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MOLECULA DE MHC-II

Joaquin Abian 2002, EMEB IIBB-CSIC @
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MOLECULAS DE MHC DE CLASE II

- Las moléculas de MHC de clase II se expresan en células presentadoras
de antigenos (APC) y estdn especializadas en la presentacion de antigeno
exdgeno. @
O
-Las moléculas de clase IT también pueden expresarse en células

epiteliales y pueden presentar antigenos enddgenos.

Relevancia: seleccién timica, autoinmunidad, aloreconocimiento

- Los mecanismos de procesamiento y presentacion de autoantigeno por
@ las células epiteliales en enfermedades autoinmunes podrian ser
diferentes a los utilizados por las APC profesionales.

en los procesos autoinmunes y estdn muy influenciadas por el repertorio

@ peptidico. @
Joaquin Abian 2002, EMEB IIBB-CSIC @ @

<o ? - Las interacciones entre células epiteliales y células T son importantes




©Class IT biosynthetic pathway
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ANALISIS DE PEPTIDOS PROCEDENTES

DE MOLECULAS DE MHC CLASE II

Cantidad ¢ I : i ale
. Baja concentracion de péptidos (30-300 fmol/103cel.)
. Heterogeneidad de pool peptidico.
. Tamano de los péptidos: 14-28 aa

. Péptidos desconocidos (El inmunoensayo no sirve)
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IDENTIFgé)C@I DE PEPTIDOS UNIDOS A MOLECULAS DE MHC DE CLASE II

RIN-DR or B-LCL cells

A: H20/AcN/TFA 95/5/0.05
B: AcN/H20O/TFA 80/20/0.05

Columna:
Vydac Protein & Peptide C18 25%0.21cm

Programa: Time %B
0 0
15 0
90 60
95 90
100 90

\}‘lujoz 200 pl/min

Detector: UV a 214 nm

/O Fracdiones: Se recogen desde minuto 20
, una fraccion cada minuto.

Joaquin Abian 2002, EMEB IIBB-CSIC O
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Purificacién por inmunoafinidad
de HLA-DR
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O

Separacion de moléculas con
Peso molecular < 10KDa

(Centricon 10000 MW)

Fraccionamiento
HPLC-UV

MALDI-TOFMS
Peso molecular
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nanoESI-MS/MS
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ANALISIS DE LOS REPERTORIOS PEPTIDICOS MEDIANTE MALDI-TOF

Anchura de Rangos= 100 Da.

Joaquin Abién 2002, EMEB ITBB-CSIC @ @@

Histograma de frecuencia de masas de los péptidos asociados a
< e ; HLA-DR4 en las lineas celulares DR41iDM, DR4DM, DR4Ii y DR4.




SECUENE DE PEPTIDOS PRESENTADOS POR MO ECULAS DE MHC DE CLASE II

COMPARACION DE TECNICAS
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Joaquin Abian 2002, EMEB IIBB-CSIC ‘
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SECUENC CIQDE PEPTIDOS PRESENTADOS POR MOLECULAS DE MHC DE CLASE II
COMPARACION DE TECNICAS

Comparacioén de resultados en la caracterizaciéon del repertorio peptidico mediante nESI-ITMS/MS,
MALDI-TOF/TOF y capLC-ESIMS/MS. @

Consumo de péptidos epitopos

Técnica Automatizacion proteinas

nESI- ITMS/MS 40% 90 - 22 27
MALDI-TOF-TOF 8% 52 20 21
capLC-MS/MS 16% 21 - 9 7

TOTAL - 113 25 32

@ nESITMS/MS
ab capLC-MS/MS
1

“ MALDITOF-TOF

Joaquin Abian 2002, EMEB IIBB-CSIC @ @

muestra (%) identificados identificadas caracterizados @



’ FRACCION 49, B-LCL
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’ FRACCION 49, B-LCL
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@ FRACCION 31, B-LCL
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C OO FRACCION 31 B-LCL
LNQELRADGTVNQ

Mr: 1456.7 Da
MS/MS m/z 729.5
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’ FRACCION 31, B-LCL
LNQELRADGTVNQ
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PEPTINOS PRESENTADOS POR CELULAS EPITELTIALES
(CELULAS RIN DR4TIDM)

DR4 motif 1234567829 Source protein

Exogenous
Transferrin (655-571)
Fetuin (311-329)
Alpha-1-antiproteinase precursor (397-416)
Ferritin light chain (165-183)
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Epidermal Growth Factor Receptor (271-286)
Epidermal Growth Factor Receptor (270-286)
MHC class | (55-69)

MHC class | (54-69)

MHC class | (565-71)

MHC class | (54-71)

MHC class | (28-45)

N-CAM (679-696)

N-CAM (678-696)

ATPase o subunit (258-273
ATPase o subunit (259-274
ATPase o subunit (258-274
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Ephrin B2 precursor (129-145)
Neprilysin (180-194)
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@PEPTIDOS PRESENTADOS
(CELULAS B-LCL)

DR4 motif 12345672829 Source protein

Surface membrane
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ORIGEN DE LOS PEPTIDOS PRESENTADOS POR MHC CLASE II
EN LOS DIFERENTES COMPARTIMENTOS CELULARES

1% 3 /o 39 ORIGEN DE LOS PEPTIDOS

11°/ B Membrana celular
Bl Citoplasma
°/o Il Exoégenas
49, Bl Ret. endoplasmatico
Vesiculas endociticas
B Vesiculas secretoras
209 Nucleo
Bl Ubicuas

9l Células Epiteliales APC Profesionales
¢ (RIN DR4TIDM) (BéSL)

8% 7%
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123456789 Source protein

Elongation factor 1-beta (1-16)
Polyadenilate-binding protein-1 (14-27)
Small GTPASE (158-168)
EPVESARI EPPDTGLY NEFA Precursor (23-53)
K 60s Ribosomal protein L30 (95-114)

HEMC Hydroxymethylbilane synthase(3-19)
Integrin A-1 precursor VLA-1 (264-278)
n-chimaerin (251-258)

SYT Interacting protein SIP (1-18) 16kD
NADH-Ubiquin. oxidoreductase MLRQ (15-31)
Initiation factor 5A (139-153)

DNA Replication Licensing factor (706-719)
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Los péptidos naturales asociados a DR4 en ausencia de Li y de DM,
no cumplen el motivo de union a DR4 y corresponden principalmente a

extremos Ny C terminales de proteinas citoplasmaticas




C OO PEPTIDOS PRESENTADOS POR DR4
EN AUSENCIA DE Ti Y DM (CELULAS DR4)

EL 95% DE LOS PEPTIDOS SECUENCIADOS DE CELULAS HLA-DR4 CORRESPONDEN
A EXTREMOS N- Y C- TERMINAL DE LAS PROTEINAS ORIGEN

Joaquin Abian 2002, EMEB IIBB-CSIC




@EPTIDos PRESENTADOS POR DR4 EN
AUSENCTIA DE DM (CELULAS DRA4iT)

123456789

GKTPIVGQPSIPGGPVR Fetuin (331-347)
GKTPIVGQPSIPGGPVR Fetuin (332-347)
SGEAFHVGKTPIVGQPS Fetuin (325-341)
EQHDIAIDLSPLAQHEEG IVBnnose 6-phos./insulinHike growth fact. recep.(324-342)
EGPEYWEEQTQRAKGHE MHC dass | (57-71)
RPTLLPEEIDDAFPL P58 8296-311)
KKNTVEGLPPLGGMK Protein tyrasine phosphatases non-receptor type 21(823-842)
PVSKMRMA TPLLMQALP Invariant chain (99-119)
PVSKMRMATPLLMQALPM Invariant chain (97-120)

- En ausencia de DM, DR4 presenta casi exclusivamente péptidos CLIP

derivados de la cadena invariante.

- Todos los péptidos detectados cumplen el motivo de unién con preferencia
C por aminodcidos pequeios hidrofadbicos




@EPTIDos PRESENTADOS POR
AUSENCIA DE Ti (CELULAS DR4DM)

DR4 motif 23456789 Source protein

Apolipoprotein D (77-93)

MHC class | (56-69)

MHC class | (54-71)

MHC class | (55-69)

MHC non RT1 alpha 1 chain (77-93)
Protocadherin (1815-1833)

Epidermal growth factor receptor (270-287)
Epidermal growth factor receptor (272-287)
Carboxipeptidase H (102-119)

Sulfated glycoprotein-1 (SGP-1)

Protein disulfide isomerase ER-60 (143-158)
GAPDH (308-324)

Nedd4WWW (120-138)

Nedd4dWWW (121-138)

Nedd4dWWW (118-138)

Nedd4dWWW (121-137)

O OOm

mm@zZzZZ<mMmmMmmMmimr
T U UU—TrmUUIOOOaz:Z
T U U U0UWXOTUVUH442Z7TTUTTUTTUO
OO OMWSXXMmMMmMmAA<MmMmMmMmmMmImm

<< << <M <M< <T<<=<=<T"
ZZZZUOU—-—rFrXQ0OD>PSSS=x

<<<<zZzwr>»-ZXZT-mmmm>
>>>PmMmUM<0O0COMmMMmMMMO
A4 444 < X00<<TOOOO®
444 400ZZZZA44 4444
rrrr<>»Q0=2T0U0-HrQOpPamo«c<
T U U 0L ITImMMO<NOIOAOZ
DO OUnZ<OOLOLO>X>»>»>T>>rO
X< <X<XK<XKITI<LK<KrZXX—XXXX —

Oo0Oo0DO<omm-< < T

AXNAAXN

La expresion de DM en presencia o ausencia de Ii, permite la asociacion a DR4
péptidos estables y que cumplen con el motivo de uniéon a DR4




ANALISQS)@)LOS REPERTORIOS PEPTIDICOS MEDIANTE MALDI-
TOF: INFLUENCTA DE LA EXPRESION DE Ti EN CELULAS DM+
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Mas del 50% de los iones detectados en la linea DR4DM se detectaron también en la triple transfectante

53%), mostrando que la expresion de HLA-DM molécula era suficiente para generar un repertorio estable
@ aunque no igual al de las células DR4IiDM. @
Joaquin Abian 2002, EMEB IIBB-CSIC @ @
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@@srcm PROTEICA DIFERENCIAL EN CELULAS RIN
TRANSFECTADAS CON HLA-DR4, Ii Y HLA-DM
(SISTEMA DIGE)

Células RIN Células RIN- DR4IiDM

Joaquin Abian 2002, EMEB IIBB-CSIC




MANCHAS DIFERENCIALES

Mancha 416
T student 0.00064

T student 0.00046

| Av. Ratio =-1.69

b

Ry
N
Mancha 833
T student 0.00057

Av. Ratio =-1.62

Av.Ratio =1.7 |

Manchas detectadas y emparejadas para cada una de las imagenes obtenidas

en el analisis de expresion diferencial mediante el sistema DIGE.

N

A

Mancha 1535
T student 6.70E-05
Av. Ratio = 2.47

N

R

Mancha 1692
T siudient: 3.50E-05
Av. Ralio = 2.14
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celular

Imagen

Marcaje

Manchas
detectadas

Manchas
emparejadas

DR4IiDM

1*

Cy5

2238

2238

DR4IiDM

Cy5

1815

1311

DR4IiDM

Cy3

2187

1383

DR41iDM

Cy3

1969

1304

RIN

Cy3

2238

2238

RIN

Cy3

1815

1311

RIN

Cy5

2187

1383

Mencha 189%
T shudent; 1.50e-07
Av. Ratio = 3.13

o
\Q‘
3

%

M 2002
T sudeni 370E-05
v Ratin =478

RIN

Cy5

1969

1304
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Q@NTIFICACIéN DE PROTEINAS DIFERENCIALES

Células RIN- DR4IiDM

Thimet oligopeptidase
Glutamate dehydrogenase 1

Creatine kinase, mitoch. 1

_ < Oxidoreductasa :

(S;ZT d‘;ﬁ‘/‘g;o?ggr{g;‘;xyacy" Glutamato deshidrogenasa

T, ’ 3-hidroxiacil - CoA deshidrogenasa
Peroxiredoxina 1

Superoxido dismutasa [Mn]

Glutathione S-transferase Yb-1

< Hidrolasa:
Oligopeptidasa Thimet

Superoxide dismutase =) TranSferasaZ.
(Mn), mitoch. prec. Glutatidn S -transferasa Mu 1

Creatina kinase
< Quinasa:
Creatina kinase

O

HIV-1 tat interactive Peroxiredoxin 1
protein 2, homolog
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IDENTIC!)I ACION DE PROTEINAS QUE INTERACCIONAN CON
HLA-DR4 EN UNA CELULA EPITELIAL QUE EXPRESA MHCII

PROTOCOLO: @

Unién del anticuerpo L243 a las bolas de Sefarosa. O

Lisis “suave de las células”: Solubilizacion de las moléculas de MHC sin romper las

interacciones entre proteinas.
1) Proteinas no solubilizadas en 2) y solubilizada con 2% SDS
1 2 3 4 5 6 2) Proteinas solubilizado con 1% digitonina

3) Fraccion no retenida control (incubacion con bolas bloqueadas)
4) Fraccion retenida control (eluido)
5) Fraccion no retenida bolas-Ab 1243
6) Fraccion retenida bolas-Ab L243 (eluido)
Purificacion por Inmunoafinidad de DR4 y proteinas asociadas.

@

)
Separacion de las proteinas por

@ SDS-PAGE y 2DE @
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SEPARAC]%Q DE PROTEINAS AFINES POR HLA-DR4 MEDIANTE SDS-PAGE

DR4IiDM RIN

Extracto \[o] Extracto \[o]
Total Retenido

Eludo Eluido Total  Retenido

!
A

S0 RIRTIRE D S

=
'_s
=
--
F-

)

'

e — B —=
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ANAL %ﬁ XPRESION DIFERENCIAL DE PROTEINAS AFINES A HLA-DR4
EN CELULAS EPITELIALES TRANSFECTADAS CON DIFERENTES
COMBINACIONES DE LAS MOLECULAS HLA-DR, Ii Y HLADM

—

o Bon (ﬁﬂ s
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| ANALTS @Resxér\l DIFERENCIAL DE PROTEINAS AFINES A HLA-DR4 EN
CELULAS EPTTELIALES TRANSFECTADAS CON DIFERENTES COMBINACIONES DE LAS
MOLECULAS HLA-DR, Ii Y HLADM

o, P HLA-DRB1 0401
: I ~
4 \\ \\ \/ ; it s\\\
N 1 o = . ~
L . . . . ¥ \\\ / \\\ - \\\\
~ ~
- Sk \\
~ -
. , . S \
5 ey 1
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* DR4I1iDM4
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SEPAR/QJ‘.Q@E PROTEINAS AFINES POR HLA-DR4 MEDIANTE 2DE
ANALISIS DE IMAGEN

@ [ Especificas DR4IIDM [ comunes a @
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COO

PROTEINAS DIFERENCIALES IDENTIFICADAS

Proteina identificada Masa (KDa)/pl n° acceso”

75/5.1

Peroxiredoxin 4 (Macht

Protein disulfide isomerase precursor

Vacuolar ATP synthase subunit B . 17105370
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CARACTE @@ DEL REPERTORIO ASOCIADO A LA MOLECULA DE MHCII EN UN
SISTEMA INVIVO: ANALISIS DEL REPERTORIO DE PEPTIDOS ASOCIADOS A
CLASE II EN TIROIDES AFECTADOS CON LA ENFERMEDAD DE GRAVES-BASEDOW.

Tabla I: Tejido utilizado para la identificacion de péptidos asociados a la molécula de MHCII.

Tejido tiroideo
autoinmune ID tiroides

Expresion
de clase Il
TB-190 ++ DRB1*1101, DRB1*1104, DQB1*0301 <1

¢ TB-269 ++ DRB1*1101, DRB1*1104, DQB1*0301 2

Homogeneizacién mecanica y TB-270 +++ DRB1*0701, DQB1*0202, DQB1*0303 3.3
recuperacion de proteinas de membrana TB-237 + DRB1*1501, DQB1*0602 1.1
L TB-448 ++ DRB1*0407, DRB1*1501, DQB1*0301, 8

Fenotipo para clase Il Cantidad (g)

Solubilizacién de proteinas de

b Lisi 0.5% NP-40 , p . .
membrana (Lisis con 0.5% ) Perfiles HPLC-UV de la linea celular B-LCL (5 x 106 células) y de los tiroides analizados

Purificacion de HLA DR- AU B-LCL AU|  TB190

por inmunoafinidad 80| 500x 10 6 células 80| > 1g
e M
40

Separacion de moléculas : | ' in 20 40 60
con Mr < 10KDa
(Centricon 10000 MW)

AU
80

40]
FraCC|onam|ento =
HPLC -UV ! , _

v v

Determinacién de Identllcaqon de
pesos moleculares peptidos

MALDI - reTOFMS nESI| -ITMS/MS




CARACTE@@N DEL REPERTORIO ASOCIADO A LA MOLECULA DE MHCIT EN UN
SISTEMA IN VIVO: ANALISIS DEL REPERTORIO DE PEPTIDOS ASOCIADOS A CLASE

IT EN TIROIDES AFECTADOS CON LA ENFERMEDAD DE GRAVES-BASEDOW.

Tiroglobulina [726-743]

CPTPCQ LQAEQAFLRTVQ
.2 Mr: 2030.0 Da
100~ . MS/MS i6n 1016.0

7 - - 72 934 1
péptido sintético by H.O 2

o]
o

o))
o

12
Y, 12683
1162.5
Y14

N
o

Yy 4 y 5 76363 9 16 b
503.1 616.2 ’ 2 17859 18847

N
o

1007

peptido tiroides TB448 4

(]
(&}
=
(1]
=
o
=
Q0
<t
)
=
®
(0]
[a's

11973|1290.7 1415.7

o 7635 :
503.1 628.2 1786.5 1584 7
p4
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CARACTE@@N DEL REPERTORIO ASOCIADO A LA MOLECULA DE MHCIT EN UN
SISTEMA IN VIVO: ANALISIS DEL REPERTORIO DE PEPTIDOS ASOCIADOS A CLASE
IT EN TIROIDES AFECTADOS CON LA ENFERMEDAD DE GRAVES-BASEDOW.

MHCII DQB1*0602 [75-89] @

DV GVY RAVTPQGRPD
Mr: 1628.9 Da

péptido sintético MS/MS ion 815.4 O

b ..Pm +H,02
11 12429 13828
2610797 1186.7 |12598 x by

@
o
=
<
=
=
=
=2
<<
[
=
s
5]
o

271.7 397.0
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CARACTER@ DEL REPERTORIO ASOCIADO A LA MOLECULA DE MHCIT EN UN
SISTEMA IN VIVO: ANALISIS DEL REPERTORIO DE PEPTIDOS ASOCIADOS A CLASE
IT EN TIROIDES AFECTADOS CON LA ENFERMEDAD DE GRAVES-BASEDOW.

1

MKWVTFISLL

81

ESAENCDKSL

161

KYLYEIARRH

241

ARLSQRFPKA

321

EMPADLPSLA

QLGEYKFQNALLVRYT

FKPLVEEPQN

481

LNQLCVLHEK

11 21 31

FLFSSAYSRG VFRRDAHKSE  VAHRFKDLGE

91 101 111

HTLFGDKLCT VATLRETYGE MADCCAKQEP

171 181 191

PYFYAPELLF FAKRYKAAFT ECCQAADKAA

251 LGEYKFQNALLVRYT '1

EFAEVSKLVT DLT TECC HGDLLECADD

331 341 351

ADFVESKDVC KNY. LGMFLYEYAR

431

421
—

LIKQNCELFE QOLGEYKFQONA

501
CTES P

LLVRYTKKVP
491 511

TPVSDRVTKC CFSALEVDET

41 51 61

ENFKALVLIA FAQYLQQCPF EDHVKLVNEV

121 131 141

ERNECFLQHK DDNPNLPRLV RPEVDVMCTA

201 211 221

CLLPKLDELR DEGKASSAKQ RLKCASLOKF

281 TPTLVEVSRNLGKVG

RADLAKYICE QDSISSKLK ECCEKPLLEK

361 371

LRLAKTYETT LEKCCAAADP
451 461

_SRNLGKVGS K CCKHPEAKRM

RHPDYSVVLL,
441

QVSTPTLVEV

YVPKEFNAET \{HADICTL

SEKERQIKKQ

71

TEFAKTCVAD

151

FHDNEETFLK

231

GERAFKAWAV

311

SHCIAEVEND

STPTLVEVSRNLGKVG

HECYAKVFDE

471

PCAEDYLSVV

TPTLVEVSRNLGKVGS

TALVELVKHK

561 571 591

VSTPTLVEVSRNLGKVG
AASQAALGL

LGEYKFQNALLVRYTK

PKATKEQLKA  VMDDFAAFVE KCCKADDKET CFAEEGKKLV

O
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Figura 4: Secuencia aminoacidica de la albimina sérica humana, con los epitopos caracterizados a partir de los tiroides
TB190, 260 y 270 marcados en rojo. Los péptidos identificados para cada epitopo se muestran encuadrados en naranja.
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CARA@ CION DEL REPERTORIO ASOCIADO A LA MOLECULA DE MHCIT
ENUN SISTEMA IN VIVO: ANALISIS DEL REPERTORIO DE PEPTIDOS
ASOCIADOS A CLASE II EN TIROIDES AFECTADOS CON LA ENFERMEDAD

DE GRAVES-BASEDO

&

O

Localizacion celular de las proteinas origen identificadas a partir de tejido tiroideo.

Intracelular

(4)

s Membrana v Matriz
Q (4) extracelular

(5)
Coloide (2)
C
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