Hallazgo de patrones para péptidos-vacuna con
capacidad de acople universal en moléculas de HLA-II

@ 25 min.

8< En el siguiente trabajo el Instituto
de Investigaciéon en Vacunas Sintéticas,
Antisuero y Nuevos Medicamentos en
colaboracion con el laboratorio de Inves-
tigacion en Quimica de Productos Naturales
de la Universidad de Cauca, Colombia, nos
describen la metodologia utilizada que les
permitio obtener un patréon de acople
universal para péptidos presentados por las
moléculas de histocompatibilidad. Este
hallazgo permitira el disefio de péptidos-
vacuna o vacunas proteicas con alta capa-
cidad de binding.
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Resumen

Partiendo del alineamiento multi-
ple de secuencias proteicas humanas
obtenidas de las bases de datos del National
Center of Biotechnology Information (NCBI)
y su posterior andlisis espacial tridimen-
sional, se establecié la existencia de un
patron de acople universal para péptidos
presentados por las moléculas de
histocompatibilidad HLA-1I (DR, DP y DQ),
siendo una base para el disefio de vacunas
proteicas. Estos patrones espaciales fueron
claramente exhibidos por los residuos
altamente conservados de los tres tiposde
moléculas de HLA-II. La aplicacién de este
nuevo hallazgo permitié disefiar péptidos
con mejores valores de acople péptido-HLA-
I, que los generados por el péptido de
acople universal conocido como CLIP (class
Il-associated invariant chain peptide).

Palabras clave: alineamiento multiple *
Complejo Mayor de Histocompatibilidad
Clase Il * péptido asociado a la cadena
invariante del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad Clase Il * antigenos
leucocitarios humanos tipo Il * disefio de
vacunas

Introduccion

Los tres tipos de moléculas de
histocompatibilidad del HLA-II DR, DP y DQ
actian como presentadoras de antigeno a
las moléculas TCR presentes en las células T-
helper. Estos tres tipos de moléculas de HLA-
Il son altamente polimorficas pero presen-

tan estructuras tridimensionales comunes,
como la hendidura conformada por las dos
cadenas proteicas A y B, entre las cuales se
acoplan los péptidos de origen extracelular
que seran presentados.(1)

El alto polimorfismo de los tres
isotipos de HLA-Il humano (DR, DP y DQ) es
lo que dificulta la prediccion y disefio de
péptidos-vacuna con un acople efectivo a
estas moléculas.(2-4) En el mecanismo de
presentacién de antigenos se han identi-
ficado tres problemas que restringen la
presentacion de los péptidos vacuna:

1. Garantizar la entrada del péptido-vacunaa
la hendidura de la molécula de HLA-II. Este
aspecto es limitado por factores de
impedimento estérico, ocasionado por las
cadenas laterales de los aminodcidos del
antigeno presentado, ademas, es necesario
evitar los mecanismos de repulsién
electrostdtica generados por residuos con
cargas eléctricas iguales entre el péptido
presentadoy las moléculas de HLA-I1, lo cual
inhibe el acople(5).

2. Obtener suficiente estabilidad de acople
en el complejo formado entre el HLA-II y el
péptido, para garantizar prolongados
tiempos de presentacion del antigeno-
vacuna y consecuentemente una efectiva
activacién de memoriainmunogénica(6)(7).
3. El complejo HLA-11/péptido debe
presentar un registro de enlace Unico, de
otro modo habra poca o ninguna activacion
de los receptores TCR de las células T-
helper(8).

Con los hallazgos obtenidos en la
presente investigacion, se postula la exis-



tencia de patrones moleculares universales
en las moléculas de HLA-II (DR, DP y DQ) lo
cual abre la posibilidad de realizar un disefio
l6gico, rdpido y efectivo de péptidos
candidatos para vacuna contra cualquier
patégeno existente.

Materialesy Métodos

Para la realizacion de esta inves-
tigacion se analizaron 299 secuencias
proteicas de HLA-II, presentes en la NCBI,
base de datos del NIH (National Institutes of
Health) de libre acceso.

La busqueda de homologias para
las moléculas de HLA-II (DP, DQ, DR) se
ejecutd mediante comparacion de
alineamientos realizados con algoritmos bio-
informaticos para residuos de aminoacidos
altamente conservados, ademas de
ubicarlos en las estructuras 3D de los
dominios de la proteina, usando sistemas de
HLA-II con péptido acoplado, mediante los

programas Cn3D (visualizador de estructuras
macromoleculares, version 4.3, 2011; http:
// www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
CN3D/cn3d.shtml) y Jmol (Visor Java de
codigo abierto para estructuras quimicas en
tres dimensiones. version 12.0, 2011;
http://www.jmol.org/).

Se utilizé la herramienta de inves-
tigacion de alineamiento local conocida
como BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool)(9) a fin de reconocer los dominios
conservados con estructura 3D de las
proteinas de histocompatibilidad clase II. El
hallazgo de secuencias proteicas y
estructuras tridimensionales se realizd en las
bases de datos del NCBIy PDB (Protein Data
Bank) utilizando dominios de proteinas
cristalografiadas, encontrando los alotipos
DP (MMDB: 81423 / PDB: 3LQZ), DQ
(MMDB: 51735/ PDB: 1UVQ)y DR (MMDB:
764 /PDB: 1DLH), los cuales fueron elegidos
por presentar complejos HLA-Il/péptido, y
los complejos proteicos HLA-1I-DR/Pép-

tido/TCR (MMDB:88951 /PDB: 306F). Se
depuraron estos bancos eligiendo Unica-
mente secuencias humanas. Con la
informacion ya seleccionada, se realizé la
busqueda de los residuos altamente
conservados en esta base de datos mediante
alineamiento multiple con herramientas
como t-coffe y Clustal-W. Los pardmetros
para escoger los residuos de aminoacidos
fueron principalmente la conservacidon en
diferentes secuencias que estan en el banco
de datos depurado, tomado del NCBI (12
secuencias minimo y 17 secuencias
maximo). Posteriormente, los residuos
fueron localizados en las estructuras
virtuales reportadas, mediante el uso de las
herramientas Cn3DyJmol.

La cuantificacion de los valores de
binding de los péptidos inferidos por la
metodologia usada a las moléculas de HLA-II
serealizd con el algoritmo MultiRTA(10)(11),
cuyos resultados fueron tabulados y
graficados.
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Resultados

Los resultados del Alineamiento
Multiple de secuencias proteicas obtenidos
mediante las herramientas t-coffe y Clustal-
W se exponen en la Figura 1, mostrando el
andlisis de un segmento de 50 residuos de
secuencias humanas, indicdndose en la
ultima fila el grado de conservacion de los
residuos.

En la Tabla | se observan los
residuos de alta conservacion identificados
en las moléculas de TCR's; por su parte, enla
Tabla Il se expone el numero correspon-
diente a los residuos altamente conservados
en las secuencias de los tres tipos de
moléculasde HLA-I1 (DP, DQy DR).

@

Tabla I. Residuos altamente conservados de
las secuencias de TCR’s en los bancos de
datos del NCBI (Complejo HLA-II-
DR/Péptido/TCR PDB: 306F)
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En las Figuras 2 y 3 se observan
alineamientos planares de los residuos de
asparagina y de triptofano (Fig. 2) (Fig. 3)
altamente conservados en las moléculas
HLAII/DP (PDB:3LQZ)yelcomplejo HLA-II-

®

DR/Péptido/TCR (PDB: 306F. El mismo
alineamiento planar se aprecia desde otra
perspectiva en las Figuras 2b y 3b,
mostrando los residuos de asparagina y
triptofano de alta conservacion.

En la Tabla Ill se exponen las
posiciones de los residuos inferidas a partir
de las proyecciones planares enlos
“bolsillos” (pockets) de las moléculas de
histocompatibilidad humanas clase 1.

e

Figura 2. Posiciones espaciales de las

asparaginas (N) altamente conservadas en la
proteina HLA-II-DP (PDB: 3LQZ). Campo
planar de asparagina (imagenes tomadas de
Jmol12.0).

a) Vistasuperioral plano. b)Vista lateral al plano.

Figura 1. Reconocimiento de residuos altamente conservados, mostrando la frecuencia de
aparicion en el dominio MHC-Il alpha de la HLA-DR1 (PDB: 1DLH). Residuos con asterisco (*)

son altamente conservados.
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En la Tabla IV se exponen los
residuos altamente conservados del HLA-II
que interactuan por contactofisico directo
(interaccion por iguales) con los péptidos
presentados (residuos F1, F3y Q5).

®

Figura 3. Posiciones espaciales de triptéfano
(W) altamente conservados en el complejo
proteico HLA DR- Péptido- TCR (PDB: 306F).
Campo planar de triptofanos que trasciende
el complejo (imagenes tomadas de Jmol
12.0).

a) Vista superioral plano. b) Vista lateral al plano.

®

Tabla Ill. Residuos de acople universal
inferidos a partir de los campos planares.

irmiciones del “Bolsilin” (Bocker
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Tabla IV. Residuos de acople universal
inferidos a partir del fendmeno de
interaccion poriguales.

EEE B

En la Tabla V se observan los
residuos de las moléculas HLA-II que
interactian con los aminoacidos 3y 5 de los
péptidos presentados.
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Tabla Il. Residuos de las secuencias de HLA-II altamente conservados en los bancos de datos
del NCBI. Ay B es la notacion de las cadenas a y § de las moléculas de HLA-II
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Tabla V. Residuos altamente conservados en
HLA-II (DP, DQy DR)que cumplen el criterio
deinteraccion poriguales.
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Figura 4. Medida de binding; relacion
1C50/Acople de los CLIP sustituidos en
posiciones 1, 3y 5 calculados con el software
MultiRTA(10)(11).
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EnlaTablaVl(ayb)seexponen los
resultados de cuantificacién del binding de
los péptidos CLIP sustituidos por los residuos
sugeridosenlasTablas Iy IV.

La Figura 4 representa la cuanti-
ficaciéon del binding de los péptidos CLIP
sustituidos por los residuos sugeridos en las
Tablas Iy V.

La Tabla VIl muestra seis péptidos
disefiados fusionando los dos criterios de
campos planares e interaccion por iguales en
un solo péptido, reuniendo los modelos de
lasTablas Iy IV.

Discusion

La busqueda en dominios conser-
vados de las secuencias de proteinas del
HLA-II encontradas en el banco de datos del
NCBI, condujeron a la identificaciéon de
residuos puntuales de alta conservacion en
los tres tipos de moléculas HLA-II de
secuencias humanas. En la Figura 1 se
observa un ejemplo de alineamiento
multiple del dominio MHC-II acde la proteina
HLA-DR1 (MMDB: 764 /PDB: 1DHL), el cual
muestra el andlisis de un segmento de 50

residuos de las secuencias humanas esco-
gidas, indicando su alta conservacion al pie
conun asterisco (*).

Bajo este criterio de alta conser-
vacion (columnas de letras con asterisco,
como en este caso 14/14), se localizaron las
posiciones de los residuos encontrados en
las secuencia de las proteinas de HLA-II,
arrojando los resultados de las Tablas | y II.
En la Tabla | se observan los residuos
altamente conservados encontrados en
moléculas de TCR’s; en la Tabla Il se expone
el numero correspondiente a los residuos
altamente conservados en las secuencias de
los tres tipos de moléculas de HLA-I1 (DP, DQ
y DR), tanto en sus cadenas A como B. En
estos resultados se observa que las cadenas
del tipo HLAII/DR se relacionan con las otras
dos moléculas DP y DQ por similitud de
conservacion de residuos. Esto es claro si se
observa la cadena A del tipo DP (DP-A), y la
cadena B del tipo DQ (DQ-B), las cuales
presentan relacién con las cadenas Ay B del
tipo DR, respectivamente. Otro aspecto que
subyace en estos datos es que existen
pequefias diferencias en la posicidn
secuencial de residuos entre las cadenas A
del tipo DQ (DQ-A) y B del tipo DP (DP-B), las
cuales presentan tres residuos menos en
DQ-A y dos residuos menos en DP-B, con
respecto a las cadenas Ay B del tipo de HLA-
II/DR. Al localizar espacialmente estos
residuos en las estructuras 3D de cada
moléculade HLA-II (DP, DRy DQ) fue posible
establecer la relacién en la conformacion
espacial de estas tres proteinas, de manera
similar a lo reportado por otros estudios
(12). Este patrdn se aprecia en la Figuras 2 y
3.

La localizacion espacial de los
residuos altamente conservados en cada
una de las estructuras tridimensionales de
las proteinas de histocompatibilidad huma-
naclase Iy TCR’s, exhibieron patrones bien
definidos de alineamiento en el espacio,
formando un sistema de planos tal como se
expone en las Figuras 2 y 3, donde se
observan alineamientos planares de los
residuos de asparaginas (Figura 2) y de trip-
téfanos (Figura 3) altamente conservados en
las proteinas HLA-11/DP (PDB:3LQZ) y el
complejo HLA-1I-DR/Péptido/ TCR (PDB:306F),
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Tabla VI. Predicciones de acople a moléculas de HLA-II de las secuencias CLIP sustituidas en posiciones 1,3y 5 por residuos F, Fy Q,
respectivamente; para a) tipo DRy b) tipo DP.
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a) Calculos de acople en HLA-DRB*0101 para péptidos CLIP
con sustituciones de los aminodcidos sugeridos en la Tabla IV.
Los residuos aparecidos en rojo son las sustituciones
propuestas por el criterio de interaccion por iguales. Las dos
secuencias azules representan los dos registros de enlace del
péptido CLIP en cada HLA-II estudiado (DR y DP). En cuanto
mas pequefia sea la relacién (IC50/Acople) el acople del
péptido serd mejor. Se toma como referencia de acople al
péptido CLIP (resaltado en color azul), el cual tiene una
relacion (IC50/Acople) de 0,45 y 3,46 en los tipos DR y DP,
respectivamente.

Tabla VII. Medidas de binding en secuencias de CLIP sustituidos de acuerdo a los criterios de campos planares y apareamiento de iguales
aplicados simultdneamente, calculados con el software MultiRTA(10)(11).
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respectivamente. Este alineamiento planar
se aprecia desde otra perspectiva en las
Figuras 2b y 3b,donde una vista lateral a los
planos muestra el alineamiento de las cuatro
asparaginas y los seis triptofanos, respecti-
vamente. Este fendmeno de configuracién
planar se presentd por igual en todos los
residuos altamente conservados de las tres
proteinas de HLA-Il estudiadas(DR, DP y
DQ). En conformidad a lo anterior, los
autores de esta investigacion plantean como
hipétesis que el fendomeno de configuracion
planar entre los aminoacidos altamente
conservados, se debe a la existencia de
campos electromagnéticos planares que
intercomunican a los residuos iguales. Tales
planos se hallaron de forma recurrente en la
conformacién espacial de las tres clases y
subclases de las moléculas de histocom-
patibilidad clase Il, ain a pesar del alto
polimorfismo exhibido por todas estas
moléculas, lo cual constituye a los planos en
un patrén espacial invariable y comun a
todasellas.

Este fendmeno de arreglos pla-
nares entre los aminoacidos altamente
conservados hallados en esta investigacidn
puede compararse analogamente con los
planos macroscopicos exhibidos por las
galaxias (20),donde este tipo de arreglos se
deben a los efectos de largo alcance
ocasionado por las fuerzas gravitacionales,
mientras que en las proteinas estos arreglos
podrian atribuirse a los efectos de fuerzas
electromagnéticas que comunican y
estabilizan residuos iguales altamente
conservados. Este fendmeno de planos
también quedd evidenciado al estudiar
complejos proteicos completos de HLA-
Péptido-TCR (PDB: 306F) presentados en la
Figura 3, donde se observa que los campos
planar es trascienden a todo el complejo,
mediante una alineacion planar de residuos
iguales (en este caso W). Este fendmeno se
repite con otros aminoacidos como Cy Y
(resultados no mostrados), cuyo deno-
minador comun es su alta conservacion en
las proteinas HLA-DR y TCR respecti-
vamente, segln los bancos de datos del
NCBI.

A partir de los patrones planares
que se proyectan desde las moléculas de

HLA-II hacia el péptido presentado, se infirid
una secuencia tedrica de péptido con
capacidad de acople universal a los tres tipos
de HLA-II (DR, DP y DQ). El péptido tedrico
resultante es presentado en la Tabla Ill, la
cual muestra las posiciones y residuos que
favorecen el acople en cada posicion.

En la Tabla Ill, se observan las
posiciones en los “bolsillos” (pockets) de las
moléculas de histocompatibilidad humanas
que favorecen el anclaje de diferentes
residuos de aminoacidos en un péptido
presentado segln nuestro modelo de
campos planares. En las posiciones 1y 2 se
aceptan residuos aromdticos como
triptéfano (W) y tirosina (Y), ademas de
sustituciones por prolinas (P) y leucinas (L).
Esta promiscuidad de acople de residuos en
estas dos primeras posiciones es debida a la
convergencia de campos planares sobre un
mismo punto. Asi, sobre la posicion 1
convergieron campos planares de W, P, L, y
sobre la posicion 2 convergieron campos
planares de Y, P, L. Una corroboracién de
estos resultados se halla en estudios
experimentales realizados por otros
investigadores, que muestran una alta
prevalencia de los residuos W, Y, L, en estas
posiciones enlos tres tipos de HLA-11: DR, DP
y DQ como lo exponen Castelli et al. (13),
Wiesner et al. (14) y Wahlstrom et al. (15),
respectivamente. Igualmente, los residuos
de las posiciones 6, 8, 10, 11, 12 y 13 fueron
predichos también por los patrones de
planaridad del modelo desarrollado.

El patrén de residuos aminoa-
cidicos de laTabla Ill, inferido por los autores
de esta investigacion fue comparado con la
secuencia de acople universal conocida
como CLIP (Secuencia de residuos del CLIP
(81-109): LPKPPKPVSKMRMATPLLMQ
ALPMGALPQ (10)(11)(14)(16), la cual
presento coincidencias en el segmento (96-
108) PLLMQALPMGALP en las posiciones 1,
2, 12 y 13 con los residuos prolina (P) y
leucina (L) del modelo tedrico encontrado.
Este segmento del péptido CLIP es una
secuencia alternativa de alto acople frente a
moléculas del tipo DQ segun Wiesner et
al.(13), ademas de que las posiciones 1, 2,12
y 13 con sustituciones por prolina (P) y
leucina (L) son aceptadas en los tipos DP y

DR segun los siguientes autores: Doytchi-
nova et al.(17), Cohen et al.(18); Dai et
al.(19).

Lo anterior, respalda el patrén de
residuos inferido a partir del sistema de
campos planares de los residuos altamente
conservados en los tres tipos de moléculas
de HLA-II, permitiendo la elucidacion de
secuencias peptidicas de posible acople
universal, lo cual serda expuesto mas
adelante.

Segun un principio de la teoria
electromagnética(21)(22) el campo
generado por una particula crea un sistema
de interaccion a distancia inversamente
proporcional al cuadrado de la distancias
entre las particulas implicadas, lo cual, en
este modelo de campos planares indica que
la interaccién por contacto fisico entre
residuos iguales debe generar un maximo de
fuerza de interaccion. A partir de esto se
infiere que el contacto fisico entre
aminodcidos iguales es altamente favorable
en términos de fuerza de acople; esto se ha
denominado interaccidon por iguales. Los
residuos altamente conservados del HLA-II
con capacidad para hacer contacto fisico
directo con los péptidos presentados
(residuos F1, F3 y Q5) son mostrados en la
Tabla V.

Los residuos de interaccién por
contacto directo de la Tabla 1V, ademas de
conservar su posicion espacial en las
moléculas de HLA-II, interactian con los
residuos 3 y 5 de los péptidos presentados,
respectivamente (Tabla V).

En la Tabla V se observan los
residuos de alta conservacién y contacto
fisico directo con el péptido presentado, los
cuales incrementan el binding en el
complejo HLA-11/péptido, segun el principio
de interaccion por iguales. Para verificar lo
dicho, se analizé el acople de la secuencia
universal CLIP con sustituciones en las
posiciones sugeridas por la Tabla 1V,
mediante el algoritmo MultiRTA progra-
mado para cuantificar el grado de binding y
su correspondiente registro de enlace en los
tipos moleculares DR y DP(9)(10). Los
resultados de las sustituciones realizadas
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sobre el péptido CLIP se presentan en la
Tabla VI.

EnlaTabla VI (ayb) las secuencias
sustituidas se encuentran organizadas de
mayor a menor binding de arriba hacia
abajo. Se tomd6 como medida del binding la
relacién 1C50/acople, la cual indica que a
menor valor numérico mejora el acople del
péptido con la molécula de HLA-II. Para un
mejor analisis, los resultados de la Tabla VI se
graficaronenlaFigura4.

La Figura 4 expone cédmo se ven
afectados los binding de los CLIP sustituidos.
Las barras azules indican los resultados de
acople obtenidos en el HLA-DP y las barras
verdes en el tipo HLA-DR. Los resultados de
medida del binding de los CLIP sustituidos se
compararon con respecto al binding de las
secuencias CLIP nativas (secuencias con
recuadro rojo) para cada HLA-II analizado.
Como se observa, la secuencia del CLIP con
las sustituciones mostradas por debajo de
las dos secuencias en recuadro rojo tienen
mejor acople que el segmento nativo de
CLIP, lo cual muestra que estos residuos de
contacto fisico directo estabilizan altamente
la unién del péptido. Este fendmeno se
puede homologar al de la formacién de
estructuras altamente estables como las
micelas o las membranas celulares de bicapa
lipidica(23).

Finalmente, seis péptidos tedricos
fueron disefiados combinando los dos
criterios simultdaneamente, el de campos
planares y el de interaccién por iguales,
fusionando los modelos de las Tablas Il y IV,
cuyos resultados de binding se exponenenla
Tabla VII. Se observa que las relaciones de
IC50/acople de los péptidos disefiados para
HLA-11/DR, tuvieron valores similares o
mejores que CLIP. Para los péptidos
disefiados para HLAII/DP se obtuvieron en
todos los casos mejores valores de binding
que para CLIP. Estos resultados confirman
incrementos del acople péptido/HLA-II
mediante la aplicacion simultanea de los dos
criterios mencionados en este estudio.

Conclusiones

Mediante la metodologia

planteada en este trabajo, se logrd inferir un
patrén peptidico con capacidad de acople
universal a todas las moléculas de HLA-II
(DR, DP, DQ), lo cual es de gran utilidad para
el disefio de péptidos-vacuna o vacunas
proteicas, con alta capacidad de binding.
Igualmente, con estos hallazgos se disefiaron
varios péptidos con mejor capacidad de
acople a moléculas HLA-II que el péptido de
acople universal conocido como CLIP, lo cual
confirma la validez de las dos hipdtesis
planteadas por los autores. Finalmente, se
descubrieron dos fendmenos nunca antes
descritos por la ciencia de la protedmica,
consistentes en la existencia de campos
electromagnéticos planares en las proteinas
y el apareamiento de residuos aminoa-
cidicos iguales en las mismas macro-
moléculas, al cual se denomina interaccion
poriguales.

Se descubrieron patrones espa-
ciales de tipo planar en los residuos
altamente conservados de las moléculasde
HLA-II, que determinan la capacidad de
enlace de cada uno de los aminoacidos del
péptido-vacuna con esta molécula,
independientemente de su polimorfismo, lo
cual puede serde gran utilidad para el disefio
de péptidos con fuerte acople y amplia
promiscuidad de enlace en las diferentes
moléculas de HLA-II.

Los campos planares mencio-
nados trascienden a todo el complejo HLA-
Péptido-TCR, indicando que estos planos
cumplen con la funcionalidad adicional de
provocar los acoples intermoleculares entre
estastres moléculas.
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