacion de residuos de anclaje
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en el péptido a estos bolsillos pero asumiendo su role de manera independiente de las

cadenas laterales de los otros amino-acidos que componen el péptido.

Gracias a los algoritmos de prediccién de unién de péptidos a moléculas MHC clase I
hoy es posible la caracterizacion del perfil de cada bolsillo en un amplio nimero de alelos
MHC clase Il. A partir de una base de perfiles ha sido posible generar matrices virtuales
representativas de un gran ndamero de alelos HLA-DR interaccionando con secuencias
peptidicas. Estas matrices han sido incorporadas en un software (TEPITOPE) capaz de
predecir ligandos MHC clase Il [39]. El programa TEPITOPE ha sido uno de los mas
exitosos en esta materia. Como algunos otros algoritmos TEPITOPE predice registros de
unién de péptidos a moléculas de clase Il y para hacerlo asume que la interaccién de la
cadena lateral de un amino-acido dentro de un péptido en el bolsillo de la hendidura de
unién de una molécula contribuye a la unién pero no tienen en cuenta el contexto de los
otros residuos [39]. TEPITOPE se basa en la calibracion de una matriz hecha con datos
obtenidos en péptidos de poli-Alanina en los cuales el contexto de la dependencia de
cada residuo ha sido minimizada [40,41,42]. Aunque la sobre-simplificacion de la unién
de péptidos por moléculas MHC clase Il es tal que no tienen en cuenta contribuciones de
los puentes de hidrégeno en la uniéon de los péptidos, no es claro si incluir la contribucion
de estos a la union redunde en un aumento de la capacidad predictiva del algoritmo. La
identificacion de motivos ha resultado util pero su uso es limitado. Mientras que el disefio
de un péptido para que se una eficazmente a un alelo determinado algunas veces
funciona, varios residuos en el péptido quizds puedan tener un impacto sorprendente en
la unién lo que sugiere que la definicibn de un motivo no es suficiente para asegurar
unién estable [43]. Por su parte, en ocasiones es dificil explicar la alta capacidad de
union de un péptido (rata de disociaciéon de centenas de horas) en ausencia de un motivo
claramente definido. En tales casos para poder establecer las particularidades de la
union de estos péptidos es inevitable la aproximacion experimental [44]. Residuos que
tienen efectos negativos en la union de otros residuos en el péptido o lo contrario, que
favorecen la unién del péptido sin tener ingerencia directa en la interaccién son una
causa frecuente de la dificultad de identificar motivos en algunos péptidos que se unen
con alta afinidad. La existencia de efectos aditivos que dificultan la definicién de motivos

ha llevado al disefio de nuevas matrices que tratan de superar estas dificultades en la
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identificacion de motivos MHC clase | [45] y que luego han sido adaptadas a moléculas
MHC clase Il [38].

1.4 Estado del Arte de la Relaciéon entre Funcion de HLA-
DM e Inmunodominancia

La respuesta inmune a un antigeno de linfocitos T CD4+ esta determinada por multiples
factores. La estructura del antigeno, el nimero de copias, el procesamiento proteolitico,
el cargado del péptido en las moléculas clase Il y los factores relacionados con la
activacion de la célula T. Dentro de los factores de la célula T la frecuencia de
precursores y la avidez del receptor de la célula T por los complejos MHC/péptido han
sido postulados como importantes en la inmuno-dominancia de los antigenos. La
chaperona HLA-DM interactia directamente con el complejo MHC/péptido dando como
resultado un estado conformacional que permite el intercambio de péptidos, esto ha sido
explicado por algunos como una de las funciones de HLA-DM en la “edicion” de los
péptidos que se unen a una molécula MHC-clase II. La funcién original de HLA-DM se
establecio en lineas celulares deficientes en esta molécula las cuales se caracterizaban
por expresar sobre la superficie moléculas MHC-clase Il cargadas con CLIP.
Posteriormente el trabajo de varios investigadores estableci6 que HLA-DM tenia una
funcién “catalitica” en la remocion de CLIP de la hendidura de unién de la molécula MHC
clase Il favoreciendo el cargado de estas moléculas con péptidos generados por
protedlisis en los compartimentos de la via endocitica (endosomas y lisosomas) [46,
47,48]. Trabajos con un nimero amplio de hibridomas que reconocen epitopes cripticas
[49] le han atribuido a HLA-DM un papel de regulador positivo o negativo del
reconocimiento de estas epitopes. Estos resultados han llevado a los investigadores a
sugerir un importante papel de HLA-DM en la modulacién de la inmuno-dominancia de
epitopes debido a su accién en el cargado de las moléculas MHC-Clase Il con péptidos.
En tal sentido, ademés de la importancia de HLA-DM en modular el reconocimiento de
epitopes cripticas, el estudio de las bases de la cripticidad de las epitopes ha demostrado

gue la estabilidad de los complejos MHC/péptido de epitopes inmuno-dominantes y
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cripticos es distinta [22]. Mientras la disociacion de las primeras toma varias horas la vida
media de las segundas es de unos pocos minutos. Lo anterior demuestra una dicotomia
clara entre la estabilidad cinética entre complejos inmuno-dominantes (favorecida por
HLA-DM) y los cripticos (antagonizada por HLA-DM). De esta manera estos estudios
sugieren un efecto de HLA-DM en la inmuno-dominancia de complejos MH/péptido para

células T CD4+ atribuible a la estabilidad cinética del complejo.

Experimentos dirigidos a tratar de establecer la funcion de HLA-DM en inmuno-
dominancia de epitopes reconocidos por linfocitos T CD4+ demuestran que el cambio de
residuos de anclaje de los péptidos a las moléculas MHC-clase Il es un determinante
importante de esta inmuno-dominancia. Datos experimentales demuestran claramente
gue la inmuno-dominancia de un péptido puede ser modulada positiva 0 hegativamente
por cambios puntuales en el péptido que regulan su interaccién con la molécula MHC-
Clase Il (cambios en los aminoacidos del péptido que se anclan en los bolsillos de unién
P-1, P-4, P-6 y P-9 de la molécula MHC-Clase 1) [50]. Para que una epitope inmuno-
dominante exitosamente estimule linfocitos T-CD4+ esta debe superar tres barreras, el
cargado sobre la molécula MHC-clase II; el transporte a la superficie; la estabilidad del
complejo durante el “homing” de la CPA (célula dendritica) al nédulo linfatico y finalmente
su capacidad para alcanzar un umbral de sefalizacion al TCR de la célula CD4+. Por
todo lo anterior la estabilidad del complejo regulada por HLA-DM quizds garantice la
formacion de complejos que superen estos tres niveles de dificultad que tienen que
remontar las epitopes inmuno-dominantes. La inmuno-dominancia de epitopes de alta
estabilidad frente a HLA-DM estaria explicada en parte por la formacién de complejos
MHC/péptido altamente estables que viajan a la superficie de la CPA asegurando una
alta densidad de complejos sobre la superficie de la misma para favorecer el “priming” de

linfocitos T virgenes especificos para la epitope.

Estos resultados tienen importantes implicaciones en el disefio de vacunas, debido a que
sugieren que la manipulacion de las propiedades cinéticas de la interaccion de péptidos
con moléculas MHC clase Il pueden ser dirigidas a obtener ganancia en inmuno-

dominancia. Por lo anterior, en aras de mejorar la inmuno-dominancia de epitopes en el
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futuro quizas sea posible “manipular’ la inmuno-dominancia de las epitopes mediante el
disefio de analogos del antigeno que exhiban una mejor estabilidad del complejo formado

en presencia de HLA-DM.

Sin embargo actualmente hay bastante controversia respecto al mecanismo como la
molécula HLA-DM cumple su papel en la edicién de los péptidos que se presentan en el
contexto de las moléculas MHC clase Il. Estudios estructurales de cristalografia de rayos
X tienen establecido los residuos del péptido que se anclan en los bolsillos de la
hendidura de la molécula MHC clase Il destinada para la unién de péptidos y la red de
puentes de hidrégeno entre el esqueleto peptidico y las cadenas laterales de algunos de
los residuos que conforman las hebras alfa (a) y beta (B) de la molécula HLA-DR, los
cuales se caracterizan por ser altamente conservados [1], es asi que todos los estudios
gue se han hecho para tratar de establecer el mecanismo como funciona HLA-DM en la
edicion de péptidos estan dirigidos a examinar sobre cuales de estos sitios actla esta
molécula, lo cual se ha abordado principalmente mediante mutagénesis dirigida en HLA-
DR o en el péptido [13,14,17]. Si bien varios de estos estudios sugieren que la region
donde se ubica el amino terminal de péptido es blanco de la accion de HLA-DM, entre
ellos hay diferencias puntuales sobre los sitios claves en la modulacién de la accién de
esta molécula y sobre el mecanismo propuesto. Por ejemplo mientras Stern y col.
proponen que los puentes de hidrogeno formados por los residuos (a) 51 y 53 son blanco
de la accién de HLA-DM para inducir la disociacion del péptido [17], el trabajo de Nasseri
y col. le atribuye al puente de hidrégeno formado por el residuo de Histidina 81 en la
cadena (B) de la molécula HLA-DR ser blanco importante de la accién de HLA-DM, para
desestabilizar el complejo HLA-DR/péptido [51]. Resultados publicados por Jensen y col.
contradicen lo propuesto por Nasseri y col. y propone que ningun puente de hidrégeno de
la red de puentes de hidrégenos conservados entre la cadena principal del péptido y las
cadenas laterales de algunos residuos de la molécula HLA-DR es blanco esencial en el
mecanismo catalitico de HLA-DM [52], en el mismo sentido resultados publicados por
Ferrante y Gorski sugieren que el puente de hidrogeno formado por el residuo 81 de

HLA-DR y la cadena principal del péptido en la posicién P-1 no es blanco importante para
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la accion de HLA-DM [53]. Por otra parte McFarland y col. sugieren que no hay un efecto
cooperativo entre los residuos de anclaje y la red de puentes de hidrégeno que permiten
la interaccion HLA-DR/péptido [16], lo anterior esta en contravia de lo propuesto por
Ferrante y Gorski quienes proponen un modelo de efecto cooperativo en el que cada una

de estas interacciones hace su aporte global a la energética del sistema [54].

Estudios recientes de Wucherpfennig y col. proponen un cambio de paradigma para
explicar la edicion de los péptidos que se presentan en el contexto de las MHC clase Il y
muestran resultados que sugieren que la interaccion de HLA-DM/HLA-DR es
dependiente del estado de ocupacion de la hendidura de unién de péptidos de tal forma
gue péptidos de alta afinidad son protegidos de la remocién por HLA-DM a través de la

disociacién de HLA-DM y una re-asociacién muy débil. [55].



14 Influencia de HLA-DM en la estabilidad del complejo formado entre la molécula

HLA-DR4 y un péptido de la proteina CS de P. falciparum




2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar la estabilidad de los complejos formados entre la molécula HLA-DRB1*0401 (en

este estudio nos referiremos como HLA-DR4) y los péptidos T*-1 y QNT-6.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar la afinidad relativa de los péptidos T*-1 y QNT-6 por la molécula HLA-
DRA4.

Establecer la estabilidad de los complejos formados por los péptidos T*-1 y QNT-6
con la molécula HLA-DR4 en presencia y ausencia de HLA-DM, para determinar el
efecto de esta molécula en la estabilidad de los complejos HLA-DR4/T*-1, QNT-6.

Identificar residuos peptidicos implicados en la modulacion de la estabilidad del
complejo HLA-DR4/péptido, para disefiar péptidos analogos que formen complejos de

mayor o menor estabilidad con la molécula HLA-DRA4.
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3. Estrategia de Trabajo y Métodos

Los datos de inmunogenicidad en humanos del péptido T* sugieren que existen dos
epitopes HLA-DR4 (T*-1 y QNT-6) localizados hacia el amino y el carboxi terminal de
este péptido. Mientras que la epitope T*-1 es polimérfica la epitope QNT-6 es altamente
conservada [9,10] El andlisis de la especificidad antigénica de clones de linfocitos T
CD4+ especificos para estas dos epitopes aislados de individuos vacunados con T*
sugieren diferencias en la inmunogenicidad de las dos epitopes. Mientras los clones
especificos para T*-1 aparecen poco después de la tercera inmunizacion con T* los
clones especificos para QNT-6 aparecen solo un afio después de la tercera dosis. El
presente estudio pretende establecer si la estabilidad del complejo HLA-DR4/QNT-6
permite sugerir responsabilidad en la inmunogenicidad observada para este complejo y
estudiar la influencia de la molécula HLA-DM en su estabilidad.

En primer lugar se estableci6é la concentracién 6ptima de molécula HLA-DR4 para los
ensayos planeados con el propdsito de responder las preguntas planteadas. Luego se
procedi6 a establecer los residuos de anclaje del péptido a la molécula HLA-DR4
mediante ensayo de competicion en el que se evalué la capacidad de péptidos analogos
de alanina (cubriendo la totalidad de la secuencia del péptido como se observa en la
Tabla 4-1) para inhibir la unién del péptido biotinado HA 305315 (Péptido de la
hemaglutinina del virus de influenza comprendido entre los aminoacidos 306-318). La
formacion de complejos HLA-DR4/péptido a concentraciones variables de péptido
marcado, permitié evaluar la afinidad de los péptidos por HLA-DR4 y con los complejos
formados se hizo reacciones de disociacion, para determinar la estabilidad de cada uno

de ellos.



18 Influencia de HLA-DM en la estabilidad del complejo formado entre la molécula

HLA-DR4 y un péptido de la proteina CS de P. falciparum

La afinidad relativa de cada uno de los péptidos por la molécula HLA-DR4 se determind
en ensayos de competicion de la misma forma que se hizo la identificacibn de los
residuos de anclaje del péptido a la molécula HLA-clase IlI, ensayo que permite
determinar la fuerza relativa de la interaccion HLA-DR4/péptido. Este ensayo como ya se
dijo antes mide la habilidad del péptido evaluado para inhibir la formacion de complejos

entre un péptido estdndar marcado con la molécula MHC clase II.

Para establecer la estabilidad cinética de la interaccién entre el péptido evaluado y la
molécula HLA-DR4 en presencia y en ausencia de la molécula HLA-DM se hizo la
medida de la disociacion como se describe en la metodologia.

El desarrollo de este proyecto hace necesario disponer de péptidos sintéticos biotinados,
sin biotinar, molécula HLA-DR4 y HLA-DM. A continuacion se describe la forma de

obtencién.

3.1 Sintesis y Biotinilacion de Péptidos

la sintesis de los péptidos se efectia empleando la metodologia t-Boc en fase sélida,
como aparece descrito por Houghten RA [56], fueron purificados por HPLC en fase
reversa sobre una columna LiChrospher C18 (Merck, Alemania). La calidad de los
productos sintetizados se evalud por cromatografia analitica HPLC y espectrometria de
masas (MALDI-TOF). Los péptidos biotinilados HAzes-318(PKYVKQNTLKLAT), T*(326-345
(EYLNKIQNSLSTEWSPCSVT), T*-1(YLNKIQNSLSTE) y QNT-6(QNSLSTEWSPCSVT)
fueron marcados en el NH3-terminal con sulfa-NHS-LC-Biotina (Pierce Chemical,
Rockford, IL) previo clivaje de la resina. Este derivado incorpora un espaciador de seis

atomos de carbono entre el péptido y la biotina.
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3.1.1 Disefio de péptidos analogos de QNT-6 modificados
en el residuo de leucina 335

Resultados previos obtenidos por otros grupos y por nuestro grupo [22,25,50] sugieren
qgue la afinidad de un péptido por una molécula HLA es susceptible de ser regulada
optimizando los residuos de anclaje y que la inmunogenicidad del complejo MHC/péptido
es altamente regulada por la estabilidad del mismo [22,24], Con base en lo anterior se
disefiaron péptidos analogos de QNT-6 sustituyendo la Leucina 335 identificada como
anclaje a P-1 en HLA-DR4, por residuos generadores de secuencias con mas afinidad
por la molécula HLA-DR4. Para esto se utilizé el programa de prediccion PROPRED [57]
gue es una extension de TEPITOPE. Como resultado de este estudio de prediccion se
disefiaron y sintetizaron tres secuencias analogas a QNT-6 (QNSL33sSTEWSPCSVT) con
cambios en la Leucina 335 la cual fue sustituida por residuos aromaticos (Tirosina (YY),
Fenilalanina (F) y Triptéfano (W)) (Tabla 3-1), las cuales nhombraremos en este estudio
como OQNTY, QONTFy QNTW.

Tabla 3-1: Secuencia de T* y Péptidos Derivados

Posiciéon

del péptido

dentro de Secuencia

la L,

secuencia de Aminoécidos

de CS
T 326-345 |E|Y|L|N|K|I|Q|N|S|L|S|T|E|W|S|P|C|S|V
T*1 327-338 Y|LIN|K|]IT|Q|N|S|L|S|T]|E
ONT-6 | 332-345 QIN|s|L|s|T|E|W]|[S]|P|cCc]|s]|V
ONTY L335Y QIN|s|Y|s|T|E|W|S|P|C]|S]|V
ONTF L335F Q|N|IS|F|S|T|E|W|S|P|C|S|V
QNTW L335W QIN|s|W|s|T|E|W|S|P|C]|S]|V
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3.2 Molécula HLA-DM recombinante

Esta fue gentiimente facilitada por el Profesor Lawrence Stern en el Departamento de

Patologia de la Universidad de Massachussets. Worcester MA. USA.

3.3 Producciéon de Molécula HLA-DR4 Recombinante

Se hace mediante métodos convencionales de expresion y purificacién de proteinas
recombinantes en células de insecto (células S-2, llamadas también células de
Scheneider). Estas son una linea celular de Drosophila melanogaster, que son
transfectadas con dos plasmidos cada uno codificando para las cadenas alfa/beta del
alelo HLA-DRA4. La transfectante del alelo HLA-DR4 nos ha sido gentilmente facilitada por
el Dr. Lawrence Stern. La purificacién de molécula HLA-DR4 se hizo de forma similar a lo
descrito para el alelo HLA-DRB1*0101 por Cameron T y col. [58] con algunas
modificaciones. En breve, siete litros de sobrenadante de cultivo de células transfectadas
con los plasmidos llevando la region codificante de las cadenas alfa/beta de HLA-DR4
son inducidos durante 4 dias con 0,5 mM de CuSO4 (inductor del promotor en el
plasmido) cuando el cultivo alcanza una densidad de 8 millones de células por ml. Luego
de 3 dias de induccion el cultivo es llevado a un volumen de 12 litros afiadiendo PMSF
100 mg/L y EDTA 5 mM, el sobrenanadante del cultivo es concentrado a 500 ml en
Centricon de alta capacidad. El sobrenadante asi concentrado se carga en una columna
de proteina A Sefarosa en la que previamente se ha acoplado un anticuerpo monoclonal
anti-DR (LB3 o L-243). La proteina es eluida con 50 mM de CAPS pH 11,5. Fracciones
de 1,2 mL son recuperadas en tubos conteniendo 0,3 mL de tampén 1 M NaPi pH 6.0. La
Densidad Optica se mide a 280 nm y el pico de elusién es reunido en una sola fraccion
(aprx. 30 mL en total). Al grupo de fracciones se le adiciona 2 mM de DTT y se

concentra, con un rendimiento final de aprx. 4 mg de proteina total.
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3.4 Determinacion de la concentracion Optima de

molécula HLA-DR4 para los ensayos de union

Para determinar la concentracion de molécula HLA-DR4 utilizada en el ensamblaje de
los complejos HLA-DR4/péptido empleados en los ensayos de unién, se incubaron
concentraciones variables de molécula HLA-DR4 y concentracion constante 1uM de
péptido biotinado-HA en buffer de unién pH 5,5 por 72 horas a 37°C. El complejo formado

se detecto por ensayo de ELISA como se describe en el numeral 3.5 (ver Figura 4-1).

3.5 Ensayo de Union para el Estudio de la Estabilidad de
Complejos MHC Clase ll/Péptido

El ensayo de unién in vitro es una herramienta fundamental en el desarrollo de este
proyecto. Esta metodologia permite simular condiciones fisiolégicas para formar
complejos HLA-DR/péptido que mediante un monitoreo en funcién del tiempo arroja
informacion acerca de la estabilidad de estos. Adicionalmente este ensayo se emplea
para determinar la afinidad relativa de un péptido a un alelo HLA-DR por unién
competitiva en el que se mide la capacidad de un péptido para desplazar al péptido
biotinado, la afinidad asi medida se puede expresar en valores de porcentaje de union
y/o en valores de IC50 (concentracion del péptido evaluado capaz de inhibir el 50% de la
unién del péptido control); esta metodologia también arroja informacion acerca de los
residuos claves en la interaccion de un péptido con la molécula HLA-DR utilizando un
grupo de péptidos analogos al péptido estudiado y en cada analogo se sustituye uno de
los residuos del péptido por un residuo aparentemente no relevante en la union (Glicina,
Alanina) [25]. Una variante de este ensayo permite establecer los perfiles de las cinéticas
de asociacion y disociacion y calcular el tiempo de vida media del complejo y su

constante de afinidad.

A continuacién una breve descripcion del ensayo de unién: Se hace reaccionar molécula
HLA-DR4 0,025 uM, con péptido biotinado 0,25 pM y péptido competidor (péptido no
marcado) a concentracion variable entre 0 y 50 UM, la reaccion se incuba en buffer de
unién (100 mM de NaH2PO4, 50 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 200 uM de IAA, 0,1% de
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BSA, 0,05% de B-octilglucésido, 0,02% de NaN3 y 0,1% de Tween 20, pH 4,5), el
volumen final de reaccién es 150 pL a 37 °C por 72 horas. El complejo asi formado se
detecta por ensayo de ELISA, para lo cual en un inmuno-modulo Nunc-ELISA (Nunc
Maxisorp Loose Brand product, Denmark) se acopla el anticuerpo de captura anti-HLA-
DR (L-243) a concentracién final de 10ug/ml a 4°C O/N, después el inmuno-maddulo se
lava tres veces con PBS 1X conteniendo Tween 20 al 0,05% y se bloquea por 2 horas
con una solucion de BSA al 0,25% en PBS 1X, después se adicionan 60 pL/pozo de la
solucién de complejo HLA-DR4/péptido y se deja durante 2 horas luego de lo cual se lava
con PBS-Tween 20 de la forma como ya se explico; seguidamente se adicionan 50
pL/pozo de streptavidin fosfatasa dilucion 1/500 en PBS 1X y se deja por 1 hora a
temperatura ambiente, luego se lava nuevamente el inmuno-mdédulo cuidando de hacer el
ultimo lavado con PBS 1X; finalmente se hace la reaccion de revelado con el kit
comercial de la casa KPL (pNPP Microwell Substrate System) que utiliza como sustrato
de la fosfatasa el para-Nitrofenilfosfato. La lectura final se hace en lector de ELISA a 405
nm. Como controles se hace el blanco de reaccién que lleva todo menos el péptido
biotinado y un control positivo (En este caso el complejo del péptido HAps-318 con la
molécula HLA-DRA4).

3.6 Determinacion de los residuos de anclaje de QNT-6 a
HLA-DR4

Se establecieron los residuos de anclaje del péptido QNT-6 a la molécula HLA-DR4
mediante ensayo de unién competitiva, de la forma como se describe en el numeral 3.5
utilizando un grupo de péptidos analogos en los que se sustituyé cada residuo de la
secuencia nativa por Alanina abarcando la totalidad de la secuencia nativa del péptido
QNT-6 (ver Tabla 4-1). En este ensayo como ya se dijo antes se mide la capacidad del
péptido anélogo para inhibir la union del péptido biotinado HA 306-318 péptido referencia

utilizado como control de unién.
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3.7 Cinética de asociacion a HLA-DR4

Para este ensayo se hicieron reacciones independientes de los péptidos biotinados HA,
T*, T*-1y QNT-6 con la molécula HLA-DR4, como se describe en el numeral 3.5, péptido
biotinado (0,25uM) y (0,025 puM) de molécula HLA-DR4, en un rango de tiempo de
reaccion (ver Figura 4- 2). El tiempo de vida medio (t1/2) de asociacion fue determinado

por interpolacién en la ecuacion que representa los puntos de la parte lineal de la curva.

3.8 Determinacién de la concentracion de molécula HLA-
DM

Para determinar la concentracion de molécula HLA-DM utilizada en los estudios
cinéticos se ensamblé complejo HLA-DR4/Bio-HA, haciendo reaccionar 0,025 uM de
HLA-DR4 y 0,25 uM de Bio-HA, durante 72 horas a 37 °C. El complejo formado se
disocié en presencia de concentracion variable de HLA-DM en el rango de 0 a 10 uM y
péptido no marcado HA 2,5 uM. La disociacion se realiz6 de la forma descrita en el

numeral 3.11 pero solo capturando un punto tiempo (72 horas)

3.9 Determinacion de la constante de afinidad

La determinacion de este parametro para los complejos formados se hace con una
variante del ensayo de unién ya descrito (ensayo de union directo); resumiendo, 0,025
UM de HLA-DR4 se hace reaccionar con péptido biotinado en el rango de
concentraciones entre 0 y 100 puM en presencia o ausencia de HLA-DM 1 uM, el
complejo se detecta mediante ensayo de ELISA a 405 nm y los resultados obtenidos se
alimentan a la ecuacién exponencial que representa la respectiva tendencia a partir de la

cual se calcula el valor de la constante de afinidad para cada péptido.
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3.10 Determinacion de la afinidad relativa

Se determind mediante ensayo de union competitiva que mide la concentracion de
péptido evaluado capaz de inhibir el 50% de la unién del péptido control a la molécula
HLA-DR4. El ensayo de union competitiva se hace de forma similar a la descrita para el
ensayo de unién convencional, utilizando adicionalmente un péptido competidor no
marcado, en un rango de concentraciones de (0 a 50 uM). El complejo formado y la
afinidad asi medida se puede expresar en valores de porcentaje de union y/o en valores
de IC50. El valor de IC50 fue determinado por ajuste de la regién lineal de las curvas por

el método de los minimos cuadrados y posterior interpolacion en la ecuacion.

3.11 Ensayo de disociacion

La metodologia de este ensayo al igual que todos los ya descritos se fundamenta en el
ensayo de unién y el propésito es medir la estabilidad de los complejos HLA-
DR4/péptido.

Reacciones de asociacion por duplicado de los péptidos biotinados T*, T*-1, QNT-6 y
QONTY fueron efectuadas, mezclando 0,025 uM de molécula HLA-DR4 con 0,25 uM de
péptido biotinado en buffer de unién e incubando la reaccién a 37°C durante 72 horas.
Después alicuotas de 60 pL de cada reaccién de asociacion fueron transferidas a
modulos de ELISA que han sido previamente cubiertos con un anti-HLA-DR (L-243),
luego de 1 hora, el complejo no unido fue removido y los mdédulos fueron lavados con
PBS 1X - Tween 20 0,05%. Para monitorear la disociacion del péptido (tiempo de vida
medio (t1/2), 150 pL de buffer de unién conteniendo 2,5 uM de péptido no marcado (HA,
T*, T*1, QNT-6 o QNTY) adicionado dependiendo del complejo HLA-DR4/péptido
capturado, en presencia o ausencia de 1 u de HLA-DM se adicionaron a los pozos de
ELISA y se continuo la incubacién a 37 °C a diferentes periodos de tiempo, después de
la adicion del péptido no marcado con o sin HLA-DM (0 a 83 horas), se hace la deteccion
del complejo como se describe antes, midiendo la densidad 6ptica a 405 nm. El tiempo

de vida media (t1/2) de disociacion se calcula haciendo el ajuste por minimos cuadrados
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de las funciones (simple o doble) que representan el decaimiento exponencial observado
(y = exp(-kt) o y =Aexp(-k1t) + (1-A) exp(-k2t)), (donde y es la fraccién enlazada, k, k1 y
k2 son tiempos de disociacion constantes, t es el tiempo y A es la fraccion en la primera

fase de disociacion).

3.12 Comparacion computacional de las energias de
interaccion de los péptidos QNT-6 y ONTY con HLA-DR4

mediante modelaje molecular

La estructura de rayos X de un complejo de HLA-DR4 y el péptido HA de influenza (PDB
codigo 1J8H) y HLA-DR4 con un péptido mimético inhibidor de la presentacién de
antigenos por moléculas MHC clase Il (PDB codigo ID5Z) fueron usados como plantilla
para el modelaje. La energia total de interaccion del péptido HA o del péptido mimético
inhibidor con HLA-DR4 fueron determinadas primero sin incluir ningin refinamiento
usando software docking (Accelrys Software Inc., San Diego, CA, USA) corrido sobre una
estacion Indigo 2 (Silicon Graphics, Sunnyvale, California, USA). Con el propoésito de
obtener la minimizacion de la interaccién energética de los péptidos con HLA-DR4, el
programa discovery 3 (Accelrys) fue usado para la estrategia de minimizaciéon usando
20.000 pasos y 0, 0001 A RMSD. Para el modelaje de los péptidos QNT-6 y QNTY
interactuando con HLA-DR4, las cadenas laterales de los aminoacidos de los péptidos
plantilla fueron reemplazadas por las cadenas laterales de QNT-6 (LSTEWSPCS) y QNT-
Y (YSTEWSPCS) y la energia libre de interaccion de las cadenas laterales de los
residuos de los aminoacidos de ambos péptidos con los correspondientes bolsillos en
HLA-DR4 (reportado como valores de energia en electronvoltios eV) fueron determinadas
con y sin refinamiento. Para analizar los residuos putativos de anclaje en P-1 de los
péptidos QNT-6 y QNTY modelados, la energia intermolecular de los residuos ocupando
P-1 en los péptidos plantila HA y mimético inhibidor (Y y ciclo-hexilamina (cha)
respectivamente) fueron comparadas con las de L y Y actuando como residuos de

anclaje en P-1 de la secuencia peptidica QNT-6.
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4. Resultados

Todos los resultados aqui mostrados se hicieron por lo menos tres veces en
experimentos independientes. Se muestra un resultado representativo de los resultados

obtenidos en cada ensayo.

4.1 Determinacion de la concentracion oOptima de
molécula HLA-DR4

A partir de los ensayos de union hechos para determinar la concentracién ptima de
molécula HLA-DR4 a utilizar en los diferentes experimentos, por interpolacion en la
region lineal del grafico absorbancia vs. Concentracién uM de HLA-DR4 (Figura 4-1) se
seleccion6 0,025 uM como concentracion de trabajo, esta concentracion esta dentro del
rango lineal de la curva absorbancia Vs. Concentracién (rango de concentraciones que
cumple la Ley de Lambert Beer) [59] y permite obtener una sefial adecuada en el sistema

de deteccion disponible.
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Figura 4-1: Determinacion de la concentracion 6ptima de molécula HLA-DR4!
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! Ensayo de union del péptido HA biotinado 1pM, utilizando concentraciones variables de

molécula HLA-DR4 en el rango de 0 a 1 uM.
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4.2 Cinética de asociacion de T*, T*1 y QNT-6 A HLA-
DR4

Con el &nimo de observar si hay diferencias en la cinética de asociacion de los péptidos
T*, T*-1y QNT-6 cuyas secuencias se muestran en la Tabla 3-1, se monitore6 el perfil de
asociacion de cada uno de ellos con la molécula HLA-DR4 en funcion del tiempo como
se describe en materiales y métodos. La Figura 4-2 muestra que los péptidos incluidos
en el ensayo tienen un perfil de asociacion similar entre si, que son necesarias minimo
30 horas de reaccién para hacer una deteccion apreciable de complejo y que el complejo
formado por cada uno de los péptidos T* y T-1 tiene un tiempo medio de formacién (t1/2)
de 33 horas mientras que el tiempo medio de formacién (t1/2) para QNT-6 es de 51
horas (ver Tabla 4-2).
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Figura 4-2: Cinética de asociacion de los péptidos HA, T*, T*-1 y QNT-6 a la molécula
HLA-DR4
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4.3 Registro de union de QNT-6 a HLA-DR4

La determinacion experimental de los residuos de QNT-6 comprometidos en el anclaje
con la molécula HLA-DRA4, se hizo utilizando secuencias anélogas del péptido QNT-6 en
las que se sustituye cada residuo por Alanina, los analogos asi disefiados se evalGan en
ensayo de unién competitiva para evaluar su capacidad para desplazar al péptido control
HA Biotinado (306-318) seleccionado como péptido referencia de unién a la molécula
HLA-DR4. La Tabla 4-1 muestra los valores del porcentaje de inhibicion relativa de unién
del péptido biotinado-HA a la molécula HLA-DR4 en presencia de 50 excesos del péptido

analogo de QNT-6 evaluado. Se observa que los analogos L335 y P341 desplazan al
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péptido HA en un porcentaje muy bajo (0 y 3%) respectivamente, los demas analogos

exhiben una capacidad inhibitoria relativa entre 86 y 99%.

Tabla 4-1: Porcentajes de union de Péptidos analogos de QNT-6 a HLA-DR4

Nombre Namero de P- P- % de
del Aminoécido 1v 7v Unién a
Péptido HLA-DR4
QNT-6 332-345 Q N | S L S| T|E|W|[S P cC|s |V |T 94
QN-Q332 A - - - - - - - - - - - - - 97
QN-N333 - Al - - - - - - - - - - - - 98
QN-S334 - - | A - - - - - - - - - - - 95
QN-L335 - - - A - - - - - - - - - - 0
QN-S336 - - - - Al - - - - - - - - - 97
QN-T337 - -] - - A - -] - - - - -] 99
QN-E338 - - - - - - A - - - - - - - 91
QN-W339 - - - - - - - A - - - - - - 96
QN-S340 - - - - - - - - | A - - - - - 86
QN-P341 - - - - Y Y e 3
QN-C342 - -] - - - N I I 98
QN-S343 - - - - - - - - - - - A - - 98
QN-V344 - -] - - - - - - - - - A - 98
QN-T345 - - - - - - - - - - - - - | A 99
HA 100

Una vez determinados los posibles residuos de anclaje del péptido QNT-6 a la molécula
HLA-DR4, se seleccionaron algunos de los analogos de QNT-6 y se hizo una serie de
ensayos de unién competitiva en los que se utilizé concentraciones variables de péptido
competidor (analogo). La Figura 4-3 muestra los resultados obtenidos y en ella se
representa la fraccion enlazada de péptido marcado (HA biotinado) a la molécula HLA-
DR4 en funcion de la concentracion de péptido no marcado en el rango de 0 a 50 puM.
Confirmando los resultados mostrados en la tabla anterior se observa que los analogos
de L335 y P341 son incapaces de desplazar el péptido control sugiriendo que estos

residuos son importantes para la union del péptido QNT-6 a la molécula HLA-DRA4.
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Figura 4-3: Inhibicion de la union del péptido HA biotinado a HLA-DR4 por péptidos
analogos de QNT-6
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4.4 Concentracion de HLA-DM

Para determinar la concentracion de HLA-DM usada en los ensayos planeados se hizo
la disociacion en un solo punto tiempo del complejo HLA-DR4/HA biotinado en presencia
de HA no marcado y concentraciones variables de HLA-DM. En la Figura 4-4 se observa
gue la disociacion del complejo HLA-DR4/Bio-HA ocurre a concentraciones por encima

de 0,1 uM de HLA-DM. Teniendo en cuenta el resultado anterior se seleccioné como
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concentracion de trabajo 1 UM, concentracion en la que se observa adecuadamente el

efecto de HLA-DM sobre el sistema evaluado.
Figura 4-4: Determinacion de la concentracion de HLA-DM

3,5 +

3
2,5
2
1,5 A
1 4
0,5 4 .
0 0,1 1 10

0,0001 0,001 0,01

Unidades de Absorbancia

Concentraciéon uM de HLA-DM

4.5 Afinidad de T* T*1 y QNT-6 por HLA-DR4 en

presencia o ausencia de HLA-DM

Se midi6 la formacion del complejo HLA-DR4/péptido adicionando cantidades variables
de péptido biotinado a una cantidad fija de molécula HLA-DR4 (0,025 uM) en presencia o
ausencia de HLA-DM (1uM) como se describe en materiales y métodos. La Figura 4-5
muestra el grafico del porcentaje normalizado de péptido enlazado en funcion de la
concentracion de péptido biotinado. En la Tabla 4-2 aparecen los valores de afinidad (ka)
calculados a partir de la funcion exponencial que representa la tendencia observada. El
valor de (ka) para T*, T*-1 y QNT-6 en ausencia de HLA-DM fue 200 nM, 50 nM y 580
nM, mientras que este mismo parametro en presencia de HLA-DM fue de 130 nM, 40 nM

y 600 nM respectivamente. Este resultado muestra (i) que de este grupo de péptidos el
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de mas alta afinidad por la molécula HLA-DR4 es T*-1 siendo aproximadamente 13

veces mas a fin que el péptido QNT-6; (ii) que la presencia de HLA-DM no jug6 un papel

relevante sobre la afinidad de estos péptidos por la molécula HLA-DR4 puesto que para

ambos sistemas (con y sin HLA-DM) se obtienen valores de ka del mismo orden de

magnitud.

Tabla 4-2. ParAmetros cinéticos de péptidos T* con la molécula HLA-DRB1*0401

Péptido t(1/2) de Ka (nM) (b) | Ka (nM) (b) | t(1/2) horas | t(1/2) horas
asociacion DM- DM+ DM- DM+
horas (c)? (c)?
(@)°
T* 33 200 130 >200 16.4
T*-1 33 55 40 >200 22.4
QNT-6 51 580 600 2100 0.47

%(a) Tiempo medio de asociacion calculado de la Figura 4-2
(b) Constante de afinidad- Datos calculados de Figura 4-5

(c) Tiempo de vida media de disociacién calculado de datos en Figura 4-7
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Figura 4-5: Determinacion de la afinidad de los péptidos derivados de T* por HLA-DR4
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4.6 Afinidad relativa por la molécula HLA-DR4 de los

péptidos derivados de T* y sus analogos

La evaluacion de la afinidad relativa del péptido QNT-6 y sus analogos de alanina por la

molécula HLA-DR4 se hizo mediante ensayo de unién competitiva como se describe en

materiales y métodos, utilizando HA T*-1 y QNT-6 biotinados. En la Figura 4-6 se

observa el comportamiento de cada uno de los sistemas, a partir de los cuales se

calcularon los valores de ICso. En la Tabla 4-3 se muestran los resultados para cada uno

de los ensayos en funciéon del péptido biotinado. Se observa que cuando el péptido
marcado es HA biotinado el IC50 para T*-1 = 200 nM, QNT-6 = 2900 nM y QNTY = 90

nM (ver Figura 4-6 panel A), esto significa que el péptido de menor afinidad por HLA-

DR4 es QNT-6, mientras que el de mayor afinidad es QNTY. De otra parte, el péptido T*-
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1 y los andlogos de QNT-6 aparecen con afinidades intermedias. El resultado anterior
sugiere que el cambio de L335Y produjo un péptido con una afinidad 32 veces mayor por

HLA-DR4 con respecto a la secuencia nativa.

Cuando el péptido biotinado es QNT-6 el ICso para QNTY es 25nM y 2800nM para QNT-
6; para T*-1 y HA el valor de ICsy es 300nM (ver Figura 4-6 panel B). Cuando el ensayo
de competicion se hace con QNTY biotinado el ICs, obtenido para los péptidos QNTY vy
QNTF es de 60nM, para el péptido QNTW es de 200nM y para los demas péptidos el ICx
es mayor o igual a 3000nM (ver Tabla 4-3 y Figura 4-6 panel C).

Figura 4-6: Determinacion de la afinidad relativa de los péptidos derivados de T*
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Figura 4-6: (Continuacion)
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Tabla 4-3: Afinidad relativa de péptidos T* con la molécula HLA-DR4

Péptido Biotinado
Péptido Competidor HA (ICso) nM | QNT-6 (ICs0) nM | QNTY (ICs)

nM

T* 100¢ nd® 3000

T*1 200° 300 4800

QNT-6 2900 2800 >>5000

QNTY 90 25 60
QNTF 110 nd 60

QNTW 180 nd 200

HA 200 300 5000

4.7 Disociacion de complejos HLA-DR4/péptidos con o
sin HLA-DM

Para evaluar la estabilidad de los complejos formados por los péptidos T*, T*-1, QNT-6 y
sus analogos con la molécula HLA-DR4 se midi6 la cinética de disociacién adicionando
péptido no marcado (para evitar la re-asociacion del péptido disociado) en presencia y
ausencia de HLA-DM 1uM como se describe en materiales y métodos. Los resultados se
muestran en la Tabla 4-4 en donde se observa que cuando la disociacion se hace en
presencia de péptido autélogo en ausencia de HLA-DM el tiempo de vida media de todos
los complejos es mayor o igual a 100 horas, mientras que el mismo sistema en presencia
de HLA-DM muestra una disminucién dramatica en la estabilidad de los complejos: para
T*-1 el tiempo de vida media es de 22,4 horas, para QNT-6 es de 0,47 horas y para
QNTY es mayor o igual a 100 horas (ver Figura 4-7 paneles A y B). Cuando la

disociacién se hace utilizando péptido HA no marcado en ausencia de HLA-DM se hace

®nd: no determinado experimentalmente
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utilizando péptido HA no marcado en ausencia de HLA-DM se tiene que el complejo
formado por el péptido T*-1 tiene un tiempo de vida media de 27 horas, QNT-6 1,3 horas,
QNTY y HA tiempos de vida media de mas de 50 horas; Para el mismo sistema de
disociacién en presencia de HLA-DM los tiempos de vida media son 2 y 1,3 horas para
T*-1 y QNT-6 respectivamente en tanto para QNTY y HA el tiempo de vida media es
mayor a 50 horas (Figura 4-7 panel C). Cuando la disociacion se lleva a cabo con QNTY
no marcado, los péptidos T*-1, QNTY y HA forman complejos HLA-DR4/péptido con
tiempo de vida media mayor de 50 horas, para el péptido QNT-6 la vida media es de 0,3
horas; si la disociacion de estos complejos se hace en presencia de QNTY y HLA-DM la
vida media para el péptido T*-1 es 21,6; para QNT-6 es 0,3 horas y para los péptidos
QNTY y HA la vida media es mayor de 50 horas (ver Figura 4-7 panel D).

Figura 4-7. Estabilidad de los compuestos HLA-DR4/péptido*
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Figura 4-7: (Continuacion)

B
1,20 -
1,00
©
3 0,80 -
N 7
©
< —A—QNT6-DM
W 0,60 4
s —A— QNT6+DM
3 —3—QNTY-DM
S 0,40 -
N ——-QNTY+DM
0,20 -
0,00 , )
0 200 400
Tiempo (minutos)
C
1,10
1,00
0,90
0,80 o— HA
© 0,70 —e— HA+DM
-g, 0,60 ——-T*1
£ 0,50 ——T*-1+4DM
C
'-'CJ 0,40 —A—QNT6
© 0,30 —A— QNT6+DM
Q
© 0,20 B QNTY
0,00
-0,10
'0,20 T T T 1
0 1000 2000 3000 4000

Tiempo (minutos)



Resultados 41

Figura 4-7: (Continuacion)
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* La Figura muestra los resultados del estudio cinético de disociacion de los complejos

sintetizados en presencia (simbolos obscuros) o ausencia (simbolos vacios) de HLA-DM, las
figuras corresponde a una tendencia de decaimiento exponencial a partir de la cual se calculé el
tiempo de vida media (ty2) |. El panel A nos muestra el perfil de disociacion de los péptidos T*, T*-
1 y QNT-6, el recuadro corresponde al perfil de disociacién observado en los primeros 300
minutos. El panel B corresponde a la disociacion de QNT-6 y QNTY; en los paneles anteriores la
disociacion se hace en presencia de péptido autélogo. En C se muestra el perfil de disociacion de
los péptidos HA, T*-1, QNT-6 y QNTY en presencia de HA no marcado. El panel D muestra la
disociacion de HA, T*-1, QNT-6 y QNTY en presencia de QNTY no marcado.
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Tabla 4-4: Tiempo de vida media establecido a partir de la cinética de disociacion

Tiempo de vida medio (t1/2) de los complejos en
Complejo HLA-DR4/ Péptido horas
biotinado Péptido HA frio) QNTY trio)
autélogogrio)

-DM +DM -DM +DM -DM +DM

T* >200 16,4
T*-1 >200 22,4 27 2 >50 21,6
QNT-6 2100 0,47 1,3 1,3 0,3 0,3
QNTY 2100 2100 >50 >50 >50 >50
HA —-- --- >50 >50 >50 >50

4.8 Comparacion

computacional de las energias de

interaccion de los péptidos QNT-6 y QNTY con HLA-DR4

mediante modelaje molecular

Los resultados del proceso te6rico de minimizacion de energias para los péptidos QNT-6

y QNTY se muestran en la tabla 6 donde se observa que la energia de interaccion

calculada de acuerdo al modelo molecular utilizado para el péptido QNT-6 es de -18,5632

y -19,9116 eV, mientras que para el péptido QNTY los valores son -42,0617 y -35,9593

ev.
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Tabla 4-5: Comparacion Computacional de las Energias de interaccion de los Péptidos
OQONT-6y QNTY con HLA-DR4

Modelo
Péptido Residuo Modelo HLA-
P-1 HLA- DR4/péptido
DR4+HA
Pre- Post- Pre- Post-
minimizacion minimizacion minimizacion minimizacion
QNT-6 L +76.693,1* -18,5632 -0,4308 -19,9116
QNT-Y Y -36,0771 -42,0617 +959,916 -35,9593

*Los valores son expresados en electronvoltios (eV)
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5. Discusion

Las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase Il (MHC-II) incluyen los
antigenos leucocitarios humanos (HLA)-DR que son glicoproteinas que presentan a la
célula T fragmentos peptidicos de proteinas degradadas en la via endocitica. El
reconocimiento del complejo péptido/HLA-DR por el receptor de la célula T (TCR) causa
la estimulacién de células T CD4+ y la activacion de la respuesta inmune adaptativa
[60,61,62]. En este trabajo se estudi6 la interaccién de la molécula HLA-DR4 con un
registro de unién altamente conservado (aqui llamado QNT-6) ubicado en la regién
carboxi-terminal del péptido T*, el cual ha sido descrito como una epitope universal de la
proteina del circumsporozoito de P. falciparum, conocida asi por su capacidad de
proteger individuos con diferentes restricciones HLA ante un reto con esporozoitos
irradiados [7, 10,33].

Teniendo en cuenta que ensayos de unién competitiva, efectuados usando HA biotinado
como péptido referencia, tienen confirmada la capacidad de unién de los péptidos T*-1y
QNT-6 [10] a HLA-DRA4, se hizo un ensayo de asociacién en funcion del tiempo con el
propésito de establecer el perfil cinético de formacion del complejo HLA-DR4 con los
péptidos T*, T*-1, QNT-6 y HA, y también el tiempo necesario de reaccién para completar
la formacién del complejo. Los resultados se muestran en la Figura 4-2 en donde se
observa que el perfil de asociacion es similar para todos los péptidos y que hay
diferencias en el tiempo medio de asociacion con la molécula HLA-DR4 entre el péptido
QNT-6 y los péptidos T* y T*-1, (mientras (t1/2) de asociacion para QNT-6 fue de 51
horas para T* y T*1 el t1/2 fue de 33 horas (datos reportados en Tabla 4-2). En
concordancia con lo anterior se decidié hacer la reaccion de formacion de complejos
durante 72 horas, tiempo comunmente utilizado por otros grupos para medir la asociacién

de péptidos a molécula MHC clase Il recombinante como en nuestro caso [17,54].
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De otra parte se sabe que las proteinas MHC clase Il unen antigenos peptidicos
mediante la contribucion de dos tipos de interacciones principales: 1. Anclaje de las
cadenas laterales de los aminoacidos del péptido en los bolsillos formados en el sitio de
unién en la molécula MHC clase Il, en el que se han identificado cuatro bolsillos
principales P-1, P-4, P-6 y P-9 vy los sitios de anclaje auxiliar P-2, P-3, P-7 y P-10
[1,54,63]. 2. Un arreglo conservado de puentes de hidrogeno intermoleculares que se da
entre las cadenas laterales de los residuos que conforman las moléculas MHC clase Il y
el backbone del péptido [1,64].

Para cumplir parte de los objetivos propuestos el trabajo se enfocé en establecer la
estabilidad del complejo formado por el péptido QNT-6 con la molécula HLA-DR4 vy los
residuos del péptido importantes en la interaccion para formar y modular la estabilidad
del complejo, esto se abord6 mediante ensayos de unidbn competitiva (ver materiales,
métodos y resultados). El resultado muestra que los residuos de anclaje L335 en P-1y
P341 en P-7 son claves en la unién de QNT-6 a HLA-DR4, mientras que los residuos
E338 en P-4, S340 en P-6 y S343 en P-9 parecen no ser relevantes en este aspecto.
Esto sugiere que QNT-6 carece de un registro clasico de unién a HLA-DR4 y que la
interaccion de la cadena lateral L335 de QNT-6 en P-1 juega un papel importante en la
estabilidad del complejo HLA-DR4/QNT-6; esto esta de acuerdo con trabajos previos que
muestran que la interaccion hidrofébica de la cadena lateral de la leucina en P-1 es
suficiente para estabilizar el complejo HLA-DR/QNT-6 [65,66,67]. Los resultados del
anélogo de Alanina por Prolina en la posicion P341 del péptido QNT-6 sugieren que P341
en P-7 es un residuo clave en la formacion y estabilidad del complejo HLA-DR/QNT-6.
Un registro de unién con P-7 como punto de anclaje importante a moléculas HLA-DR
esta de acuerdo con trabajos previos realizados con la molécula HLA-DR1 que muestran
gue un residuo de Prolina en P-7 junto con un residuo alifatico anclado a P-9 y puentes
de hidrégeno formados en P-8 y P-10 ejercen un efecto sinérgico que favorece la
estabilidad del complejo formado por un péptido con la molécula HLA-DR1 [68,69].
Teniendo en cuenta que a pesar de diferencias en la secuencia de aminoacidos dentro

del sitio de union de péptidos las moléculas HLA-DR1 y HLA-DR4 forman complejos
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estructuralmente similares [69], con base en nuestros resultados y lo publicado por Stern
y colaboradores [68] proponemos que la estabilidad del complejo HLA-DR4/QNT-6
proviene de la sinergia aportada por las interacciones localizadas hacia el extremo
amino-terminal del péptido por L335 en P-1 y la interaccién de la cadena lateral del

residuo de P341 en el bolsillo P-7 hacia el carboxi-terminal.

Para establecer la afinidad de los péptidos T*, T*-1 y QNT-6 por la molécula HLA-DR4 y
la estabilidad de los complejos HLA-DR4/péptido asi como la influencia de la molécula
HLA-DM sobre la estabilidad de los compuestos formados se hizo una serie de
experimentos que comprendieron: 1) la medicién de la unién directa de péptidos a la
molécula HLA-DR4 en presencia y ausencia de HLA-DM, molécula que juega un papel
importante en la edicion del repertorio de péptidos presentados en el contexto de las
MHC clase 1l [2,3,4,70]. Este ensayo permiti6 calcular los valores de las constantes de
afinidad (ka) a partir de la ecuacién que representa la tendencia de los datos
experimentales de los gréaficos construidos. 2) ensayos de disociacion que evallan la
estabilidad de los complejos expresadndola como tiempo de vida medio (t11/2) y 3)
ensayos de competicion que permiten establecer un valor de afinidad relativa expresado
como IC50 .

Se midi6 la constante de afinidad de los péptidos T*, T*-1 y QNT-6 por la molécula HLA-
DR4. Estos experimentos mostraron que mientras el valor de (ka) para T*, T*-1 y QNT-6
en ausencia de HLA-DM fue 200 nM, 55 nM y 580 nM, esta constante en presencia de
HLA-DM fue de 130 nM, 40 nM y 600 nM respectivamente. Este resultado sugiere que
T*-1 se une con una afinidad aproximadamente 13 veces mayor a HLA-DR4 que el
péptido QNT-6 lo cual esta de acuerdo con resultados previos publicados por nuestro
Laboratorio [10]. Las diferencias en afinidad observadas entre los péptidos por la
molécula HLA-DR4, se pueden explicar con base en sus secuencias; como se sefiald
anteriormente, el bolsillo P-4 en el sitio de union de péptidos de HLA-DR4 es un anclaje
primario o principal que se caracteriza por ser altamente hidrofébico [69], esto implica
gue en él se anclen de manera Optima cadenas laterales apolares. En el caso de T*-1

esta secuencia posee 1331 [10] en P-4, un residuo hidrofébico alifatico que ha sido
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reportado como anclaje 6ptimo para este bolsillo en HLA-DR4 [37,39,57,71] y el cual
promueve una interaccion energéticamente favorable para la formacion y estabilidad de
este complejo. En el caso del péptido QNT-6 este posee un residuo de E338 cuya
cadena lateral es altamente polar y por tanto termodinAmicamente desfavorable para
interactuar con el ambiente hidrofébico de P-4, lo que probablemente explica un mayor

valor del ka observado.

Por otra parte las gréaficas de los perfiles de asociacion del complejo HLA-DR4/péptido
(Figura 4-5) mostraron dos tendencias. Mientras la asociacion de T*-1 exhibe una
tendencia monofésica, T* y QNT-6 siguen un perfil de asociacién bifasico. La tendencia
bifasica de asociacion de T* la interpretamos como que obedece a la existencia de los
dos registros de union a HLA-DR4 (T*-1 y QNT-6) en este péptido. La tendencia biféasica
de QNT-6 probablemente se deba a la formacion de multiples complejos isoméricos de
diferente estabilidad. La hipé6tesis anterior resulta consistente con experimentos de
reconocimiento de células T y espectroscopia RMN que sugieren qué estos isbmeros
pueden resultar de la unién del péptido en diferentes registros formando complejos

conformacionales diferentes [18,20,72].

En cuanto al papel de HLA-DM en la asociacion de T*, T*-1y QNT-6 el resultado sugiere
gue la asociacion de estos péptidos no fue susceptible a la accion de esta molécula,
resultado que se contrapone a resultados publicados que muestran que la asociacion de
los péptidos puede ser diferencialmente afectada por HLA-DM [73]. En este aspecto se
puede argumentar que bajo las condiciones experimentales probablemente la
conformacion adquirida por la molécula HLA-DR4 no favorece la interaccion con HLA-DM

evitando que resulte afectado el proceso de asociacion del péptido.

La estabilidad de los complejos ensamblados por la molécula HLA-DR4 con los péptidos
T*, T*1 y QNT-6 se evalué en ensayos de disociacién. Los resultados aparecen
representados en la Figura 4-7A y en la tabla 4-4 expresados como tiempo de vida media

en horas (t1/2). A diferencia de lo observado en los ensayos de asociacion en donde
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HLA-DM aparentemente no tuvo ningun efecto, en el ensayo de disociacion esta
molécula impact6 negativamente la estabilidad de los complejos HLA-DR4/péptido,
observandose el maximo de disociacion para el complejo formado por QNT-6, con una
disminucion en su estabilidad de alrededor del 99%. El resultado anterior es consecuente
con datos publicados por otros grupos en los que se muestra que una de las funciones
de la molécula HLA-DM es editar el grupo de péptidos que se presentan en el contexto
de las moléculas HLA-DR [2,3,4,70]. De esta forma el efecto catalitico de HLA-DM afecta
positiva 0 negativamente la estabilidad del complejo HLA-DR4/péptido, dependiendo de
la afinidad del péptido por la molécula HLA-DR [52,53,55]. Asi las cosas, HLA-DM
aparece actuando marcadamente sobre complejos inestables; en este caso los datos
experimentales de disociacion de QNT-6 en presencia de HLA-DM corresponden a una
curva bifasica, que sugiere la presencia de formas isoméricas del complejo formado con
HLA-DR4 (disociacion rapida y disociacion lenta) [18,19,74]. La fase de disociacion
rapida refleja la presencia de un isdmero altamente susceptible a la accién de HLA-DM y

la fase de disociacion lenta sugiere un isémero estable a la accién de HLA-DM.

Como ya se observo el péptido de menor afinidad por la molécula HLA-DR4 es QNT-6, lo
gue se refleja como el complejo de mayor disociacion por su vulnerabilidad a la accién de
HLA-DM, fenbmeno que se puede atribuir al efecto desestabilizante ejercido por el
residuo de E338 en P-4 lo que podria inducir el rompimiento de los puentes de hidrégeno
establecidos entre el esqueleto central del péptido y las cadenas laterales de los residuos
de F51 y S53 de la cadena alfa de la molécula HLA-DR4 en las posiciones P(-1) y P(-2) a
la izquierda de P-1, permitiendo la disociacion parcial del péptido que segun estudios
recientes del grupo de Wcherpfennig y col. [55], es un requisito previo para que se dé la
interaccion de HLA-DM en la regién donde se localiza el amino terminal del péptido

enlazado.

Cuando se compara el t1/2 del complejo ensamblado por QNT-6 con el de los complejos
formados por T* y T*-1 se observa que es altamente inestable. Teniendo en cuenta
estudios que muestran que la estabilidad cinética del complejo MHC clase |l/péptido es

un parametro clave en la regulacion de la capacidad para generar inmuno-dominancia y
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gue complejos MHC clase II/péptido con t1/2< 10 horas tienden a perder la capacidad de
activar células T [22], se hipotetiz6 que probablemente esto puede explicar la aparicion
tardia de células T especificas para QNT-6 en el contexto de HLA-DR4 observada en

ensayos de vacunacion [9,10].

Ante este panorama la pregunta planteada es, como reversar la inestabilidad del
complejo HLA-DR4/QNT-6 en presencia de HLA-DM. Teniendo en cuenta los trabajos de
Sant y col. [22,24,50] que muestran que el modelo de edicion de péptidos por HLA-DM
en la célula presentadora de antigeno puede ser intencionalmente modificado
modulando la interaccion MHC clase Il/péptido, se pensé en seguir una estrategia similar
a la empleada por Sant y col. que consiste en optimizar la interaccién entre la molécula
MHC y el péptido, cambiando los residuos de anclaje del péptido a los bolsillos de unién
en la molécula MHC-II de tal forma que se generen complejos capaces de resistir o
eliminar la accién de HLA-DM. Estudios previos muestran la importancia de la
interaccion en el bolsillo P-1 que se caracteriza por ser profundo e hidrofébico, en el que
se acoplan de manera Optima cadenas laterales de residuos aromaticos [1,57,65,66]
produciendo una interaccion energéticamente favorable que confiere un alto grado de
estabilidad al complejo formado. Por esta razon se decidié sustituir el residuo L335
identificado como anclaje del péptido QNT-6 al bolsillo P-1 de la molécula HLA-DR4 con
los residuos aromaticos (Y, F y W) como estrategia para generar una familia de
mutantes peptidicas (QNTY, QNTF y QNTW) capaz de formar complejos estables y
resistentes a la accion de HLA-DM (ver secuencia en Tabla 3-1).

Se evalud la afinidad relativa y estabilidad de los complejos formados entre HLA-DR4 y
los péptidos analogos de QNT-6. Al medir la afinidad relativa de los complejos HLA-
DR4/péptido se observa que el valor de IC50 para cada péptido competidor depende del
péptido referencia marcado utilizado en el ensayo. Nuestros resultados indican que en el
grupo de péptidos analizados el de menor afinidad a HLA-DR4 es QNT-6 y el mas afin es

QNTY; esto muestra que la estrategia de sustituir el residuo de L335 en QNT-6
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identificado como anclaje en P-1, por residuos aromaticos permitio la obtencién de una
familia de péptidos con mayor afinidad por la molécula HLA-DR4, probablemente debido
a la contribucion energética que aporta a la estabilizacién del complejo la optimizacion de
la interaccion hidrofébica en P-1 con residuos como Y, W, F. Esto se refleja en los
valores de IC50 los cuales son inversamente proporcionales a la estabilidad del complejo
como ha sido reportado por otros quienes describen que complejos con valores de IC50
altos tienen constantes de estabilidad bajas y valores de IC50 bajos exhiben constantes
de estabilidad altas [75].

Con el propésito de establecer si la modificacion introducida en QNT-6 (L335 por un
residuo aromatico) revierte la inestabilidad del complejo HLA-DR4/QNT-6 en presencia
de HLA-DM se estudié la disociacion del complejo HLA-DR4/QNTY con péptido autélogo
con y sin HLA DM. El resultado muestra que de acuerdo con lo esperado se obtuvo un
complejo estable en presencia de HLA-DM en comparacién con el complejo formado por
la secuencia nativa QNT-6 (ver Figura 4-7B) lo cual esta de acuerdo con resultados
publicados por Sant y col [22,24,50] en los que muestra que el impacto de HLA-DM sobre
la presentacion de antigenos restringidos a MHC-II puede ser alterado por manipulacién
de la estabilidad cinética del complejo [22,50]. EI comportamiento observado se puede
explicar a la luz de resultados recientes obtenidos por Wucherpfennig y col. en los que se
sugiere que péptidos de alta afinidad por un alelo HLA-DR, son protegidos de rapida
remocion por HLA-DM mediante el empaquetamiento del péptido en el sitio de unién en
la molécula HLA-DR, promoviendo la formacién de los puentes de hidrogeno
conservados hacia el amino terminal lo cual induce la disociacion de HLA-DM del
complejo [55]. En estos trabajos se sugiere que contrario a lo aceptado hasta ahora en
relacién a que los complejos HLA-DR-péptido inestables son el blanco de la funcion de
HLA-DM favoreciendo la formacion de complejos estables, la nueva evidencia sugiere
que los complejos estables promueven la disociacion de HLA-DM del complejo HLA-

DM/HLA-DR4/péptido [55] una funcién hasta ahora descrita para péptidos estables.

Por otra parte la evaluacion de la estabilidad de los complejos ensamblados sugiere que
independientemente de la afinidad de la secuencia peptidica por el alelo HLA-DR4, en
ausencia de HLA-DM y en ausencia de péptidos competidores diferentes a QNT-6, el
complejo HLA-DR4/QNT-6 es relativamente “estable” con t1/2 > 100 h (ver Tabla 4-4).
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Nuestros resultados muestran que si la disociacion del complejo HLA-DR4/QNT-6 se
hace en presencia de un péptido no marcado de alta afinidad por la molécula HLA-DRA4,
la estabilidad de este complejo se ve afectada dependiendo de la afinidad del péptido
competidor por la molécula HLA-DR4. Como lo mencionamos anteriormente, el complejo
HLA-DR4/QNT-6 en presencia de QN6 frio es relativamente estable, en contraste cuando
el péptido frio adicionado es un péptido de alta afinidad por la molécula HLA-DR4 como
HA o QNTY el complejo se disocia rapidamente (t1/2: 1,3 y 0,3 horas respectivamente) lo
cual sugiere que el péptido no marcado utilizado en el sistema de disociacion influye
considerablemente en la estabilidad de complejos DR-péptido analizados en este tipo de
sistema el cual es ampliamente utilizado para medir la estabilidad cinética de complejos
HLA-DR/péptido. Nuestros resultados permiten demostrar que péptidos estables pueden
obrar funcionalmente de manera similar a HLA-DM en la edicién de péptidos. Esto esta
de acuerdo con publicaciones de Nasseri y col. en el sentido de que moléculas pequefias
(péptidos) pueden cumplir una funcién similar a la funcién de HLA-DM [76]. Durante la
disociacién del complejo HLA-DR4/QNT-6 en presencia o ausencia de HLA-DM utilizando
los péptidos HA 6 QNTY frios como péptido competidor, se observé que el t1/2 de
disociacién es similar en presencia o en ausencia de HLA-DM lo cual sugiere una pérdida
aparente de la funcionalidad de HLA-DM en la edicion del complejo HLA-DR4/QNT-6. Lo
anterior lo explicamos como que la mera presencia de un péptido de alta afinidad es
suficiente para desplazar eficientemente péptidos de baja afinidad independiente de la
presencia o no de HLA-DM. Estos resultados estan de acuerdo con evidencia a favor de
gue un péptido afin desplaza eficientemente a uno menos afin lo cual es ampliamente
aceptado y no resulta nada nuevo, sin embargo, para el caso en que la disociaciéon de un
complejo inestable como el formado por QNT-6 se hace en presencia de un péptido de
alta afinidad por la molécula HLA-DR y en presencia o en la ausencia de HLA-DM, la
estabilidad es similar (Figura 4-7). Este resultado sugiere que la rata de disociacion de un
complejo inestable inducida por un péptido estable es dominante sobre la funcién de
HLA-DM.

Otro aspecto importante que sale de estos resultados es el hecho de que el t1/2 para un
complejo es dependiente del péptido seleccionado para evitar la re-asociacion del

péptido disociado, esto es importante porque refleja lo que probablemente sucede in vivo
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y que hasta ahora no ha sido considerado y es que la formacién y estabilidad de un
complejo HLA-DR/péptido en el compartimento endosomal en que se ensambla depende
de manera importante del pool de péptidos presente en la vesicula en el momento del
ensamblaje del complejo y no solamente de la presencia de HLA-DM en dichos
compartimentos. Esta posibilidad quizas tiene importantes consecuencias inmunoldgicas
en el tipo de células T que se generan en respuesta a complejos formados por la APC ya
gue a la luz de los resultados de Wucherpfennig y col. mencionados anteriormente [55],
los péptidos altamente afines al asociarse a moléculas HLA-DR excluyen la participacion
de HLA-DM en la formacion de estos complejos HLA-DR/péptido lo cual puede inducir a
la formacién de conformeros tipo B descritos por Unanue y col., con importantes
repercusiones para la respuesta inmune [77,78,79].

Finalmente la comparacion computacional de las energias de interaccion de los péptidos
ONT-6 y ONTY con HLA-DR4 mediante modelaje molecular fue calculada y se
obtuvieron resultados que estan de acuerdo con los resultados experimentales en el
sentido que QNTY es un péptido que forma un complejo mas estable con la molécula
HLA-DR4, es asi que al comparar las energias de interaccién de estos complejos se
observa valores mas negativos para el complejo HLA-DR4/QNTY que para el complejo
formado por QNT-6 con la misma molécula. Termodinamicamente hablando este
resultado sugiere que es mas estable el complejo formado por QNTY en el sentido que

contiene menos energia que el complejo formado por QNT-6 [80].
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6. Conclusiones

Se identificé el registro de union o residuos de aminoécidos implicados en la
modulacion de la estabilidad del complejo HLA-DR4/QNT-6, lo que permiti6é disefiar
secuencias mas afines por HLA-DR4 que a su vez generaron complejos mas
estables.

Se evalud la afinidad y estabilidad de los complejos sintetizados HLA-DR4/péptido en
presencia o ausencia de HLA-DM, estableciendo que el péptido QNT-6 forma un
complejo inestable en presencia de HLA-DM (t1/2 entre 0,3 y 1,3 horas), inestabilidad
gue fue posible reversar sustituyendo la L335 por residuos aromaticos (en el caso de
Y335 el t1/2 es >50 horas).

Nuestros resultados confirman que la estabilidad de complejos HLA-DR/péptido de
baja afinidad, se ve afectada con la sola presencia de péptidos de alta afinidad,

independientemente de la presencia o ausencia de HLA-DM.
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