







































































































































































































































































































































































del orden Mononegavirales como Rhabdoviridae y Filoviridae. Dicha estrategia seria
muy relevante en la investigacion de enfermedades altamente virulentas, como las
provocadas por los virus del Ebola o de Marburgo, en las cuales se requiere un nivel
de bioseguridad tipo IV para la manipulacion de lineas celulares infectadas con los
patogenos completos. Esta limitacion se podria sortear mediante el uso de, por
ejemplo, virus recombinantes inofensivos que codificaran para Unicamente las
proteinas del grupo transcripcional 3’, de los cuales se extraeria la informacion
inmunolodgica mas relevante.
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Figura 54. Arbol filogenético del orden Mononegavirales. El arbol representa las cuatro familias
principales del orden Mononegavirales —Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Filoviridae y Bornaviridae—
representadas en negrita. A su vez, en color verde se muestran las dos subfamilias de los
Paramyxoviridae (Pneumovirinae y Paramyxovirinae) y en color rojo se sefalan los distintos géneros. Los
miembros de este orden poseen genomas formados por RNA de hebra sencilla y polaridad negativa. Con
la excepcion de la familia Bornaviridae, la expresion génica de los Mononegavirales se regula
fundamentalmente por el mecanismo del gradiente transcripcional [107]. Figura procedente del Comité
Internacional de Taxonomia de Virus [256].

4 MIMETISMO ANTIGENICO ENTRE LIGANDOS DE
Y UN LIGANDO ENDOGENO HUMANO RESTRINGIDO

POR HLA-B*27

En el contexto de la hipotesis del péptido artritogénico, en estudios previos se
habia descrito el ligando endoégeno B27 30930 (RRKSSGGKGGSY), un péptido
proveniente de la cola citoplasmatica de la propia molécula HLA-B*27 —y de todas las
moléculas HLA del tipo B— que era presentado por los subtipos de HLA-B*27 asociados
a la SpA (HLA-B*27:02, -B*27:04 y -B*27:05) pero que se encontraba ausente en los
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protectores (HLA-B*27:06 y -B*27:09) [209]. Este péptido mostraba alta homologia con
varias secuencias procedentes de bacterias artritogénicas, en particular con la
correspondiente a los residuos 211-222 de la proteina primasa de DNA
(RRFKEGGRGGKY) de la bacteria artritogénica Chlamydia trachomatis. Posteriores
analisis de células HLA-B*27:05" transfectadas con el gen para la primasa de DNA de
C. trachomatis definieron dos ligandos bacterianos presentados por HLA-B*27
estrechamente relacionados con la secuencia artritogénica predicha para esta
bacteria. Estos dos péptidos diferian en longitud respecto al ligando enddgeno B27
309-320 €N UN residuo menos (DNAP 311.221) 0 mas (DNAP ,1.523) en el extremo C-terminal,
si bien mantenian la alta homologia de secuencia con el péptido endogeno. No
obstante, se requerian estudios funcionales adicionales para explorasen la respuesta
frente a estos péptidos en el contexto de HLA-B*27 para confirmar el mimetismo
antigénico propuesto.

Debido a que las infecciones por C. trachomatis muestran baja prevalencia y
habitualmente son complicadas de diagnosticar, el acceso a muestras de pacientes
HLA-B*27" con SpA provocada por esta bacteria artritogénica no es sencillo [257]. Por
ello, los ensayos funcionales se llevaron a cabo utilizando una aproximacion
experimental con modelos muridos transgénicos para HLA-B*27:05 que consistia en la
inoculacion de péptidos sintéticos, puesto que la infeccion con Chlamydia de ratones
de sexo masculino por via natural es dificultosa [258]. Estos ratones, desarrollados
por el grupo del Dr. Chella S. David de la Clinica Mayo, expresan eficientemente
tanto las cadenas pesadas como la B2m de las moléculas HLA-B*27:05 [259]. Ademas,
se ha descrito que estos animales desarrollan espontaneamente signos clinicos
relacionados con la ReA como artritis, descoloracion e hiperqueratosis en las ufas v,
en los casos mas graves, anquilosis de las patas traseras. Ademas, presentan cambios
histoldgicos como la presencia de células mononucleares en las articulaciones y
destruccion de cartilago [190]. La patologia ocurre fundamentalmente en ratones de
sexo masculino, los cuales desarrollan signos clinicos mas graves que las artritis
suaves que se registran en ratones de sexo femenino. Por otra parte, los sintomas
aparecen exclusivamente cuando los animales son transferidos desde instalaciones
libres de patogenos hacia animalarios convencionales en los que los animales quedan
mas expuestos a los diferentes microorganismos del ambiente. Esta particularidad
apunta al probable papel patogénico de microorganismos artritogénicos que
interaccionarian con los ratones una vez que estos se establecen en instalaciones sin
barreras para patégenos. Cabe mencionar que estas dos caracteristicas patogénicas
de este modelo mirido —diferencias por sexos y ausencia de sintomas en ambientes
libres de patdgenos— también son necesarias para la aparicion de la enfermedad en
ratas transgénicas para HLA-B*27:05 y ratones transgénicos para HLA-B*27:02
[260,261].

Los resultados expuestos en esta tesis doctoral muestran que las células T
originadas en respuesta al tridecamero bacteriano DNAP ;;1.2;3, pero no en respuesta
al undecamero DNAP ,41.221, son capaces de reconocer de forma especifica el ligando
enddgeno B27 3p9.320 (Figuras 50 y 51). Esta respuesta es especifica de la molécula
HLA-B*27:05 debido a la ausencia de reconocimiento especifico de células T en
ratones control que carecen de esta molécula HLA de clase | (Figura 52). La
reactividad cruzada entre DNAP ;4123 de C. trachomatis y el ligando enddgeno B27
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309-320, U otra similar, podria ser un importante factor en la patogénesis y/o evolucion
hacia una enfermedad crénica en la SpA en individuos HLA-B*27".

Estas observaciones concuerdan con los resultados de modelizacion molecular
de los tres péptidos restringidos por HLA-B*27:05 publicados anteriormente [208]. En
ellos, el péptido bacteriano DNAP ;14,3 unido a HLA-B*27, aunque no DNAP ;11.21,
adoptaria conformaciones similares a las exhibidas por el ligando endogeno B27 3.
30. Por tanto, estos datos sugerian que la configuracion del determinante antigénico
para los CTLS seria similar tanto en los complejos de HLA-B*27:05 con el tridecamero
bacteriano DNAP ;;1.2;3 como con el péptido endégeno B27 3g9.320, l0 que daria lugar a
la reactividad cruzada entre ambos péptidos (Figura 55). Los datos recogidos en este
memoria muestran el mimetismo antigénico entre estos dos ligandos de la molécula
HLA-B*27 y sugieren su posible implicacion como componente autoinmunitario en el
desarrollo de la SpA [262].

lpn P

B27 349.320 (rep1 49,5%) B27 349.330(rep2 11,2%) B27 ;49.350 (rep4 35,5%)

< 24

ot

]

DNAP 5,52 (rep1 14,7%)  DNAP ;. (rep2 83,9%)

Figura 55. Modelizacion molecular del ligando endégeno B27 3g9.350 Y los bacterianos DNAP ;1221 Y
DNAP ,41.223. Se representan las conformaciones representativas (rep) obtenidas en varias repeticiones
de simulaciones de dinamica molecular. Mientras que las dos conformaciones representativas de DNAP
211221 €ran muy diferentes a cualquiera de las tres correspondientes a B27 3q9.30, la mayoritaria y
practicamente Unica de DNAP ,41.2,3 mostraba una estrecha similitud con el péptido enddgeno, pues seria
un intermedio entre la rep2 y la rep4 de dicho ligando. Figura modificada de Alvarez-Navarro et al.
[208].

La ausencia de reactividad cruzada de las células T originadas contra DNAP ;.
221 con el ligando enddgeno es consistente con la disparidad conformacional predicha
de los correspondientes complejos de péptido con HLA-B*27:05 (Figura 55). El hecho
de que las células T generadas contra DNAP ;1,3 mostraran reactividad cruzada
tanto frente a su homologo bacteriano DNAP ;;1.2;1 como frente a B27 3g9.30 podria
explicarse por dos poblaciones de células T distintas, una con reactividad cruzada por
DNAP ;11221 (que se observaria también en los ratones inmunizados con DNAP 311.221) ¥
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la otra con reactividad cruzada por B27 j3y9.320. Alternativamente, es posible que DNAP
211223 pudiera activar un mayor nimero de clones de células T capaces de reconocer
los tres péptidos a la vez o que dichos clones se encuentren inicialmente en una
considerable mayor proporcion respecto a los que muestran reactividad cruzada
entre DNAP ;11221 ¥ DNAP ;41523 exclusivamente. Para responder a esta importante
cuestion sera necesario el desarrollo de lineas de CTLs especificas de los diferentes
péptidos en las que se podria explorar el reconocimiento especifico de una forma
mas minuciosa.

En la SpA se ha propuesto habitualmente que la expresion de las proteinas que
dan lugar a los hipotéticos péptidos enddogenos artritogénicos deberia ser especifica
de tejidos relacionados con las articulaciones, pues asi se explicaria que la respuesta
autoinmunitaria afecte mayoritariamente a estas regiones anatomicas. Dado que la
expresion de la molécula HLA-B*27:05 es ubicua en todas las células nucleadas, el
péptido B27 3p9.30 procedente de esta molécula de clase | no puede ser especifico de
tejido. No obstante, aun asi podria seguir teniendo un papel relevante en la
patogénesis de las SpAs. Por un lado, aunque en estas enfermedades el dano
inflamatorio se concentra en las articulaciones, también se observan manifestaciones
extra articulares que incluyen afecciones oculares (uveitis anterior), intestinales
(enfermedad inflamatoria intestinal) y en la piel (psoriasis) y, en casos mas
excepcionales, trastornos cardiovasculares, pulmonares, renales y neuroldgicos
[263,264]. Por tanto, el dafo autoinmunitario afecta virtualmente a muchos de los
organos Yy tejidos del organismo.

Por otro lado, varios trabajos han demostrado la relevancia de antigenos
ubicuos en otras enfermedades autoinmunitarias donde el dafo se encuentra
localizado en una o pocas regiones anatomicas. Asi, en el proceso autoinmunitario de
la artritis de Lyme se ha involucrado a la autorreactividad contra un péptido
procedente de la molécula ubicua LFA1 que en pacientes muestra reactividad
cruzada contra un epitopo procedente del agente causal de la enfermedad, Borrelia
burgdorferi [265]. En modelos animales de artritis reumatoide se ha demostrado que,
si bien no es necesario que se produzca reactividad cruzada con péptidos derivados
de patogenos para desarrollar la enfermedad, ésta puede comenzar como
consecuencia del reconocimiento por células T de autoantigenos provenientes de
proteinas ubicuas como la glucosa-6-fosfato isomerasa [266] o la proteina ribosomica
L23a [267]. Asimismo, también se ha descrito como un factor importante en la
cirrosis biliar primaria la respuesta autorreactiva frente a ligandos derivados del
componente E2 de los complejos piruvato deshidrogenasa por parte de células T
tanto CD4" como CD8" [268,269]. Algunos factores que pueden influir en que la
respuesta frente a un antigeno no especifico de tejido se concentre en una o pocas
regiones del organismo pueden ser el alojamiento especifico (homing) de las células
T autorreactivas en el drgano o tejido afectado o a la abundancia local de ciertas
moléculas, como citoquinas activadoras, que generen un ambiente inflamatorio
favorable para la activacién de las células T autorreactivas. En este sentido, la
expresion de IFNy puede ser muy relevante, dado que esta citoquina estimula la
presentacion antigénica mediante el aumento de la expresion de HLA de clase | vy,
por tanto, de HLA-B*27:05 [64]. De este modo, se incrementarian las cantidades
intracelulares de esta molécula (y de sus productos ribosomales defectuosos —DRiPs—
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probablemente), facilitandose el procesamiento y presentacion en superficie de los
complejos de clase | con el autoantigeno B27 3p9.309, €l cual seria reconocido por los
CTLs autorreactivos que a su vez liberarian mas IFNy, generandose un proceso
circular de retroalimentacion positiva.

En las ultimas décadas ha habido varios trabajos que han tratado de encontrar
péptidos que pudieran considerarse artritogénicos de los que han surgido distintos
candidatos. De este modo, la aproximacion experimental utilizada en ciertos estudios
consistio en la identificacion de péptidos enddgenos reconocidos Unicamente en
pacientes que padecen SpA, pero no por individuos HLA-B*27:05" sanos, que
posteriormente se intentaban relacionar con secuencias de patdgenos. Aunque en
ningln caso se ha definido reactividad cruzada con microorganismos artritogénicos,
en estos trabajos se han hallado varios ligandos endogenos procedentes de proteinas
ubicuas que mostraban homologia de secuencia con bacterias artritogénicas [270] e
incluso virus como EBV [271]. Asimismo, otro trabajo ha identificado reconocimiento
especifico de varios péptidos enddgenos derivados de cartilago por parte de células T
CD8" restringidas por HLA-B*27:05, que podrian estar relacionados con la AS [272].
Paralelamente, la estrategia de otros estudios ha consistido, por el contrario, en
buscar péptidos en bacterias consideradas artritogénicas que a continuacion se
comparaban con posibles secuencias derivadas de proteinas humanas. De esta forma,
se han identificado péptidos restringidos por HLA-B*27:05 procedentes de Salmonella
—una bacteria artritogénica— en pacientes con SpA [273]. También se han llevado a
cabo intentos de identificar posibles péptidos de la propia bacteria C. trachomatis
que pudieran estar implicados en la SpA [274]. Sin embargo, en todos los trabajos
anteriormente mencionados continuaba sin identificarse mimetismo antigénico entre
los péptidos derivados de patdgenos y los ligandos humanos. Por ello, la reactividad
cruzada detectada en la presente tesis entre el ligando bacteriano DNAP ;41,23 de C.
trachomatis y el ligando enddgeno B27 3q9.350 constituye la primera demostracion de
mimetismo molecular a nivel de célula T entre un epitopo restringido por HLA-B*27
procedente de una bacteria artritogénica y un ligando constitutivo humano derivado,
en este caso, del procesamiento enddgeno de la cadena pesada de HLA-B*27.

Por ultimo, los datos expuestos obtenidos en ratones transgénicos para HLA-
B*27:05 también han mostrado una interesante diferencia entre sexos ya que, en
contraste con lo que ocurre en los ratones de sexo masculino, el reconocimiento
especifico del ligando endogeno B27 3y9.350 por células T originadas frente a DNAP ;4.
223 €s indetectable en los ratones de sexo femenino. Este resultado es coherente con
el conocimiento acerca de la mayor frecuencia y peor prondstico de la SpA en el sexo
masculino, el cual se observa tanto en seres humanos como en los ratones y las ratas
transgénicos para HLA-B*27:05 [81,190,260]. No obstante, el mecanismo subyacente
que genera estas diferencias continta sin explicacion. Lo cierto es que las SpAs son la
excepcion dentro de las enfermedades autoinmunitarias, ya que este tipo de
trastornos suelen ser considerablemente mas frecuentes en el sexo femenino. En las
Ultimas décadas se han identificado varios factores que contribuyen a las diferencias
entre sexos del sistema inmunoldgico, habitualmente mas robusto en el sexo
femenino, que se encuentran implicados en la propension a sufrir enfermedades
autoinmunitarias [275]. De algun modo, en la SpA también podrian influir, aunque de
modo distinto, algunas de estas caracteristicas fisiologicas diferenciales que incluyen
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factores genéticos y epigenéticos, efectos de hormonas sexuales y diferencias en el
microbioma [276-278]. En este sentido, seria interesante realizar experimentos que
analizasen el desarrollo de la enfermedad artritica y de la respuesta frente a los
ligandos descritos en la presente tesis en ratones HLA-B*27:05" castrados o tratados
con hormonas sexuales, tal y como se ha realizado en el modelo murido de esclerosis
multiple [279]. Igualmente, ya que cada vez existen mas indicios de la implicacion
del microbioma en trastornos autoinmunitarios, también seria relevante llevar a cabo
analisis que evaluaran la relacion del microbioma de ambos sexos en el desarrollo de
la enfermedad tanto en humanos como en modelos animales.

5 DISCUSION GENERAL

En la presente tesis se ha llevado a cabo un estudio sobre el procesamiento y
presentacion de antigenos de ligandos de HLA de clase |, procedentes de virus (HCV y
HRSV) y de bacterias (Chlamydia trachomatis), a varios niveles, que incluyen las
propiedades biologicas de los patégenos, la restriccion por las moléculas
presentadoras y el reconocimiento especifico por los linfocitos T CD8". De esta
forma, se han establecido relaciones con importancia para la comprension de las
enfermedades infecciosas virales como las provocadas por HCV y HRSV vy la respuesta
inmunoldgica frente a ellas, y se han extraido conclusiones relevantes en el
desarrollo racional de vacunas, en la elaboracion y analisis de bases de datos y en la
patogénesis de las espondiloartropatias.

En primer lugar, los resultados expuestos en la presente tesis en conjunto
tienen importantes implicaciones en el disefio de vacunas poliepitopicas, es decir,
formulaciones donde varios epitopos de células T son incluidos en una misma
construccion vacunal artificial, las cuales ya se estan comprobando frente a virus
como HIV y EBV, parasitos como Plasmodium y Leishmania, y ciertos canceres
[280,281]. Por un lado, los datos llaman la atencion sobre el hecho de que
generalmente se ha ignorado el efecto del polimorfismo de los diferentes alelos de
HLA en la descripcion de los ligandos y epitopos. Asi, a la hora de desarrollar vacunas
para estimular la respuesta por células T CD8" deberian incluirse epitopos que
garantizasen la union y presentacion por los subtipos de HLA de clase | presentes en
la poblacién a la cual se desee inmunizar. Estas formulaciones vacunales deberian
disefarse independientemente de cuales sean los alelos mas comunes en la poblacién
humana en su conjunto, o cuales hayan sido tradicionalmente los mas utilizados y se
consideren prototipicos. Un hecho importante es que muchos de los patogenos que
provocan las enfermedades infecciosas de mayor tasa de morbilidad y mortalidad son
comunes en zonas tropicales y ecuatoriales. Sin embargo, la diversidad y composicion
de alelos de HLA de clase | no se encuentra bien estudiada en las poblaciones
afectadas por estas enfermedades ya que los analisis de haplotipos para HLA, que se
realizan fundamentalmente para evaluar la compatibilidad en trasplantes de érganos,
se han llevado a cabo principalmente en paises desarrollados. Por eso, las futuras
vacunas que traten de optimizar la respuesta por células T CD8" contra patdgenos
comunes en latitudes bajas, que incluyen virus que provocan fiebres hemorragicas
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(virus del Ebola, Chikungunya, Lassa..) y parasitos (como Plasmodium, el agente
causal de la malaria), deberan tener en cuenta las peculiaridades en la distribucion
de los subtipos de HLA de clase |, especialmente en las poblaciones y etnias
afectadas.

Una alternativa posible a la realizacion de caracterizaciones tan exhaustivas
de los alelos de HLA dentro de cada poblacion es, como se ha descrito en la presente
memoria, la definicion de reglas de presentacion antigénica comunes cada familia de
HLA de clase I. Esto permitiria fijar un criterio de seleccion para péptidos o ligandos
dentro de un conjunto de candidatos para formar parte de inmunogenos
terapéuticos. Asi, aquellos péptidos que satisficieran los motivos de anclaje comunes
para la mayoria de subtipos de una familia HLA serian, a priori, los mas indicados
para formar parte de una formulacion vacunal pues permitirian la presentacion por
practicamente todos los miembros de un grupo alélico en particular. De este modo se
sortea el inconveniente que suponen las diferencias en la unidn a distintos subtipos
que conllevan a divergencias en la respuesta frente a epitopos en diferentes
individuos.

En el caso del orden Mononegavirales, se han disefiado agentes vacunales
eficaces contra distintos géneros de este grupo de virus. De este modo, existen
vacunas contra virus que infectan a humanos, como es el caso del virus de la rabia
por un lado, y de los virus del sarampion y de las paperas por otro (en cuyos casos se
utiliza la misma preparacion vacunal, la denominada vacuna triple virica). Las
vacunas contra estos patogenos consisten en virus atenuados o inactivados. Debido
ello, por motivos de seguridad farmacologica y posibles efectos secundarios, algunos
organismos y autoridades sanitarias como la Organizacion Mundial de la Salud no
aconsejan su aplicacion en ciertos casos y recomiendan buscar alternativas, como
vacunas de subunidades, poliepitopicas o de DNA, donde no se dan problemas de
reversion y los efectos secundarios son menos frecuentes y graves. También se han
desarrollado vacunas de importante valor econdmico, pues previenen de la infeccién
en animales domésticos por miembros de los Mononegavirales como son los virus que
provocan el moquillo en diversos mamiferos o la enfermedad de Newcastle en aves.
Sin embargo, existen virus pertenecientes a este orden en los que, pese a la alta
prevalencia, morbilidad y mortalidad que provoca la enfermedad asociada, no existe
vacuna efectiva para su control y prevencion. El caso de HRSV es quiza el mas
lamativo puesto que aunque se ha estado trabajando en el desarrollo de un agente
vacunal durante mas de cincuenta anos, los progresos han sido mas bien moderados.
Ademas, dentro de los Mononegavirales existen géneros altamente virulentos, como
son los del virus del Ebola y Marburgo que se enmarcan en la familia Filoviridae, que
se consideran una amenaza de primer orden y para los que sin embargo no existe
vacuna ni tratamiento profilactico alguno. Por ello, el desarrollo de agentes
vacunales contra este tipo de virus es un objetivo prioritario. Los resultados
mostrados en la presente memoria describen un patrén de reconocimiento por parte
de las células T CD8", basado en la transcripcion diferencial de los genes virales, que
permite establecer dos importantes reglas para el disefo de vectores vacunales que
estimulen la respuesta citotoxica frente a estos virus. En primer lugar, las proteinas
cuyos genes se encuentren mas cercanos al promotor 3’ seran los candidatos mas
atractivos para incluir en una vacuna, pues probablemente daran lugar a un mayor
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numero de epitopos que las proteinas cuyos genes posean una menor tasa de
transcripcion. La segunda regla seria que, dentro de las proteinas mas proximas al
promotor 3’, es preferible elegir proteinas grandes, pues es mas probable que su
secuencia albergue diferentes epitopos. Estas dos simples directrices pueden
simplificar considerablemente la investigacion, evaluacion y desarrollo de futuras
vacunas frente a los diferentes miembros de los Mononegavirales.

Respecto al disefo de vacunas, en trabajos posteriores realizados en nuestro
laboratorio se ha determinado que, en contraste con lo observado para clase |, la
respuesta restringida por moléculas HLA de clase Il no se encuentra limitada por el
gradiente transcripcional puesto que de los diecinueve ligandos de HLA-DR
identificados, la mayoria pertenecen a la proteina de fusion, si bien algunos forman
parte de la proteina no estructural 1y de la matriz [282]. Por tanto, en conjunto con
los datos extraidos de los ligandos de HLA de clase |, se puede proponer que el vector
vacunal mas apropiado para generar respuestas inmunolodgicas generales contra HRSV
consistiria en uno formado por proteinas codificadas por el grupo transcripcional 3’
(fundamentalmente la nucleoproteina y la proteina de la matriz) para estimular el
reconocimiento por células T CD8", y por la proteina de fusion, ya que es una
importante fuente de epitopos de clase Il asi como una de las dianas principales para
la respuesta por anticuerpos [283].

Por otra parte, los resultados recogidos en la presente memoria tienen
importantes implicaciones en los analisis bioinformaticos de las bases de datos de
epitopos. Aunque existen trabajos que identifican la distribucion de epitopos para
células T CD8" entre las diferentes proteinas de HCV [284] e incluso de HRSV [285], los
metaanalisis de este tipo exigen cierta cautela puesto que en las bases de datos un
gran nimero de epitopos restringidos por moléculas del MHC de clase | provienen de
estudios que se han centrado en proteinas codificadas por mRNAs de abundancia
intermedia-baja (como la proteina de fusion en el caso de HRSV) y, por tanto, su
relevancia podria ser marginal en la respuesta natural mediada por clase I. Por ello,
los analisis bioinformaticos de la distribucion de los epitopos virales que se realicen
utilizando estas bases de datos pueden enmascarar la contribucion real de las
diferentes proteinas virales en las respuestas de células T. Por el contrario, este tipo
de metaanalisis Unicamente deberian considerar trabajos en los que se hayan
utilizado virus completos y, por tanto, no se hayan introducido preferencias hacia
ninguna proteina viral particular. En estos casos, la evaluacion de los diferentes
epitopos permitiria componer una imagen real de como se comporta el sistema
inmunoldgico frente a ciertas infecciones y qué patrones pueden existir en la
inmunodominancia.

Otra implicacion respecto a las bases de datos es debida a que en muchas de
ellas la definicion de los elementos de restriccion para los epitopos y ligandos
Unicamente llega al nivel de familia HLA. Como se ha demostrado en HCV, la
resolucion a nivel de subtipo es muy relevante puesto que el reconocimiento de
algunos epitopos, por inmunodominantes que sean, puede variar significativamente
en funcién de las moléculas presentadoras en particular. En este sentido, en la
composicion de las bases de datos y en los analisis realizados a partir de ellas seria
importante considerar el polimorfismo en el sistema del MHC a todos los niveles.
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Asimismo, los programas de bUsqueda y prediccion se pueden beneficiar de los
resultados mostrados en esta tesis, pues sus algoritmos pueden encontrarse
parcialmente sesgados por la composicion y nimero de datos de partida. Un ejemplo
es el caso de HLA-B*27, familia para la cual la mayoria de algoritmos utilizan los
datos de secuencias extraidas por degradacion de Edman o espectrometria de masas
cuyas predicciones no son siempre certeras. De este modo, existen péptidos que
obtienen puntuaciones moderadas o bajas de afinidad que no obstante muestran alta
afinidad de union por una molécula HLA de clase | particular. Y al contrario, ligandos
predichos con alta fiabilidad estadistica finalmente pueden no unirse con la
suficiente estabilidad a la molécula presentadora. Por otra parte, los algoritmos de
prediccidn de epitopos de HLA de clase |, en el caso de los Mononegavirales, podrian
aprovecharse de las nociones sobre la respuesta mediada por clase | y ponderar la
relevancia de cada ligando en funcion del grupo transcripcional del cual provenga el
gen que codifica para su proteina.

Por ultimo, los datos recogidos en la presente memoria abren una nueva
ventana hacia la comprension de las SpAs. Sea o no un verdadero péptido
artritogénico capaz de iniciar el dano autoinmunitario, la reactividad cruzada
detectada en el ligando enddgeno B27 ;q9.30 frente al péptido de C. trachomatis
DNAP ,11.223 puede ser muy relevante en el conocimiento de la patogénesis de estas
enfermedades. Para analizar la verdadera naturaleza del mimetismo antigénico entre
estos dos péptidos sera necesario la revision de un nimero suficiente de pacientes
con HLA-B*27, lo cual no es una tarea sencilla dada la baja frecuencia de pacientes
HLA-B27" infectados con C. trachomatis que padecen alguna SpA. Por otra parte, los
datos de esta memoria permiten inferir que quiza puedan existir casos de reactividad
cruzada entre ligandos endogenos y epitopos de bacterias artritogénicas (no solo de
Chlamydia, sino de otras como los patogenos de infeccion gastrointestinal como
Salmonella, Shigella, Campylobacter...), por lo que las futuras investigaciones
deberian desarrollarse en este sentido.
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IX. CONCLUSIONES






La capacidad de union del epitopo NS5B 43.411 de HCV a HLA-B*27:02 y -B*27:05
determina el reconocimiento diferencial en pacientes infectados con el virus.

La sustitucion de arginina por lisina en la posicion 2 del epitopo NS5B 403.411
constituye un mutacion de escape viral que impide la union efectiva a la
molécula HLA-B*27:02.

La afinidad de union de los epitopos NS5B 493411, NS5B 424430 Y NS5B s519.526 a lOS
diferentes subtipos de HLA-B*27 sugiere variaciones en la inmunodominancia en
pacientes HLA-B*27:04" y B*27:06".

La estructura Arg/Lys-Arg-X,-lle/Leu/Met constituye un motivo de anclaje
minimo comun para la unidon efectiva a siete subtipos de HLA-B*27 distintos
funcional y geograficamente.

El gradiente en la transcripcion de los genes de HRSV determina la
inmunoprevalencia de los ligandos presentados por HLA de clase I.

El gradiente en la transcripcion de los genes de HRSV determina la
inmunodominancia de la respuesta mediada por HLA de clase I.

El tamano de las proteinas codificadas por los genes del grupo transcripcional
3’ de HRSV determina la inmunoprevalencia e inmunodominancia dentro de
este grupo.

El péptido de Chlamydia trachomatis DNAP ,;,,3 muestra reactividad cruzada
por el ligando endégeno humano B27 3p9.30 €n el contexto de HLA-B*27:05,
siendo el primer caso descrito de mimetismo antigénico entre una ligando
bacteriano y un péptido enddgeno.

La reactividad cruzada entre el epitopo bacteriano DNAP ;12,3 y el ligando
endogeno B27 3p9.30 s produce exclusivamente en ratones del sexo masculino,
el cual presenta una patologia mas frecuente y severa tanto en seres humanos
como en modelos muridos.
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